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1. UVOD:

1.1. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je zalozena na ionizaci molekul Vv plynné fazi nevratnym
odstépenim valencnich elektronid. Takto vzniklé tzv. molekulové ionty a jejich pfipadnym
dalsim Stépenim vzniklé produktové ionty jsou separovany podle tzv. efektivni hmotnosti
m/e & (m je hmotnost iontu, e je naboj elektronu - tedy 1,602 x 10°2° C) a po dopadu na detektor
je uréeno jejich mnozstvi. Hmotnostni spektrum piedstavuje zavislost intenzity iontd na jejich

efektivni hmotnosti. [

Pocatky historie metody hmotnostni spektrometrie sahaji do konce 19.stoleti, kdy byly
prozkoumdny principy pohybu nabitych <castic v elektrickém a magnetickém poli.
Za  zakladatele = hmotnostni  spektrometrie je  povazovan  anglicky  fyzik
Sir Joseph J. Thompson (1856 - 1940) se svou praci zaméfenou na analyzu pohybu nabitych
¢astic v parabolickém hmotnostnim spektrografu. Poprvé predpoveédél vyuziti této nové
techniky v chemické analyze. ¥l Jak je uvedeno v publikaci Hanuse et al. ¥, podafilo se
Francisi Williamu Astonovi (1877-1945) diky hmotnostni spektrometrii charakterizovat fadu
izotopt neradioaktivnich prvki a tim vysvétlit odchylky jejich hmotnosti od celistvych ¢isel.

Za tento objev ziskal v roce 1922 Nobelovu cenu.

Friedecky et al. Bl ve své praci uvadgji, ze hmotnostni spektrometrie nasla ve 40.letech
20. stoleti uplatnéni také ve vojenskych projektech a to zejména v radmci projektu ,,Manhattan
pii vyrobé atomové bomby v USA ¢i jako analyticky néstroj pfi monitorovani produkti
ropného primyslu, coz v nésledujicich letech odstartovalo vyrobu komerénich hmotnostnich

spektrometra.

a8 zapis m/e byl hodné pouzivan v literatute pfed rokem 1980. Dnes se Castéji pouziva symbol
m/z (m zna¢i hmotnost iontu a zjeho naboj) ackoliv by bylo spravnéjsi pouzivat zapis
u/z (u je atomova hmotnostni jednotka a zndaboj iontu). Z tohoto zapisu také vychazi

Dalton (Da), ktery je Gasto pouzivan v biochemii. (2!



V Ceskoslovensku byl prvnim a po dlouhou dobu hlavnim stfediskem hmotnostni
spektrometrie Ustav fyzikalni chemie CSAV, kde podatkem 50. let pod vedenim
prof. Jaroslava Heyrovského (1890 — 1967) a prof. Rudolfa Brdli¢ky (1906 — 1970) ctyti mladi
pracovnici tohoto ustavu — Vladimir Cermak (1920 - 1980), Vladimir Hanus (1923 - 2009),
Josef Cabicar (1923 - 1998) a Cestmir Jech (1925 - 2002) zkonstruovali v roce 1953 prvni
hmotnostni spektrometr v tehdej$im Ceskoslovensku. ! Friedecky et al. ¥ dale ve své praci
uvadéji, ze vyznamnym pokrokem bylo spojeni hmotnostni spektrometrie s plynovou
chromatografii, k némuz doslo v 60. letech 20. stoleti a s kapalinovou chromatografii
v 70. letech 20. stoleti. Ob¢ tato spojeni piedznamenala Siroké vyuziti v multikomponentni
analyze slozitych smési organickych latek. Hlavni problém vSak spocival v omezenych
moznostech ioniza¢nich technik, zejména v problematické ionizaci velmi polarnich latek
a biomakromolekul. Tento problém byl vyfeSen zavedenim novych technik ionizace
v 80. letech - napt. ionizaci pomoci elektrospreje nebo MALDI techniky (matrix assistested

laser desorption ionization), tj. laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice. 34

Hmotnostni spektrometr je tvofen 3 hlavnimi ¢astmi: iontovym zdrojem, hmotnostnim

analyzatorem a detektorem. ]

1.1.1. Iontovy zdroj

Iontovy zdroj slouZi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité ¢astice. Univerzalni
ioniza¢ni technika vhodna pro ionizaci vSech organickych slou€enin ovS§em neexistuje. Volba
vhodné ioniza¢ni techniky je dana nejen fyzikaln€ — chemickymi vlastnostmi analytu, ale také
pouzitou chromatografickou technikou nebo zamySlenym pouzZitim hmotnostniho
spektrometru. V soucasné dobé¢ se pouziva desitek ioniza¢nich technik pracujici na riznych

principech ionizace. [°]

Podle mnozstvi vnitini energie, které molekula ziska pfi procesu ionizace je obvyklé délit
ionizacni techniky na tzv. tvrdé (ziskana vnitini energie je vysoka, coz se projevi fragmentaci
molekulovych iontll) a mékké (ziskana vnitini energie je nizka — témét vyhradné pfitomnost

pouze molekulovych iontt). (671

1.1.1.1. Tvrdé ioniza¢ni techniky

Piikladem nejéastéjsiho zptisobu tvrdé ionizace je elektronova ionizace (EI), pfi niz dochazi
Kk odstranéni jednoho nebo vice elektronti z atomu nebo molekuly prostiednictvim interakce
s elektrony, které jsou typicky urychleny na energie mezi 10 — 150 eV. ["]

Tato ionizace se pouziva ve spojeni plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC / MS).
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Ptednosti této ionizace je vznik bohatych fragmentacnich spekter umoziujicich identifikaci
analyzované slouceniny. Naopak nevyhodou je, ze analyzovana molekula musi byt dostatecné
tékava, jelikoz samotna plynova chromatografie je z principu schopna separovat pouze latky
V plynném skupenstvi. V tad¢ pifipadi se musi analyty derivatizovat za ucelem zvySeni
tékavosti (reakci s trimethylchlorsilanem, chloroformiatem apod.), coZ miZze mit za nasledek
horsi analytické parametry piredevsim v piipadech kvantitativnich analyz smési obsahujicich
velké mnozstvi komponent. Problémem pfi identifikaci muze byt uplny rozpad molekulového
iontu v iontovém zdroji, coz muze v ptipad¢ nezkusSeného uzivatele vyhodnocujiciho takové
hmotnostni spektrum zptisobit nespravné urceni molekulového iontu. Tento problém lze fesit
bud’ sniZenim hodnoty ioniza¢ni energie nebo pouZzitim ,,m&kké* ionizaéni techniky, v ptipade
spojeni GC / MS napf. chemickou ionizaci, kdy ionty jsou produkovany kolizemi analytu

s ionty reakéniho plynu.l!

1.1.1.2. Mékké ionizacéni techniky

Lze je rozd¢lit podle toho, v jaké fazi k ionizaci dochézi.

V plynné fazi se pouzivaji ioniza¢ni techniky za vakua (El - elektronova ionizace), kdy je
hodnota tlaku 0,00001 - 0,001 Pa, snizeného tlaku (CI - chemicka ionizace), kdy je hodnota
tlaku cca 100 Pa. Tyto techniky se pouzivaji ve spojeni s GC. Ve spojeni s LC se pouZzivaji
ioniza¢ni techniky za atmosférického tlaku (ESI - ionizace elektrosprejem, APCI- chemicka

ionizace za atmosférického tlaku, APPI - fotoionizace za atmosférického tlaku aj.).

Primarnim zdrojem energie v piipadé chemické ionizace je proud urychlenych elektront,
které pfenaseji svou energii na analyzovanou latku prostfednictvim reakéniho media (obvykle
methanu), ktery je v ioniza¢ni komtrce pod relativné vysokym tlakem (50-150 Pa). Po
zavedeni vzorku do tohoto prostiedi dojde k pfenosu protonu a reakénich kationtl (vzniklych
primarni ionizaci methanu a vzajemnou interakci produktovych iontd s molekulou
methanu - CHs*, C2Hs") na neutralni molekulu za vzniku iontd [M+H]". lon [M+H]" s relativni
hmotnosti o jednotku vyS$8i neZ hmotnost molekuly pfed ionizaci byvd oznacovan jako

molekularni ion. [16]

V ptipadé chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) neni ionizacni napéti vloZzeno
na kapilaru iontového zdroje, ale na vybojovou jehlu (elektrodu) umisténou v blizkosti jejiho
konce. Na konci kapilary dochazi k rozpraseni eluatu pneumatickym zmlzovacem. Vznikly
aerosol je rychle odpaien v kratké zon€ vyhiivané na vysokou teplotu (az 600 °C). Vlozenim
nap¢ti na vybojovou jehlu dochdzi ke vzniku koronarniho vyboje, jimZ jsou ionizovany

molekuly mobilni faze pfitomné v plynné fazi ve velkém nadbytku vici analytu. lonty vzniklé
3



Z mobilni faze (tzv. reakéni plyn) nasledné ionizuji molekuly analytu, podobné jako pfi
klasické chemické ionizaci. Diive se misto koronarniho vyboje pouzivala Kk ionizaci

radioaktivni folie % Ni jako zdroj p zafeni. (€

Pii pouziti ionizace elektrickym polem (FI) dojde ptisobenim nehomogenniho elektrického
pole vytvofeného mezi ostrym hrotem pracovni elektrody a vystupni Stérbinou iontového

zdroje k uvolnéni valenéniho elektronu z ionizované molekuly. !

V piipadé mekkych ionizacnich technik z kondenzované faze lze k ionizaci pouzit také
elektromagnetické zafeni o dostate¢né intenzité a vhodné vinové délce, tzv. fotoionizace za

atmosférického tlaku (APPI). ™

Vyznamnou ioniza¢ni technikou patiici do kategorie mékkych ionizacnich technik
v kondenzované fazi patii technika laserové desorpce a ionizace za ucasti matrice

tzv. MALDI. B

Jako zdroje zéafeni se v této technice pouZivaji lasery pracujici v infracervené piipadné
ultrafialové &asti spektra (Nd -YAG laser, dusikovy laser, Er - YAG laser, CO; laser). 2]
V piipadé, ze by byly molekuly analytu ionizovany laserem piimo, mohlo by dojit
k nezadoucimu §tépeni (napf. piilis velké fragmentaci biomolekuly). Z tohoto diivodu je nutné
pfed samotnou ionizaci vzorek nejprve smichat S matrici, ktera snadno absorbuje energii
laseru, a posléze se odstrani vysusenim. 1% Jako matrice se vyuZivaji aromatické organické
kyseliny (napf. kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova ¢i  kyselina 3,5-dimethoxy-4-
hydroxyskoticova, ktera je znama jako kyselina sinapova).’®! Proces ionizace zahrnuje kratky
intenzivni puls laseru, ktery se zahfeje a desorbuje matrici a analyty. Soucasné dochézi
K ionizaci matrice, ktera pfedava naboj analytu. Cely proces probiha ve vakuu, odpada tedy
problém pifenosu iontll mezi atmosférickym tlakem a provoznim vakuem analyzatoru, 1 kdyz
i tuto ionizaci lze realizovat za atmosférického tlaku. [ Tato technika se ve spojeni

s analyzatorem doby letu (TOF — time of flight) vyuZiva pro analyzu biopolymeri. 1]

Pro analyzu teplotné nestalych makromolekularnich latek se vyuziva ionizace ostfelovanim

urychlenymi atomy (FAB — fast atom bombardment).[*]

Nejcastéjsimi ioniza¢nimi technikami z kapalné faze (nékdy oznacCovanych jako ,,sprejové®)
byva vyuzivan termosprej (TSI) a elektrosprej (ESI). Uvedené ptistupy se od sebe lisi
zpusobem rozpraSovani kapalné faze se vzorkem. Prevodu iontl z kapalné faze ptimo do
vakua hmotnostniho spektrometru je dosazeno rychlym odsuSenim mikrokapicek spreje. Obé

sprejové techniky vyZzaduji neustaly ptivod kapalné faze, velmi dobie se proto uplatituji pii
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spojeni s prutokovymi analytickymi metodami, zejména vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC). M HPLC - MS umozZiiuje pouziti pritokt mobilni faze az do 2 ml/min
pro mobilni faze v rozsahu od 100 % organické slozky do 100 % vody, coz umoznuje praci
s mikrokolonami i s konven¢nimi kolonami v systémech s obracenymi i s normalnimi fazemi

pii béznych pracovnich podminkach pouZivanych v HPLC. [l

Jedinym omezenim je nutnost pouziti pouze t€kavych elektrolytl jako ptisad do mobilni faze
(napt. mraven¢an amonny, octan amonny, kyselina mravenci, kyselina octova aj.). Netékavé
pufry, napi. fosfatové nebo boratové, se nedoporucuji pouzivat vzhledem k moznosti

usazovani netékavych anorganickych soli v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru. &

Termosprej pouzili poprvé Blakney a Vestal r. 1983. [ Roztok obsahujici stil a vzorek
k analyze je nastiiknuty do ocelové kapilary, ktera je vyhiivana na vysokou teplotu (kapalina
se rychle zahteje). Roztok projde skrz vakuovanou komoru jako nadzvukovy paprsek, objevi
se sprej z jemnych kapicek obsahujici ionty rozpoustédla a molekuly vzorku. lonty z roztoku
jsou extrahovany a urychleny k analyzatoru odpuzovacem a fokusujicim systémem kruhovych

elektrod.

Ionizaci elektrosprejem poprvé vyuZili pro ionizaci biomakromolekul a cely tento postup
publikovali v r. 1988 John Fenn et al. 'Y Ziedény roztok analytu se v mnozstvi nékolika
mikrolitr za minutu zavadi velmi Uzkou kapilarou z vodivého materidlu do rozprasovaci
komurky. Na kapilaru se vklada vysoké napéti (jednotky kV), coz zplsobi, ze se kapalina
rozprasuje ve forme nabitého aerosolu. Rozpoustédlo se z povrchu aerosolovych ¢astic rychle
odpatuje, hustota naboje stoupd, az dojde k tzv. coulombické explozi a vzniknou podstatné
mensi ¢astice, z nichZ se molekuly rozpoustédla vypatuji jesté rychleji. Ve zfedéné plynné fazi
tak rychle vznikaji ionty zbavené rozpoustédla. Pfidavany plyn pomahé ionizovanym ¢asticim
zbavovat se rozpoustédla a také nadbytecné kinetické energie, a nakonec se systémem
vakuovych clon a kruhovych elektrod vytvoii svazek iontil, ktery je veden do vlastniho
hmotnostniho analyzatoru. Metodu lze pouzit i pro latky o velmi vysoké molekulové
hmotnosti, nebot’” méfeny pomér hmotnosti a naboje je pii velké hmotnosti, ale zaroven

i naboji, v rozsahu téchto pfistroji. [

1.1.2. Hmotnostni analyzatory

Z iontového zdroje vstupuji Castice do elektrostatického urychlovace ionti a z n¢j dale do
hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k rozdéleni ionti podle jejich efektivni hmotnosti.
K tomuto uGcelu se vyuzivaji interakce iontti s magnetickym a elektrickym polem, pfipadné

rtizné rychlosti iontd rfizné hmotnosti. [



1.1.2.1. Analyzator magneticky

Rozdéleni iontli v homogennim magnetickém poli je nejstar§im postupem. lonty z iontového
zdroje jsou urychleny elektrickym polem a po prichodu §térbinou prochazi ionty homogennim
magnetickym polem. Na ion pusobi v magnetickém poli dostiediva sila tmérna intenzité
tohoto pole a tim dochazi k zaktiveni drah leticich iont. Pii urcité konstantni hodnoté
intenzity magnetického pole a urychlujictho napéti je polomér zakfiveni drahy umérny
efektivni hmotnosti iontu. Za téchto podminek mohou projit vystupni $térbinou analyzatoru
pouze ionty s jedinou uré¢itou hodnotou m/z. Ostatni ionty zlstavaji odclonény. Hmotnostni
spektrum je ziskano postupnym méfenim v urc¢itém rozsahu intenzit magnetického pole. Jedna

se 0 uspofadani s jednoduchou fokusaci. [

1.1.2.2. Analyzator s dvojitou fokusaci

Snaha o zvySeni rozliSovaci schopnosti spektrometri vedla k vyvoji pfistroji s dvojitou
fokusaci. Nevyhodou jednoduché fokusace je skute¢nost, Ze ionty o stejné efektivni hmotnosti
mohou mit riznou kinetickou energii, coz neumoziuje dosazeni vysoké rozliSovaci schopnosti
analyzatoru. Je proto Zadouci ziskat nejprve ionty o stejné kinetické energii a ty pak separovat.
K dosazeni tohoto cile se pouzivd elektrostaticky sektor, piedfazeny magnetickému
separatoru. Elektrostaticky sektor je tvofen dvéma zakiivenymi kovovymi deskami, na které
je vloZen elektricky potencial a které funguji jako valcovy kondenzéator s nehomogennim
elektrickym polem. Na vystupni Stérbinu elektrostatického sektoru jsou fokusovany ionty
s riznymi efektivnimi hmotnostmi, ale se stejnou kinetickou energii (ostatni ionty jsou

zachyceny). 1]

Do magnetického sektoru vstupuje svazek iontd o stejné kinetické energii, coZ umoZiluje
podstatnym zplisobem zvysit rozliSovaci schopnost spektrometru. Zatizeni vyuzivajici
kombinace elektrického a magnetického sektoru jsou oznacovany jako pfistroje s dvojitou

fokusaci. 1

1.1.2.3. Analyzator kvadrupolovy

Jedné se o nemagneticky analyzator, v némz dochazi k separaci iontil ve vysokofrekvenénim
elektrickém poli. Je sestaven ze Ctyft ty¢i kruhového priifezu, které jsou symetricky rozlozeny
kolem spolec¢né podélné osy. Na tyCe je vlozeno stejnosmerné napéti se superponovanou
vysokofrekvenéni slozkou tak, ze vzdy dve protilehlé ty¢e jsou na spoleéném potencialu. lonty
se pohybuji v dlouhém poli, které ma dvé slozky, statickou a vysokofrekvencni. Za urcitych

podminek se v poli analyzatoru pohybuji po stabilni draze pouze ionty s urcitou hodnotou m/z,
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zatimco ostatni vykonavaji oscilace, az dopadnou na nékterou z elektrod nebo na clonku na
konci analyzatoru. Tyto analyzatory jsou v souc¢asné dobé¢ Siroce uzivany jako detektory pii
spojeni hmotnostni spektrometrie jak s plynovou (GC - MS) I tak s vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC — MS). ¥

1.1.2.4. Jontova past

Iontova past je zafizeni, které po aplikaci vhodnych pomérii napéti vlozenych na kruhovou
a dvé koncové elektrody umoznuje zadrzeni iontu o urcitém rozmezi specifickych hmotnosti.
Naslednou postupnou zménou téchto napéti zacne dochazet k oscilacim zadrzenych ionta
a jejich postupnému vypuzovani na detektor. Jako prvni iontové pasti byly zkonstruovany
3D iontové pasti roku 1960 Paulem a Steinwedelem. 2l Byly vyrobené z kruhové elektrody
se dvéma elipsoidnimi ¢epic¢kami na vrchu a na spodu, které vytvarely 3D kvadrupolové pole.
Nyni jsou ¢astéji vyuzivané 2D iontové pasti (ozn. LIT, linear ion trap). Ty jsou slozeny
ze 4 ty¢i (Casto rozdélenych do 3 segmenttl) podobné jako kvadrupolovy analyzator, ionty jsou
uvnitf téchto ty¢i a jsou ochlazovany kolizi s inertnim plynem a pohybuji se podél osy mezi
elektrodami. Zaroven dochazi k oscilaci v roving€ xy vlivem aplikace jediného RF potencialu
na ty&e. ) K dosazeni optimalni fragmentace prekurzorového iontu je potfeba zvolit optimalni
kolizni energii. Tu je mozno nastavit v rozmezi 0 — 100 % v zavislosti na predikované m/z
studovaného analytu. Nastaveni parametru kolizni energie je jednim ze zésadnich parametra

tandemové hmotnostni spektrometrie (MS"), ktery je nutno optimalizovat. (%]

1.1.2.5. Analyzator doby letu (TOF — time of flight)

Z konstrukéniho hlediska se jedna o nejjednodussi hmotnostni analyzator, v principu je tvofen
jen evakuovanou trubici. K ¢asovému rozdé€leni iontd s riznym pomérem m/z dochazi na
zaklad¢ jejich odlisné doby letu ziontového zdroje do detektoru. lonty s odliSnym m/z
vystupujici z iontového zdroje maji pti stejné kinetické energii rozdilnou rychlost. Hmotné&jsi
ion se pohybuje niz$i rychlosti a dorazi do detektoru pozdé&ji. Tento analyzator vSak vyZzaduje

pouziti iontového zdroje pracujici ho v pulznim rezimu s pouzitim laseru. [!

1.1.2.6. Orbitrap (elektrostaticka orbitalni past)

Je nejnovéjSim typem hmotnostniho analyzatoru, poprvé byl popsan ruskym fyzikem
Alexandrem Makarovem v roce 1999 ' Komercializovan byl ale az v roce 2005. Jeliko
princip funkce orbitrapu vychazi z orbitalniho zachytu iontt, ktery byl popsan roku 1923
K.H.Kingdonem, [¥je n&kdy orbitrap nazyvan Kingdonova past. Orbitrap je typ iontové pasti,

kde neni potieba aplikovat vysokofrekvenéni napéti ani magnetické pole. Sklada se z vnéjsi
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a stfedové vietenové elektrody, na tyto elektrody je vlozeno napéti. Ionty se pohybuji okolo
a podél stiedové elektrody, piicemz elektrostatickd pfitazliva sila musi byt v rovnovaze
s odstiedivou silou rotujiciho iontu. Pro spravné rozlozeni potencialové distribuce
elektrostatického pole je velice dualezitd geometrie elektrod. Tvarem elektrody se daji
kontrolovat frekvence oscilace iontu. Frekvence v ose z (podél stfedové elektrody) je nepiimo
umérna odmocniné z hodnoty m/z. Na vnéjsich elektrodach se méfi ionty indukovany proud

a hmotnostni spektrum se zisk4 po Fourierové transformaci signalu.[®!

1.1.3. Detektory

lonty z analyzétoru (s vyjimkou analyzatort FTICR a Orbitrap) dopadaji na detektor, kde se
umérné jejich poctu generuje elektricky proud, ktery je méfen. Volba detektoru zavisi
pfedev§im na instrumentaci analyzy a vybéru analytické aplikace. Existuje nékolik typil
detektorii, ale jelikoz vétSina detektori nedokaze efektivné detekovat vysokomolekularni
ionty, je snaha je neustale vylepSovat a vynalézat nové — napt. nabojovy detektor, kryogenni

detektor. ]

Za historicky prvni detektor pouzivany v hmotnostni spektrometrii je povazovana fotograficka
deska, ktera byla umisténa za analyzatorem. Principem této detekce je, Ze ionty, které maji
shodny pomér m/z narazi do fotografické desky ve stejném misté. Po provedeni kalibrace je
mozné urcit hodnotu m/z analytu a na zéklad¢ intenzity ,,tmavosti“ vzniklych bodl také

mnozstvi téchto iontd. [

FC detektor (Faraday cup) byl pouzivan jiz u prvnich sestrojenych MS pftistrojii a je pouzivan
dodnes. [*?1 Je vyrobeny z kovového valce, ve kterém je maly otvor. Toto zafizeni je propojeno
K zemi prostfednictvim rezistoru. lonty prochazi otvorem valce, narazi do jeho zdi a ,,vybijeji
se, coz vede k tomu, Ze vznika elektricky proud, ktery je néasledné zesilen a detekovan.
Zaroven také mohou vznikat sekundarni elektrony, coz je vSak nutné potlacit (napft. tim, Ze je
FC detektor obalen materialem z uhliku ¢i vhodnym tvarem detektoru nebo pouzitim slabého
magnetického pole), aby nedochazelo k chybnym detekcim. Jedna se o jednoduchy, robustni
detektor s vysokou ptesnosti. Jeho nevyhodami jsou nizka citlivost a pomala odezva. Dnes se
vyuzivad ptedevSim v IRMS (hmotnostni spektrometrii izotopického poméru) a AMS

(urychlena hmotnostni spektrometrie). [

Od roku 2006 se jako detektory v hmotnostni spektrometrii nejcastéji pouzivaji

elektronasobice. 12131 Pro lepsi detekci jsou ionty z analyzatoru urychleny pomoci elektrody,
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ktera byva oznaCovana jako konverzni dynoda. Tato dynoda ma potencial v rozmezi + 3 kV
az +30 kV. Pokud do dynody 0 negativnim potencialu narazi kation, vzniknou jako
sekundarni Céstice anionty a elektrony. Naopak v pfipad€, ze ma dynoda kladny potencial,
narazi do ni anionty a sekundarnimi emitovanymi casticemi jsou kationty. Sekundarni ¢astice
jsou na tzv. prvni dynod¢é preménény na elektrony, které jsou amplifikovany kaskadovym
efektem v elektronasobici, aby vznikl métitelny elektricky proud. PouZivaji dva typy dynod —
diskrétni dynoda (tento systém obsahuje 12 — 20 dynod s klesajicimi negativnimi potencialy
V fetézci rezistoru, pficemz prvni dynoda ma potencial — 1 az— 5 kV) nebo kontinualni dynoda
(mozZnosti uspofadani jako ,.channeltron; ,,microchannel plate“ nebo ,microsphere

plate®). ©

Elektrooptické detektory iontti (EOID) pfeménuji ionty vychazejici z analyzatort na elektrony
poté je elektricky signdl pfemé&nén na svételny, tj. fotony. NejbéZnéjsim EOID je tzv. ,,Daly*
detektor, ktery se skldda ze dvou konverznich dynod, scintilacni nebo fosforescen¢ni

obrazovky a fotonasobice. [°!

V pozitivhim modu jsou ionty urychlovany k dynodé nesouci zaporny potencidl, v negativnim
modu k dynod¢€ s kladnym potencidlem. Sekundarni elektrony jsou urychleny k obrazovce
emitujici fotony, jez jsou detekovany fotondsobi¢em umisténém za obrazovkou. Obrazovka
musi byt pokryta hlinikovym vodi¢em, aby nevznikl naboj, ktery by branil v narazu
sekundarnich elektront do obrazovky. Dalsimi typy EOID je CCD detektor, photodiode array
detektor nebo elektroopticky paprskovy detektor kombinujici tzv. microchannel plate

(plochou desti¢ku schopnou detekovat jednotlivé nabité astice) s Daly detektorem. [

Hmotnostni spektrometry jsou vzdy vybaveny systémem pro vyhodnoceni a zpracovani
dat. (9]

1.1.4. Interpretace hmotnostnich spekter

Existuji dva zakladni zpisoby pouziti hmotnostnich spekter pro identifikaci neznamych latek.
V piipad¢ prvniho zpisobu je struktura vychozi slouceniny, ze které reakci vznikaji nové
produkty znama. V tomto piipad¢ je zmefeno hmotnostni spektrum dané vychozi slouceniny
a poté je zméfeno hmotnostni spektrum produktu. Rozdilem molekulovych hmotnosti je
urceno, jaky produktovy iont reprezentujici uréitou strukturni ¢ast molekuly se mohl odtrhnout
nebo pripojit. Poté je teprve urcena struktura molekuly vlastniho produktu. V ptipadé druhého
zpusobu pouziti hmotnostnich spekter nejsou k dispozici informace ani o struktufe vychozi
slouceniny, ani o struktufe nového produktu. Tento piipad vyzaduje obvykle kombinaci

spektralnich technik nej¢astéji tandemové hmotnostni spektrometrie (MS / MS) a 2D NMR.
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V praxi mohou byt dedukovany nékteré informace pro zjednoduseni interpretace — napf. na
zaklad¢ historie vzorku, preparace, typickych metaboliti pro danou rostlinu nebo
zivoticha. 11 S vyhodou se vyuzivaji knihovny hmotnostnich spekter, které v piipadé EI
ionizace probihajici za standardnich podminek (urychlujici potencial 70 eV) tvofi nezbytnou
soucast vyhodnoceni, protoze za téchto podminek jsou ziskand hmotnostni spektra nezavisla
na pouzité instrumentaci. 1 Pokud tyto knihovny nejsou k dispozici, musi byt struktura
slouceniny vyhodnocena z hmotnostniho spektra na zéklad¢ obecnych pravidel v zavislosti na

pouzitém zplsobu ionizace.

1.1.5. Vyuziti hmotnostni spektrometrie pro analyzu xenobiotickych latek a produkti jejich

odbourdvani v Zivotnim prostredi

Xenobiotika (,,cizorodé latky) jsou latky organické i anorganické povahy, které bud’ nejsou
pfirozenou slozkou ekosystému, nebo potravniho fetézce, anebo se v jednotlivych slozkach
ekosystému respektive potravniho fetézce vyskytuji v koncentracich vyrazné vyssich nez je
pfirozené, coz se mize projevit §kodlivé az toxicky. [ Latky, které mohou potencialné
ptredstavovat riziko zvlasté pro vodni ekosystém a mély by byt tedy ve vzorkach vod
sledovany, jsou uvedené v Provadécim rozhodnuti komise EU 2018/ 840, kterym bylo
aktualizovano Provadéci rozhodnuti komise EU 2015 / 495. Seznam z roku 2015 obsahoval
nazvy 17 xenobiotik (3 hormony — estron, 17-pB- estradiol, 17- o — ethinylestradiol,
lé¢ivo diklofenak, 5 neonikotinoidovych pesticidt — acetamiprid, thiakloprid, klothianidin,
imidakloprid a thiamethoxam, karbamatovy pesticid methiokarb, 2 herbicidy — oxadiazon
a triallat, antioxidant BHT —  2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol a UV filtr
EHMC - 2-ethylhexyl-4-methoxycinnamat). Ze seznamu byly nové odstranény oxadiazon,
triallat, BHT a EHMC, ale nové na seznam pfibyla 2 antibiotika amoxicillin a ciprofloxacin
a také pesticid metaflumizon. Jako indika¢ni metody se dle téchto Provadécich rozhodnuti
pouzivaji metody extrakce (extrakce kapalina — kapalina, LLE a extrakce na pevné fazi, SPE)
a jako analytické metody GC/MS (plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii)
a HPLC / MS /MS (kapalinovd  chromatografie s tandemovou  hmotnostni

spektrometrif). (19201

Gusmaroli et al. ?!1ve své praci monitorovali viechny latky zapsané na seznamu Provadéciho
nafizeni komise EU 2015 / 495 ve vzorkach vod ze 14 raznych lokalit v delté feky Ebro
ve Spanélsku.
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Jako extrakéni metodu pouzili SPE a pro detekci metodu UHPLC - MS/MS
(ultravysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii
s trojitym kvadrupolem) s ionizaci elektrosprejem, s pouzitim kolony Phenomenex Kinetex
Biphenyl zarucujici vysokou separacni ucinnost. Touto metodou bylo zjiSténo, Ze nejvice
znecisténou oblasti byla oblast okolo Cistirny odpadnich vod Sant Carles de la Rapita, kde
celkova koncentrace téchto latek byla 2,39 pg/l. Nejvyssi koncentrace z téchto latek mél
diklofenak (1,65 pg/l), makrolidova antibiotika (arythromycin 636 ng/l) a pesticidy
(imidakloprid 591 ng/l), které byly vSudypfitomné, a jejich koncentrace zévisela na sezonnich

zemédélskych pracich.

Xenobiotika, zejména malo polarni slou¢eniny, se ukladaji do sedimentd. Jestlize jsou pak

sedimenty vyuzity k aplikaci na zeméd¢lskou ptidu, mize dojit ke kontaminaci ptd.

Pidy mohou byt kontaminovany i v disledku primyslové &innosti. Caporale et al. 2%
zkoumali koncentraci karcinogenniho Cr (VI) ve vzorkach pid ze dvou lokalit v Italii
potencialné¢ zneciSténych cinnosti kozed€élného primyslu. Cr(VI) byl extrahovan
komplexaénimi ¢inidly a pomoci zvySeni pH bylo zabranéno oxidaci pfitomného Cr (111) na
Cr (VI1). Koncentrace Cr (VI) v pidnich vzorcich pak byla stanovena metodou ICP /MS
(hmotnostni spektrometrie s ionizaci induk¢éné vdzanym plazmatem) s oktapolovou kolizni
celou a kvadrupdlovym analyzatorem. Zjisténé koncentrace Cr (V1) se pohybovaly

VvV rozmezi 0,15 - 11,18 pg/g, ale byla namétena také koncentrace 107,1 pg/g.

Sun et al. 1 zjigtovali, jak okurky (Cucumis sativus L.) rostouci na zemé&délskych padach
prijimaji, transportuji a odbouravaji prostfedky denni péce a jaké jsou jejich fyziologické
odezvy, napf. tvorba stresovych hormontl, zmény v metabolitech. Analyza byla provedena
pomoci UHPLC-MS/MS na kolon¢ C18. Bylo zjisténo, ze se xenobiotika ukladaji prevazné
do kotenti. Dospélé listy vSak vykazovaly ,spalené” konce a redukci fotosyntetickych

pigmentu pii koncentracich xenobiotik nad 5 pg/l.

Soria et al. 4 zkoumali vliv nanoé¢astic CuO na modelovou rostlinu Arabidopsis thaliana.
Bylo zjisténo, Ze v disledku expozice rostliny témto nanocasticim doslo ke zméné 65
metabolitl v metabolické cesté kyseliny jasminové a glukosinolatli, coz nasvédCuje stresoveé
reakci rostliny na vystaveni nanoc¢asticim CuO. K detekci metaboliti byly pouzity dva typy
metod, a to jednak kapalinova chromatografie s MS detektorem s analyzatorem doby letu TOF

a jednak kapalinova chromatografie s MS detektorem s orbitalni iontovou pasti Orbitrap.
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1.2. Fluorochinolonova antibiotika

Fluorochinolony byly syntetizovany jako antibiotika pro humanni i veterinarni lékafstvi, kde
se pouzivaji k 1écbé chorob plisobenych patogennimi enterobakteriemi. Vyuzivaji se hlavné
proti gramnegativnim bakteriim (Pseudomonas aeruginosa). ?°! Inhibuji enzymy ucastnici se
DNA replikace a prokaryotické transkripce (topoizomerazu II a IV), v disledku ¢ehoz se
bakterie nemtize rozmnozovat. 281 Kvili mutaci v DNA polymeraze jsou grampozitivni koky
(Staphylococus aureus) ¢astecné rezistentni, a proto se fluorochinolony proti témto bateriim
pouzivaji aZ jako antibiotika druhé volby. ?”1 Fluorochinolony maji ve své struktufe v pozici
C6 vlozen atom fluoru, ktery usnadiiuje pronikani do bakterialni buiiky 2! a v pozici C7

piperazinylovou skupinu ¢&i jiny dusikaty heterocyklus. 281

Struktury 3 zastupct fluorochinolonu jsou znazornény na Obr.1.

(a) (b)
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Obr.1: Struktura ciprofloxacinu (a), enrofloxacinu (b) a norfloxacinu (c).

Protoze se jedna o Sirokospektra antibiotika s nizkymi vedlej§imi ucinky, jsou velice
popularni. PV lidském organismu podléhaji metabolické preménd jen z&asti

(vice jak 50 % je z organismu vylou¢eno moé&i), ?% a tak se dostavaji do splaskovych vod.
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Vzhledem k tomu, Ze Cisticky odpadnich vod je nezachyti, dostavaji se dal do Zzivotniho
prostiedi, zeyména povrchovych vod. Jejich pfitomnost v zivotnim prostiedi vede nasledné
k tomu, Ze n¢které bakterie si mohou proti nim vyvinout rezistenci — napi. Campylobacter
jejuni, ktera byla objevena u driibeze, je viéi fluorochinoloniim rezistentni. % Namétené

koncentrace fluorochinolonti ve vybranych vzorcich odpadnich vod jsou uvedeny v Tab.l.

Tab.I: Koncentrace fluorochinolonii v nékolika vzorcich odpadnich vod.

Misto Antibiotikum | Koncentrace [ug/l]| Zdroj
Nemocnice Viet Duc v Hanoi ciprofloxacin 10,9 [31]
(Vietnam) norfloxacin 3,4
Univerzitni nemocnice v ciprofloxacin 21,2 [32]
Curychu (Svycarsko) norfloxacin 5,6
Odpadni Vovda ze zvifecich farem | ciprofloxacin 75 [33]
v Jiangsu (Cina) enrofloxacin 8,8

Jak je patrné z Tab.I, koncentrace fluorochinoloni v odpadnich vodach dosahuje jednotek az
desitek pg/l. Obsah antibiotik v odpadni vodé¢ ze zvifeci farmy je dusledkem toho,

ze antibiotika se ve velkochovech zvitat pouzivaji preventivné.

V praci Wei et al. B je uvedeno, Ze koncentrace antibiotik v odpadnich vodach se lisi
Vv zavislosti na tom, jaké zvife je chovano — nejvyssi zaznamenané koncentrace byly pii chovu
skotu a veptu (skot: 0,60 — 4,13 pg/l ciprofloxacinu a 0,05 — 8,77 pg/l enrofloxacinu;
vepii: 0,29 — 7,49 pg/l ciprofloxacinu a 0,05 — 8,25 pg/l enrofloxacinu, zatimco u dribeZe se
naméfené hodnoty pohybovaly v rozmezi 0,37 — 3,42 pg/l ciprofloxacinu a 0,05 — 5,64 ng/l
enrofloxacinu). Diivodem je preventivni pouzivani antibiotik v nejvétsi mife u chovi skotu

a vepiu.

Lillenberg et al. B4 méfili koncentrace fluorochinolonovych antibiotik v odpadnich kalech
a kompostech. V mésté Tartu v Estonsku naméfili koncentrace norfloxacinu v kompostu
22 ng/kg a ciprofloxacinu 20 ug/kg, v hlavnim mésté Estonska Tallinnu pak naméfili

162 pg/kg norfloxacinu a 426 pg/kg ciprofloxacinu v odpadnim  kalu.

Je znamo, Ze fluorochinolony nepodléhaji hydrolyze ani biodegradaci, podléhaji vsak
fotodegradaci — ciprofloxacin Ize uplné eliminovat po 46 minutach ozafeni UV lampou
s vykonem 150 W, pfi¢emz vznikaji fotodegrada¢ni produkty. ¥
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V praci Hubicky et al. B8 byly identifikovany fotodegrada¢ni produkty antibiotik
ciprofloxacinu (6 produktt: m/z= 330,1; 378,1; 348,1; 362,1; 291,1 a 263,1) a norfloxacinu
(5 produkti: m/z = 294,1; 279,1; 251,1; 363,1 a 348,1) pomoci UHPLC — MS/MS
s ionizaci elektrosprejem a s kvadrupdlovym analyzatorem. Tyto produkty vznikaly
v disledku dehydrogenace na piperazinovém jadie, roztrzeni piperazinového Kkruhu,
hydroxylace na piperazinovém kruhu, oxidace nebo Uplného odstépeni piperazinového jadra.
Vzorky byly nejprve ozafovany v reaktoru s pouzitim UV-A zafeni s maximalni emisi
pti  vlnové délce 365nm za teploty 20°C a relativni hmotnosti 60 %,
davka UV-A 5,09 x 102 J/(cm?min). Odbouravani probihalo podle kinetiky 1.Fadu.

Wammer et al. Bl ozafoval xenonovou lampou s vykonem 765 W / m? roztoky enrofloxacinu,
norfloxacinu a ofloxacinu o koncentraci téchto antibiotik 100 wmol/l jednak v ptirodni vodé
z jezera Josephine leziciho v blizkosti St.Paul, hlavniho mésta amerického statu Minnesota,
s obsahem rozpusténého uhliku 6 mg/l a filtrované pies filtr 0,2 um a jednak v deionizované
vodé. Hodnoty pH vzorkd pied ozatenim byly pomoci NaOH nebo HCIl upraveny tak,
aby u vsech studovanych antibiotik byla na pocatku bud’ dvojnasobné protonovana forma
(na karboxylu i na dusiku), nebo forma protonovana jen na dusilku nebo deprotonovana forma.
Bylo zjisténo, Ze rychlost fotodegradace byla nejvyssi v neutralnim nebo lehce alkalickém pH,
teda v prostedi, kde v roztoku ptfevazovala deprotonovana forma. VSechny fotodegradacni
reakce probihaly podle kinetiky 1.fadu, v deionizované vodé byla reakce dvakrat rychlejsi nez
Vv ptirodni vod¢, pravdépodobné kviili rozptylu svétla rozpusténym organickym uhlikem.
V téze praci Wammera et al. ¥ byly produkty fotodegradace norfloxacinu, ofloxacinu
a enrofloxacinu testovany na antibakterialni aktivitu (E.coli), pficemz bylo zjisténo, ze tuto
aktivitu vykazovaly pouze fotodegradacni produkty enrofloxacinu. Pro urceni struktury
fotodegradacnich produkti enrofloxacinu byl pouzit hmotnostni spektrometr s ionizaci
elektrosprejem, s TOF analyzatorem za vyuziti polyethylenglykolu jako vnitiniho standardu.
Takto byly identifikovany 4 degrada¢ni produkty: produkt A vznikl substituci atomu fluoru
za OH skupinu; produkt B vznikl odtrZenim atomu fluoru a rozstépenim piperazinylového
kruhu. Produkt C byl identifikovan jako ciprofloxacin. Produkt D vznikl nahrazenim atomu

fluoru hydroxylovou skupinou a hydroxylaci ethylové skupiny na piperazinylovém kruhu.

Babi¢ et al. %8 ozatovali xenonovou lampou (300 - 800 nm; 500 W/m?, teplota: 25 °C) vodné
roztoky norfloxacinu, enrofloxacinu a ciprofloxacinu o koncentracich 100 pg/l a 10 mg/l
pii pH 4 a pH 8 vroztoku obsahujicim pfidavek huminovych kyselin 0,5 mgll,
respektive 1 mg/l. Analyzu provadéli pomoci HPLC — MS/MS s trojitym kvadrupolem

a elektrosprejem na kolon¢ C18. Zjistili, ze fotodegradace byla velmi rychla v nizkych
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koncentracich (100 pg/l), a proto nebyla pozorovana zmeéna v rychlosti odbouravani
v disledku zmény pH pii téchto nizkych koncentracich. Pii vysSich koncentracich (10 mg/l)
hodnoty rychlostni konstanty rostla s hodnotou pH (napft. pro roztok enrofloxacinu pH 4 byla
hodnota rychlostni konstanty k = 0,0193 min; pii pH = 8 je k = 0,0381 min?. Bylo také
zjisténo, ze s rostouci koncentraci antibiotika zaroven klesd hodnota rychlostni konstanty
(napt. pro norfloxacin o koncentraci 0,1 mg/l, byla hodnota k = 0,6329 min™ a pro 10 mg/l,
byla hodnota k = 0,0084 min™). Struktury fotodegradaénich produktii a schémata degradaci
ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu pii hodnotach pH =4 a pH = 8 byly uréeny
pomoci HPLC / MS. Enrofloxacin vykazoval v kyselém pH tfi cesty degradace: vznik
ciprofloxacinu; odstépeni piperazinového kruhu s navdzanym ethylem jako samostatného
produktu; nahrazeni atomu fluoru OH skupinou a rozstépenim cyklopropanového kruhu
s naslednym odtrzenim ethylu a navazdnim aldehydové skupiny na atom dusiku a posléze
roz$tépenim piperazinylového jadra. Pti hodnoté pH = 8 byly u enrofloxacinu identifikovany
jen 2 cesty odbouravéni: prvni vedla pfes rozstépeni piperazinylového jadra, a navazani
2 aldehydovych skupin, nasledné nahrazeni atomu fluoru OH skupinou, rozstépeni
cyklopropanového kruhu, nasledna demethylace z roztrzeného cyklopropylu, zatimco druha
cesta vedla k odstépeni piperazinylového jadra stejné jako pii pH = 4. Ciprofloxacin
pti pH = 4 vykazoval jednu cestu degradace, pii niz doslo k navazani aldehydové skupiny na
atom dusiku na piperazinylovém jadfe a zaroven rozstépeni cyklopropanového kruhu,
v dalsim kroku se pak rozstépil piperazinylovy kruh. Pii pH = 8 u ciprofloxacinu vznikly
v prvnim kroku dva produkty (prvni z nich totozny s produktem degradace ciprofloxacinu pii
pH = 4), druhy produkt vznikl odstépenim piperazinylového kruhu. Nasledné doslo
Kk nahrazeni atomu fluoru OH skupinou a oxidaci této OH skupiny na skupinu COOH.
Norfloxacin se odbouraval pii pH = 4 1 pH = 8 na shodné produkty, ale pti pH = 8 dochazelo
k rychlej$imu prabéhu odbouravani (byly identifikovany az vice stabilni produkty). V prvnim
kroku dochéazelo k rozstépeni piperazinylového kruhu a navazani dvou aldehydovych skupin
na atomy dusiku (tfi rdzné produkty). Druhym krokem bylo nahrazeni atomu fluoru OH
skupinou. Ve tietim kroku doslo k oxidaci OH skupiny na aldehydovou CHO skupinu
a karboxylovou COOH skupinu.

V praci Vasconcelos et al. ¥ byl vodny roztok ciprofloxacinu o koncentraci 100 pg/l
s hodnotou pH =9 (odtoky z nemocnic maji alkalické pH, zde nastaveno pomoci 0,1 M KOH)
ozatfovany V reaktoru stfedotlakou rtutovou vybojkou (150 W). Analyza fotoproduktti tohoto
roztoku byla provedena pomoci HPLC-MS/MS na koloné¢ s reverzni fazi C18. Touto metodou

bylo identifikovano 5 degradacnich produktt ciprofloxacinu: produkt 1 vznikl roz§tépenim
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piperazinylového kruhu, produkt 2 wvznikl rozStépenim piperazinylového kruhu
a naslednou oxidaci (CHO skupina na dusiku), produkt 3 pak rozstépenim piperazinylového
kruhu a odstépenim atomu fluoru, produkt 4 nahrazenim atomu fluoru skupinou OH a produkt
5 odstépenim COOH skupiny. Bylo také zjisténo, Ze nejrychleji se ciprofloxacin odbouraval
V neutrdlnim pH, o néco pomaleji se odbouraval v alkalickém pH a nejpomaleji v kyselém

prostiedi.

Li et al. [ ozatoval xenonovou vybojkou vzorek vody obsahujici enrofloxacin, huminové
kyseliny a NaNOs Vv koncentraci typické pro povrchové a podzemni vody. Pomoci HPLC
s UV-VIS detektorem a kolonou sreverzni fazi C18 bylo zjisténo, ze enrofloxacin Se
odbourava dle kinetiky 1.fadu. Pro identifikaci fotoprodukti enrofloxacinu byl pouzit
HPLC-MS/MS s trojitym kvadrupolem, elektrosprejem jako iontovym zdrojem. Touto
metodou bylo identifikovdno pét degradacnich produktli, pfi¢emz hlavnimi cestami byla
dekarboxylace, defluorinace, fragmentace piperazinylového kruhu a piperazinyl N*— dealky-
lace (tvorba ciprofloxacinu). Toxicita produktt vici luminiscencni bakterii Vibrio fischeri
nejprve rostla (u fotoproduktti vznikajicich v prvni fazi ozafovani), a pak s dobou ozafovani

klesala.

Ahmad et al. Y pomoci HPLC-MS/MS s elektrosprejem a analyzatorem doby letu TOF
identifikoval pét degrada¢nich produkti norfloxacinu (po¢ateéni koncentrace 5 x 10° mol/l,
tj.16,5 mg/l) objevil dvé hlavni cesty fotodegradace — prvni oxidace na piperazinylovém

kruhu, druha cesta roz§tépeni piperazinylového kruhu s naslednou deaminaci a deethylaci.

Metoda hmotnostni spektrometrie byla pouzita pro identifikaci struktur fotoproduktt

fluorochinolonii v fadé dalsich praci. [42:434445:46]

2. CiLE PRACE:

Cilem této prace bylo identifikovat hlavni produkty fotokatalyzované degradace
ciprofloxacinu provadéné za podminek relevantnich piirodnim vodam, za tychz podminek
prostudovat kinetiku fotochemického odbouravani enrofloxacinu a norfloxacinu a pokusit se

o identifikaci hlavnich produktl i u téchto substrati.
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3. MATERIALY A METODY:

Ciprofloxacin (M = 331,3 g/mol), enrofloxacin (M = 359,39 g/mol) a norfloxacin
(M = 319,33 g/mol) byly zakoupeny od firmy Sigma — Aldrich, vSechny v Cistoté > 98 %.
Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim cca 5 mg antibiotika ve 4 ml 0,1M HCI a 96 ml

deionizované vody. Pro Gpravu pH byl pouzit hydroxid sodny o koncentraci 10 %.

UV — VIS spektra byla méfena piistrojem UV — VIS spectrophotometer SHIMADZU typu
UV - 1601 s pouzitim softwaru UV Probe.

Ke sledovani kinetiky odbouravani ciprofloxacinu v zasaditém prostfedi, 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 faze byla pouzita smés 0,1 % HCOOH ve vod¢ a acetonitrilu (1:1 ve vod&) v poméru
92:8. Eluce byla provadéna isokraticky. Pritok mobilni fdze byl 1 ml/min, nastfikovany objem
vzorku byl 20 pl. Pro zpracovani chromatografickych dat byl pouzit program Chromeleon 7.
Pro detekci byl pouzit jednak spektrofotometricky detektor s diodovym polem PDA 3000RS
a jednak fluorescen¢ni FLD 3000RS. Hodnoty excita¢ni a emisni vinové délky byly 289 nm
a 446 nm pro ciprofloxacin, 276 nm a 443 nm pro enrofloxacin a 277 nm a 444 nm pro
norfloxacin. Vinova délka spektrofotometrické detekce byla pro vSechna antibiotika
shodna - 280 nm.

Ozatovani vzorki bylo provadéno v reaktoru Ravonet RPR 100 osazeném 16 lampami RPR
3000A, které emituji zafeni v rozmezi 250 — 350 nm. Vzorek o objemu 3 ml byl ozafovéan ve

sklenénych kyvetach s vickem, aby bylo odstranéno zafeni o vlnovych délkéch kratSich nez
300 nm.

Schéma aparatury pouzivané pro ozarovani zobrazuje Obr.2.

Obr.2: Schéma aparatury na ozafovani: Z — zrcadlo, L — lampa, V - vzorek k ozafeni.
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Zativy tok byl méfen méti¢em Lutron A, celkovy vykon elektromagnetického zatfeni v oblasti
vlnovych délek 320 — 390 nm (oblast detekovand méfiC¢em) emitovany za jednotku casu byl

vypoéten pro ozafovanou plochu vzorku, jeho hodnota &ini 4,5 W.147]

Identifikace degrada¢nich produkti ciprofloxacinu, enrofloxacinu i norfloxacinu byla
provadéna pomoci vysokoucinného kapalinového chromatografu Thermo Ultimate 3000
s hmotnostnim spektrometrem Velos Pro (s linearni iontovou pasti) s kolonou Thermo
Scientific ™ Acclaim ™ RSLC 120 C18 (100 x 3 mm, 2,2mm) vyhtatou na 30 °C. Jako
mobilni faze byla pouzita smés 0,1 % HCOOH ve vodé a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu — pro
ciprofloxacin a norfloxacin v poméru 85: 15, pro enrofloxacin v poméru 92 : 8. Eluce byla
provadéna isokraticky. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min v pfipadé enrofloxacinu
a norfloxacinu, 0,5 ml/min v ptipadé ciprofloxacinu, nastfikovany objem vzorku byl 5 pl.
Hmotnostni detektor mél typ iontového zdroje HESI (vyhfivany elektrosprej), teplota
iontového zdroje pfi vSech analyzich byla 350 °C; hodnoty tlaku byly pro zmlZovaci
plyn 60 arb, pro pomocny plyn 20 arb.Vzorky byly prométovany v pozitivnim i v negativnim

modu. Hmotnostni spektra byla zpracovana pomoci programu Xcalibur.

4. VYSLEDKY

Absorpéni  spektra  antibiotik ze skupiny fluorochinolon —  ciprofloxacinu
enrofloxacinu a norfloxacinu jsou znazornéna na Obr.3. Jak je patrné z Obr.3 tato tfi
antibiotika vyznamné absorbuji v UV oblasti, a to i v oblasti nad 300 nm. Mohou tedy

absorbovat kratkovlnnou ¢ast slune¢niho zafeni dopadajiciho na zemsky povrch.

U roztoku enrofloxacinu 1 norfloxacinu byla testovana stabilita rozpusténého antibiotika

Vv zavislosti na pH pfi 25 °C, ve tmé&, po dobu 96 hodin.

Pro test stability vodného roztoku enrofloxacinu byly zvoleny &tyfi hodnoty pH (pH = 2,0;
pH=4,0; pH=7,0 a pH =8,13), pro roztok norfloxacinu byl test stability proveden pfi
pH=4,0; pH=7,1 a pH=28,8. Ani Vvjednom pfipad¢ nedoslo k poklesu koncentrace
enrofloxacinu. Hodnota pH neméla na stabilitu vodného roztoku enrofloxacinu vliv a vodny

roztok tohoto antibiotika byl stabilni po celou dobu testovani (96 h).

Test stability ciprofloxacinu je popsan v praci Poncarové 8l kde bylo zjisténo, Ze na stabilitu

ciprofloxacinu nema vliv hodnota pH, teplota ani pfidavek Zelezitych ionti.
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Obr.3: Absorpéni spektra vodnych roztokt fluorochinolonti pii riznych hodnotach pH —

a) ciprofloxacin, b) enrofloxacin, c) norfloxacin.

Fotochemické odbouravani ciprofloxacinu v kyselém (pH = 4,0) a v neutralnim prostiedi je
popsano taktéz v praci Poncarové [“8l. Bylo zjisténo, ze hodnota pH méla vliv na rychlost
odbourdvani antibiotika, pti¢emz v kyselém prostiedi (pH = 4,0) se ciprofloxacin odbouraval
pomaleji neZ v neutrdlnim prostfedi. Fotochemickou degradaci ciprofloxacinu v zasaditém
prosttedi lze popsat kinetikou 1.fadu, stanovend rychlostni konstanta —ma

hodnotu 0,558 min .
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Pribéh fotochemické degradace ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi ukazuje Obr.4.
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Obr.4: Fotochemicka degradace ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi.

Pribéh degradacni produktl ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi je znazornén v Ptiloze 1.
Pritbéhy produktti ciprofloxacinu v neutrdlnim a v kyselém pH jsou uvedeny v Piilohach

V praci Poncarové. [48]

Fotochemické degradace enrofloxacinu byla provadéna pti ctyfech hodnotach pH — v kyselém
prostiedi pti pH = 2,0 a pH = 4,0; v neutralnim prostiedi pti pH = 7,0 a v zésaditém prostiedi
pti pH = 8,13.

Vysledky fotochemické degradace enrofloxacinu v zavislosti na pH ukazuje Obr.5. Jak je

z tohoto obrazku patrné, hodnota pH ma vliv na rychlost odbourani enrofloxacinu.

V kyselém prosttedi pfi pH = 4 dochazi k odbouravani, které lze popsat kinetikou 1. fadu
s rychlostni konstantou 0,055 min 1. P#i pH = 2 nelze ke kinetickému popisu odbourdvani

enrofloxacinu pouzit model kinetiky 1. fadu, Gbytek enrofloxacinu je prakticky linearni.
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a) fotochemické degradace vodného roztoku enrofloxacinu v kyselém prostiedi
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b) fotochemicka degradace vodného roztoku enrofloxacinu v neutralnim a zasaditém

prostiedi
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Obr.5: Fotochemicka degradace vodného roztoku enrofloxacinu a) v kyselém prostiedi;

b) v neutralnim a v zasaditém prostiedi.

Jak je vidét z Obr.5, je patrné rychlejsi odbouravani pii vyssim pH (K v neutralnim prostiedi

méa hodnotu 0,521 min %, v zasaditém 0,763 min 1).

Pribéh vzniklych degradacnich produktii enrofloxacinu pti riznych hodnotach pH zobrazuje

Piiloha 2.

Fotochemické odbouravani norfloxacinu bylo také ovlivnéno hodnotou pH. V neutradlnim

a zasaditém prostiedi se norfloxacin odbouraval rychleji nez v kyselém prostfedi — S pouzitim
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kinetiky 1.fadu byly stanoveny rychlostni konstanty odbouravani norfloxacinu v kyselém

prostfedi k = 0,015 min %, v neutralnim k = 0,341 min * a v zasaditém k = 0,254 min™.

Prub&hy vzniklych degradacnich produktd norfloxacinu pfi rtiznych hodnotach pH jsou

uvedeny v Priloze 3.

Pii fotochemickém odbouravani tii uvedenych zastupct fluorochinolonovych antibiotik
vznikd velké mnozstvi meziprodukti a produkti. Doby ozatovani jednotlivych roztoki pro
naslednou identifikaci struktur produkti pomoci HPLC / MS / MS, byly voleny tak, aby bylo
Vv reakéni smési pritomno co nejvice vzniklych produkti. Tyto doby ozafovani jsou uvedeny
v Tab.Il. V ptipad¢ enrofloxacinu byla identifikace produktti provedena i v kyselém prostiedi,
doba ozafovani byla 25 minut. Vtomto roztoku byla relativni koncentrace

antibiotika 26,38 %.

Tab.II: Doby ozarovani roztoku ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu v neutralnim
a alkalickém pH pro identifikaci produktti ozafovani a zbytkové koncentrace substratu

V 0ozarené smeési.

nizev ATB pH ¢as ozarovani [min] | rel. koncentrace ATB [%]
ciprofloxacin 7 3 11
ciprofloxacin 8,55 2,5 25
enrofloxacin 6,8 5 7
enrofloxacin 8,13 3 3

norfloxacin 7,14 5 20

norfloxacin 8,95 4,5 31

HPLC chromatogramy ozafenych roztokdi vybranych fluorochinolonii jsou shrnuty
v Piiloze 4. Tyto chromatogramy znéazornuji slozeni reakéni smeési v takovém ozatovacim
Case, kde byly vSechny produkty dobfe patrné, a tedy v Case, ktery byl nasledné pouzit pro
HPLC / MS analyzu produktt.

Mechanismus degradace ciprofloxacinu v neutralnim pH zobrazuje Obr. 6.
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Obr.6: Schéma degradace ciprofloxacinu v neutralnim pH.

Struktury fotodegradacnich produktt ciprofloxacinu byly zaznamenéany do Tab.III.

Jak je vidét Tab.lll, vznika pii degradaci 24 produktt. Pokud jde o struktury, bylo
pozorovano odstépeni fluoru, piipadné jeho nahrazeni OH skupinou, dekarboxylace i otevieni

a ¢astené odbourani ¢i tplné odbourani cyklickych struktur.

Tab.l1l: Fotodegradac¢ni produkty ciprofloxacinu v neutralnim prostiedi.

m/z
332,0

Nazev

ciprofloxacin

T
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Produkt 18 o O 316,1
WOH
07 N=H N
H2N\) H
Produkt 19 Struktura neidentifikovana 298,1
Produkt 20 Struktura neidentifikovdna 312,1
Produkt 21 Struktura neidentifikovana 227,1
Kyselina Identifikace pomoci IC -
mravenci
Kyselina octova Identifikace pomoci IC -
Fluoridovy anion Identifikace pomoci IC -

Schéma a struktury degradacnich produktli enrofloxacinu v neutralnim prostiedi zobrazuje

Obr.7.
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Obr.7: Schéma odbouravani vodného roztoku enrofloxacinu v neutralnim pH.



Hodnoty m/z vzniklych produkti enrofloxacinu v neutralnim prostfedi zobrazuje Tab.IV.
Vétsina produkta byla detekovana v + ESI médu, jeden pouze v — ESI modu. U enrofloxacinu

a produktt 1, 2, 7 a 8 byla detekce mozna v obou modech.

Tab.lV: Naméfené hodnoty m/z degradacnich produktl enrofloxacinu (pH =7).

m/z
v+ ESI | v-ESI
enrofloxacin | 360,2 | 3584
produkt 1 316,2 | 314,1
produkt 2 342,1
produkt 3 394,0
produkt 4 179,6
produkt 5 245,1
produkt 6 298,1
produkt 7 374,2 372,2
produkt 8 358,2 | 356,2
produkt 9 340,0

nazev

Schéma degradace norfloxacinu v neutralnim prostiedi zobrazuje Obr.8.

|

produkt 8 produkt 9 produkt 10

produkt 20 produkt 19 W
\/ produkt 7
V produkt 11
produkt 18
produkt 21 produkt 17

produkt2 —> produkt3

i

norfloxacin produkt 4

produkt 25

produkt 22

\ produkt 12 produkt 1 produkt 5
produkt 23 produkt 24 l
produkt 13 produft 14 produkt 6

produkt 16

produkt 15

Obr.8: Schéma degradace norfloxacinu V neutralnim prostedi (pH = 7,14).
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I v tomto piipad¢ byly hlavnimi cestami degradace odsStépeni fluoru a dekarboxylace.

Struktury fotodegradac¢nich produkti norfloxacinu v neutrdlnim prostfedi byly zaznamenany

do Tab.V.

Tab.V: Struktury produktt norfloxacinu v neutralnim prostiedi.

Nazev Vzorec m/z

norfloxacin o O 320,2 v +ESI

Produkt 1 o O 302,2 v + ESI
OH
jong
s
HN\) )
Produkt 2 0O 276,2; 7,54 min
F
1)
A
HN\) )
Produkt 3 0O 258,2 v + ESI
jo8
A
HN\) )
Produkt 4 O 256,2 v + ESI
jog
N
HN\/ )
Produkt 5 0O 228,1v + ESI
jog
N
H
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Produkt 6 O 226,1v + ESI
jo8
Sl
HN._ :
Produkt 7 0 233,2 v + ESI
F
1)
~NH )N
Produkt 8 O 205,1v + ESI
F
1)
H,N )N
Produkt 9 0 215,1 v + ESI
X))
~NH )N
Produkt 10 Struktura neidentifikovana 218,1v + ESI
Produkt 11 O 219,1v + ESI
F
1)
“NH )N
Produkt 12 o O 318,2 v + ESI
Hom)( on
N
HN\) )
Produkt 13 O 274,2 v + ESI; 3,01
HO
|
A
HN\) )
Produkt 14 o O 300,2 v + ESI

O

5
\—z§ %
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Produkt 15 0 IO 282,2 v + ESI
Q\*ﬁ
N
HN\/ )
Produkt 16 o O 244,1 v —ES|
|
H,N )N
Produkt 17 O OH 334,2 v—ES|
F I~
o)
|
(\N )N OH
HN\)
Produkt 18 O O 364,2 v —ESI
F
OH
eess
YTy
HN ) H,O
o)
Produkt 19 O O 290,3 v —ESI
HOwOH
|
7 ONA N
NH, )
Produkt 20 O O 320,2 v—ESI;
F
OH
o8
7 ONA N
HN )
1
Produkt 21 O O 294,1v—-ESI; 3,40
|
7 ONA N
NH, )
Produkt 22 O O 276,1v + ESI
274,1v —ESl;
| OH 3,40 min




Produkt 23 0O O 230,2 v -ESI
OH
joss
N

Produkt 24 O O

259,1v + ESI
oxy
~>NH )N
Produkt 25 O OH 251,1v +ESI
F \O
|
H,N N

Mechanismus degradace ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi (pH = 8,55) znazoriuje Obr.9.

V | - N T "

Obr.9: Schéma fotodegradace ciprofloxacinu (pH = 8,55).
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V zasaditém prostiedi (pH = 8,55) vznikalo z ciprofloxacinu 61 degrada¢nich produktu. Jejich

struktury byly zaznamenany do Tab.VI.

Tab.VI: Fotodegradaéni produkty ciprofloxacinu (pH = 8,55).

Nazev Vzorec m/z
ciprofloxacin o O 332,2 v + ESI
| | OH 330,2 v - ESI

Produkt 1 6 O 393,2 v - ESI

Produkt 2 0 O 314,2 v + ESI

+

Y

Produkt 3 Struktura neidentifikovana 367,1v - ESI
Produkt 4 305,1 v —ESI
o 307,1v + ESI

F OH

Produkt 5 O O 319,0v—ESI

F
MOH 321.0v + ESI
HN N

nebo
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HN N
HZN\H A

OH
Produkt 6 Struktura neidentifikovana 296,2 v - ESI
Produkt 7 - /O 287,3 v - ESI
| —0
SN
HN b
Produkt 8 Struktura neidentifikovana 273,3v - ESI
Produkt 9 o O 347,1 v —ESI
F
0 OH 349,1 v + ESI
X
HO” N N
HZN\) A
Produkt 10 | o 357,1v - ESI
F OH
5 [ ]
Y\N N
HN
v A
o}
Produkt 11 Struktura neidentifikovana 339,1v - ESI
Produkt 12 O IO 362,9v + ESI
F ) OH
HO\l/\N g
HN\H
OH
Produkt 13 <|3 o 345,2b + ESI
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Produkt 14 <|3 o 325,0 v - ESI
| OH 327,2 v - ESI
HO\l/\N N
A
nebo
|O (@]
/\N N
HNw) A
OH
Produkt 15 | | 362,9 v + ESI
HO\l/\N N
Lo, A
Produkt 16 O 277,1v + ESI
F OH
|
HN N
HZN\) A
Produkt 17 Struktura neidentifikovana 226,9
Produkt 18 ©) 349,2 v - ESI
F
. [ ]
Y\N N~ > OH
HN\H\OH A
OH
Produkt 19 6 O 3749 v — ESI
OH
SR
Y\N N~ > OH
Ao A
OH
Produkt 20 Struktura neidentifikovana 250,2 v - ESI
Produkt 21 6 O 328,2 v —ESI
MOH 330,2 v + ESI
NS N
HN\H A

H
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Produkt 22 |O ) 312,1 v + ESI
+
ONIGYTON
HN. A
Produkt 23 O 284,3 v — ESI
@ 286,3 v + ESI
ONYTON
HN\H A
OH
Produkt 24 Struktura neidentifikovana 213,1v + ESI
Produkt 25 o] IO 294,1 v + ESI
oy
7NN
HN. A A
Produkt 26 Struktura neidentifikovana 196,1 v + ESI
Produkt 27 OI 9 243,1v + ESI
oLy
N NH
>
Produkt 28 Struktura neidentifikovan 388,2 v - ESI
Produkty 29 a 30 Struktury neidentifikovany, 380,2 v—ESI,
sterecizomery 6,52 min;
3,62 min
Produkt 31 Struktura neidentifikovana 378,2 v - ESI
Produkt 32 o O 342,1v-ESI
HO
3442 v + ESI
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HO |

(\N N
HNL A A
0

Produkt 33 Struktura neidentifikovana 326,1v + ESI
Produkt 34 Struktura neidentifikovana 326,1v + ESI
Produkt 35 @) 316,1 v — ESI
Fm)\w 318,1v +ESI
(\N N
HN. ] A
Produkt 36 @) 286,2 v — ESI
Fm 288,2 v + ESI,
BN 4,43 min
HN A
Produkt 37 Struktura neidentifikovana 253,1v + ESI
Produkt 38 Struktura neidentifikovana 240,1v + ESI
Produkt 39 0] 268,2 v + ESI
2X)
.
N<H N
w A
Produkt 40 O 205,1 v + ESI
F
|
A
Produkt 41 0 274,1 v + ESI




Produkt 42 O] 231,1v + ESI
X))
(\NH N
NH, /
Produkt 43 |O @ 3442 v - ESI
HO 7Y oM | 3462v+ES
(\NiH N~ OH
HN. ] A
Produkt 44 (|3 O 328,17 v + ESI,
] OH 1,33 min
.
(\N—H N
HN% A
o)
Produkt 45 ? O 328,17 v + ESI,
HO T on [362 min
.
(\N—H N
HN. A
Produkt 46 O 300,19 v — ESI
HO & OH 302,19 v + ESI
.
(\N—H N
HN. A
Produkt 47 O 319,13 v + ESI
F OH

nebo

37




Produkt 48 O 287,06 v + ESI
HO |
(\N N
N H
Produkt 49 ) 285,07 v + ESI
HO
. ||
(\N—H N
HN\/
Produkt 50 ) 230,10 v - ESI
HO OH
||
H,N i
Produkt 51 @ 259,13 v - ESI
HO OH
. |
(\N—H N
HN. ] H
Produkt 52 (|3 OI 376,19 v - ESI
F 7Y o
7 ONTH N~ .CH,CN
HN A
Produkt 53 0O O 332,22 v — ESI
FwOH 334,22 v + ESI
N N
el A
nebo
o)
- T
|/\NH N
o A
Produkt 54 O O 286,12 v — ESI
| | OH 288,12 v + ESI,
2,37 min
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Produkt 55 o 244,16 v + ESI

NH, A
Produkt 56 ¢ 202,15v - ESO
o0
(\NH N
NH, H
Produkt 57 ) 227,10 v + ESI

Produkt 58 O 199,05 v + ESI

Produkt 59 0] 185,08 v + ESI
@ﬁ
A
Produkt 60 O 186,02 v + EXI
o8
ZNA N
H
Produkt 61 O 159,05 v + ESI
20
H,N N
H

Mechanismus odbouravani enrofloxacinu v zasaditém prostiedi (pH = 8,13) zobrazuje Obr.10.



V zésaditém prostiedi (pH = 8,13) vznikalo mnohem vice degradacnich produkti

enrofloxacinu, jejich struktury byly zakresleny do Tab.VII.

produkt 20
produkt 25 produkt 24 produkt 23 produkt 19 ; produkt 18 produkt 16
1-——___________ ‘(-H---"a__ J T (!_,--"'
produkt 35\ produkt 22 produkt 17 produkt 21 produkt 15
produkt 36 < produk( 34 < — produkt 26 <——— produkt 3 produkt 14
-- produkt 37 enrofloxacin produkt 13
" produkt] __produkt 10 £~ produkt 12
produkt 28 produkt 31 produkt 2 = produkt 9 produkt 11
produkt 33

produkt 29 produkt 30 produkt 4 produkt 5 produkt 6 produkt 7 produkt &

Obr.10: Schéma fotodegradace enrofloxacinu (pH = 8,13).

Tab.VII: Fotodegrada¢ni produkty enrofloxacinu (pH = 8,13).

Nazev Vzorec m/z
enrofloxacin o O 360,0 v + ESI,
FH roH 358.2 v - ESI
r

Produkt 1 o O 342,2 v + ESI

40



Produkt 2 O 316,2 v + ESI,
F 3142 v - ESI
H |
r
(\N N
\/N\) A
Produkt 3 6 O 394,2v - ESI
HO
Ty ™
(\N N ho
. 2
Ho/\/ﬁ\) A
Produkt 4 O 298,1v + ESI
r
(\N N
\/N\) A
Produkt 5 O 274,1v - ESI
\/NH\/\NH@
Produkt 6 Struktura neidentifikovana 230,2 v - ESI
Produkt 7 Struktura neidentifikovana 227,0v + ESI
Produkt 8 Struktura neidentifikovana 271,1v + ESI
Produkt 9 0O O 2451 v + ESI
OH
SNH N\
Produkt 10 | 331,8 v —ESI,
F [ TOH | 3340V +ES|
SNAA~ N
Produkt 11 Struktura neidentifikovana 292,1v - ESI
Produkt 12 Struktura neidentifikovana 248,0 v - ESI
Produkt 13 Struktura neidentifikovana 288,1v - ESI
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Produkt 14 @) 289,1v + ESI
|
SN l
Produkt 15 Struktura neidentifikovana 219.1v + ESI
Produkt 16 O O 263,1v + ESI
F OH
SNH NK
Produkt 17 O O 372.2 v —ESI,
HO
WOH 374,2 v + ESI
(\N N
HO/\/F':I\) A
Produkt 18 O 325,9 v - ESI,
HO
m 328.0 v + ESI
Sae
Ho ™) A
Produkt 19 o O 356,2 v + ESI
oLy
(\N N
HO/\/FTI\) A
Produkt 20 6 O 257,1v + ESI
joet:
Sae
¢ A
Produkt 21 O 348,0 v—-ESI,
HO
m 350,0 v + ESI
(\N N
HO/\/FITI\) A i
Produkt 22 o O 377,2 v - ESI




Produkt 23 0O O 179,0 v - ESI
OH
W
A
Produkt 24 Struktura neidentifikovana 2150v - ESI
Produkt 25 o O 341,1v - ESI
OH
(\N N
\/N\) A
Produkt 26 HO 0O O 375,9 v - ESI,
FwOH 376,2 v + ESI
(\N N Lo
\/N\) A 2
Produkt 27 O O 332,2v + ESI
(ciprofloxacin) FWOH
(\NiH N
HN. ] A
Produkt 28 O OH 346,2 v + ESI
HO S
I+
(—N N~ ~OH
A
H
Produkt 29 O 300,1v - ESI
HO
H |
|+
(—N N~ ~OH
A
H
Produkt 30 O O 328,2 v + ESI




Produkt 31 288,2 v + ESI

H |
v
N
HN\) A
Produkt 32 O OH 314,1v + ESI
W °
N
Produkt 33 270,1v + ESI

@fﬁ

) A

Produkt 34 358,2 v + ESI
HO
M >
N
N\) A
Produkt 35 Struktura neidentifikovana 271,0v - ESI
Produkt 36 0O O 340,2 v + ESI

| OH
|
N-H N
T

Opct je ale vidét, ze pii degradaci dochéazi k odStépeni fluoru, dekarboxylaci, hydroxylaci,

odbouravani postrannich fetézcti a rozevirani az odbouravani cyklickych struktur.

Schéma degradace norfloxacinu v zésaditém prostfedi je zndzornén na Obr.11.
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Obr.11: Mechanismus degradace norfloxacinu v zasaditém prostiedi (pH



Produkty degradace norfloxacinu v zasaditém prostiedi (pH = 8,9) shrnuje Tab.VIII.

Tab.VIII: Fotodegrada¢ni produkty norfloxacinu (pH = 8,9).

Nazev Vzorec m/z

norfloxacin o O 320,2 v + ESI,

F
MOH 318,2 v - ESI
h

Produkt 1 0O O 302,2 v + ESI
OH
joss
N
HN\) >
Produkt 2 O 276,2 v + ESI
F
1)
N
HN\) >
Produkt 3 O 256,2 v + ESI
jon
N
HN\/ >
Produkt 4 O 2282 v + ESI
jo8
N
HN. H
Produkt 5 O 226,1 v + ESI
m
ol
HN. H
Produkt 6 O 219,1v + ESI




Produkt 7 . O 233,1v + ESI
m
J )
Produkt 8 . o) 205,1v + ESI
|
H,N )N
Produkt 9 Struktura neidentifikovana 218,1 v + ESI
Produkt 10 . o) 191,1 v + ESI
)
P
Produkt 11 O 215,1 v + ESI
20
)
Produkt 12 o O 364,2 v - ESI
HN\[H > H,O
o)
Produkt 13 o O 304,2 v + ESI,
F
MH 301,9v - ESI
N
HN )
Produkt 14 Struktura neidentifikovana 316,3 v + ESI
Produkt 15 o O 286,2 v + ESI
H
|
N
HN\) )
Produkt 16 o O 284,2 v + ESI
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Produkt 17 Struktura neidentifikovana 328,0 v—ESI
Produkt 18 o O 346,0 v — ESI,
F | OH
NN )
0y
H @]
Produkt 19 o O 290,1v - ESI
HO
MO“
(\NH N
NH, )
Produkt 20 o O 320,2 v - ESI
F
M o
N N
NH, \O )
Nebo
(@] O
F
WC’“
(\NH N
HN )
7
o)
Produkt 21 o O 274,1 v — ESI
oy e
7 ONA N
NH, )
Produkt 22 o O 230,2 v - ESI
oy
H,N )N
Produkt 23 Struktura neidentifikovana 336,3 v - ESI
Produkt 24 Struktura neidentifikovana 354,2 v - ESI
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Produkt 25 - o O 310,1v - ESI
Ly
(\NH N
NH, ) H,0
Produkt 26 Struktura neidentifikovana 286,0 v — ESI
Produkt 27 Struktura neidentifikovdna 263,9 v - ESI
Produkt 28 - o O 381,1v - ESI
OH
N N
Y )
o o HZ0
\
(@]
Produkt 29 E O 319,2 v - ESI
e YU
NS
o) (go
\
o)
Produkt 30 O 345,1v - ESI
N
o} (go
\
(@)
Produkt 31 - 6o O 292.1v - ESI
LY ™
7 ONH N
NH, )
Produkt 32 - ) 2481 v - ESI
)
7 ONA N
NH, )
Produkt 33 Struktura neidentifikovana 220,1v - ESI
Produkt 34 Struktura neidentifikovdna 313,0v - ESI
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Produkt 35 (|3 O 318,2 v + ESI,
HO
] OH 316,2 v - ESI
Sl
HN\) )
Produkt 36 o 274,2 v + ESI,
HO
| | 272,2 v - ESI
N
HN\) )
Produkt 37 o 243,1v - ESI
HO
||
N
HN. ] H
Produkt 38 o O 300,2 v + ESI
HO !
||
ol
HN\) )
Produkt 39 o) |O 282,2 v + ESI
|
(N N
HN\/ )
Produkt 40 Struktura neidentifikovana 201,1v + ESI
Produkt 41 Struktura neidentifikovana 352,1v - ESI
Produkt 42 Struktura neidentifikovana 362,2 v — ESI,
-steroizomer produktu 43 retencni Cas: 2,72
min
Produkt 43 Struktura neidentifikovana 362,2 v - ESI
retencni ¢as: 1,95
min
Produkty 44 a 46 o O 318,2 v + ESI
316,2 v - ESI;

o0y
N N

NH, >>o )

reten¢ni Casy: 2,72

a 1,95 min




(l) 0]
QXY™
" ONA N
O
Produkty 45 a 47 o ,O 300,1v + ESI,
/@) retencni Casy: 2,75
N N min a 1,97 min
i
m)
" ONH N
HN )
o)
Produkt 48 o O 334,2v + ESI,
F | on | 3322V-ES|
|
N
HN% )
O
Produkt 49 O 159,6 v + ESI
@fﬁ
N
|

Jako v piedchozich ptipadech, i tady byla pozorovana degradace odstépenim fluoru,

dekarboxylaci, hydroxylaci,

odbourdavanim postrannich

odbouravanim cyklickych struktur.

fetézcl a rozevirdnim az

Mechanismus fotodegradace enrofloxacinu v kyselém prostiedi (pH = 4,0) zobrazuje Obr.12.



enrofloxacin

\A produkt 14 produkt 15 produkt 16

produkt 1 produkt 2 produkt 3

rodukt 5
P ~—produkt 4 —— = produkt 8 B —— produkt 13 ——s=produkt 17
produkt 6 produkt 7
(ciprofloxacin)
/ \ produkt 18 produkt 19 produkt 20
produkt 9 produkt 10 produkt 12

produkt 11

Obr.12: Schéma fotodegradace enrofloxacinu (pH = 4,0).

Jak je patrné z Obr.12 jeden z produkti fotodegradace v kyselém prostiedi (pH = 4,0) byl

identifikovan jako ciprofloxacin.

Produkty degradace enrofloxacinu v kyselém prostiedi (pH = 4,0) byly zakresleny do Tab.IX.

Tab.IX: Fotodegrada¢ni produkty enrofloxacinu (pH = 4,0).

Nazev Vzorec m/z
enrofloxacin o O 360,2 v + ESI,
F
H | OH 358,2 v -ESI

Produkt 1 316,1 v + ESI
F
H |
(\N N
\/N\) A
Produkt 2 o O 342,1v + ESI




Produkt 3 o O 394,1v - ESI
N N
HO/\/MJ;) A "0
Produkt 4 oy © O 374,1v—ESI,
Fww 376,1v + ESI
N N
\/'f\) A
H
Produkt 5 Struktura neidentifikovana 276,0 v - ESI
Produkt 6 o O 330,1v - ESI,
(ciprofloxacin) FH | OH 332,1v +ESI
N N
HN A
Produkt 7 o O 358,1 v + ESI,
HOMOH 356,1v - ESI
S
H
Produkt 8 o O 333,0v - ESI
HN N
2 A
~_NH;
Produkt 9 0 288,1v + ESI
F
1)
N N
HN A
Produkt 10 6 O 314,1 v + ESI,
312,2v-ESI

z

+T

Z g
o
T




Produkt 11 0 O 340,1v + ESI
OH
t'w
(\N N
N
Produkt 12 C‘J 314,2 v + ESI
M >
Produkt 13 o) 332,1 v —ESI,
F
WOH 334,1v + ESI
SN g
Produkt 14 o O 263,0 v + ESI
“NH NK
Produkt 15 o O 2450 v + ESI
M o
SNH NK
Produkt 16 Struktura neidentifikovana 219,0 v + ESI
Produkt 17 (‘3 289,0 v +ESI
" |
Produkt 18 (‘3 288,1v - ESI
HO |
Produkt 19 O 248,1 v - ESI
NoeR
OH
SNH Nk
Produkt 20 Struktura neidentifikovdna 292,1v - ESI
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Ciprofloxacin minoritné vznikal také pii degradaci enrofloxacinu v zasaditém prostiedi

(pH = 8,13).

Doplitujici udaje k mechanismu jednotlivych studovanych latek, degradacnich cest

a shodnych produktti jsou v Ptiloze 5.

5. DISKUZE

Z vysledki prezentovanych v této diplomové praci plyne, Zze ciprofloxacin, enrofloxacin
a norfloxacin byly zcela stabilni pii testu stability po dobu 96 hodin. To je v souladu
s vysledky prace Ge et al. ©9 ktefi studovali stabilitu vici hydrolyze u osmi zastupcti ze
skupiny fluorochinolonti, mezi nimiz byly ciprofloxacin a enrofloxacin. Zjistili, ze tyto latky
jsou hydrolyticky stabilni jak v ¢isté vodg, tak ve sladké ¢i moiské vodé i po 50 dnech,

pokud roztoky téchto antibiotik byly uchovavany ve tmé. Ubytek relativni koncentrace byl
vobou piipadech nejvétsi v éisté vodé (9,6 % u ciprofloxacinu a 53%
u enrofloxacinu) a nejmensi v motské vode (3,8 % u ciprofloxacinu a 2,4 % u enrofloxacinu).

Navic bylo zjisténo, ze na stabilitu téchto latek nema vliv teplota ani pH.

Zkoumana antibiotika maji nezanedbatelnou absorpci v UV oblasti, a to v oblasti az
do cca 370 nm v kyselém, neutralnim i zasaditém pH. Mohou tedy absorbovat kratkovinnou
¢ast slune€niho zareni dopadajiciho na zemsky povrch. Pfima fotodegradace je tedy jednim
z procest, kterym muze dojit k transformacim fluorochinolont v povrchovych vodach

vystavenych slune¢nimu zéafeni.

Kinetikou odbouravani fluorochinolonti se zabyva fada praci 42434445461 niicem pro pribéh
odbouravani vétsinou vyhovuje kinetika 1.fddu. Kinetiku odbourdvéani je mozné i u zde
zkoumanych zastupcii v neutralnim a alkalickém prostiedi popsat modelem kinetiky prvniho
adu. Rychlostni konstanty se lisi v zavislosti na pH daného roztoku. Wammer et al. " dogli
k zavéru, Ze nejrychlejsi reakce je v neutralnim nebo lehce alkalickém prostiedi, kde se
vyskytuji deprotonizované formy jednotlivych substrati. Vysledky ptredkladané prace jsou ve
shod¢ stimto zavérem, i v pouzitych podminkach v této praci byla degradace v mirné
zasaditém prostiedi o néco rychlejsi nez v prostiedi neutrdlnim. Lehce alkalické pH
je obvyklé napft. pro odpadni vody z nemocnic, ale bézné je také u oligotrofnich povrchovych
vod vlivem fotosyntézy, proto se i tato prace soustiedila na odbouravani v neutralnim a mirné
alkalickém (do hodnoty pH = 8,5) prostiedi. Naopak kyselé pH s hodnotami niz§imi nez cca

4,5 neni z environmentalniho hlediska relevantni, odbouravani v kyselém prostiedi bylo v této
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studii zkoumano jen okrajové u jednoho zastupce fluorochinolonii, enrofloxacinu, jako pilotni

studie, zda se v kyselém prostfedi bude kinetika a mechanismus vzniku produkti zasadn¢ lisit.

Rychlostni konstanty ciprofloxacinu 0,701 min? v neutralnim prostiedi 81 a 0,558 min

[38] jejichz hodnota rychlostni

v zasaditém prostiedi jsou ve shodé s vysledkem Babice et al.
konstanty odbouravani ciprofloxacinu pti pH = 8 ¢ini 0,6297 min™. V neutralnim a alkalickém
prostiedi roztoku enrofloxacinu jsou stanovené rychlostni konstanty 0,521 min™ v neutralnim
prostiedi, respektive 0,763 min™ v alkalickém prostfedi. Tyto hodnoty jsou fadové srovnatelné
s hodnotami naméfenym Wammerem etal. B1 (0,91 min? v neutralnim prosttedi)

a Babidem et al. 81 (0,6473 min " v zasaditém prostied).

U norfloxacinu ¢inily naméfené hodnoty rychlostnich konstant 0,341 min™ v neutralnim
a 0,254 min* v alkalickém prostiedi. Wammer et al. "1 pozorovali v neutralnim prostiedi
rychlejsi odbouravani norfloxacinu, rychlostni konstantu stanovili na 0,84 min %, obdobné
Babi¢ et al. 8 pozorovali o dost rychlejsi odbouravani norfloxacinu v zasaditém prostiedi,
kdyz stanovili rychlostni konstantu na 0,6372 min™. Tyto rozdily mohou byt zpiisobeny
odli$nou koncentraci vodného roztoku antibiotika nebot’, jak Babic et al. [38] ye své praci uvadi,
srostouci koncentraci roztoku dochdzi k pomalejsimu odbouravani tohoto antibiotika

a koncentrace pouZité v této prace byly vyssi nez koncentrace v praci Babi¢ et al. 81,

U ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu byla pro doplnéni informaci zméfena kinetika
reakce i v kyselém prostiedi pii pH = 4, u enrofloxacinu navic je§té pti hodnoté pH = 2.
U ciprofloxacinu (pH = 4) a enrofloxacinu (pH = 2) nebylo moZné fotochemickou degradaci
Vv kyselém prostredi popsat kinetikou 1.fadu, prubéh odbouravani mél linearni charakter. Nelze
uvazovat, Zze by toto bylo zplisobeno tim, Ze reakce byla sledovana jen na pocatku
exponencialniho prib¢hu, kdy by exponencidla mohla byt nahrazena piimkou,
protoZe napf. u enrofloxacinu po 25 minutach ozafovani zbyvalo jen 2,2 % neodbouran¢ho
antibiotika. Vysvétleni muze spocivat v autokatalyzeCi autosensitizaci reakce nékterym
Z produktli. Porovnani s literaturou nebylo mozné udélat, protoze data o degradaci v kyselém

prostiedi nejsou k dispozici.

U norfloxacinu vyhovoval i v kyselém prostiedi (pH = 4) model kinetiky 1.fadu, reakce byla
ale vyrazné¢ pomalej$i nez v neutrdlnim ¢i zasaditém prostifedi s rychlostni konstantou
0,015 min™. Obdobn& tomu bylo také v piipadé enrofloxacinu (pH = 4), kdy stanovena

rychlostni konstanta méla hodnotu 0,055 min™.

Fotodegradacemi vSech zkoumanych antibiotik vznika celd fada produktt (jejich kinetické

profily jsou znazornény v Ptilohach 1,2,3).
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Za pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou MS / MS spektrometrii bylo provedeno
vyhodnoceni degrada¢nich cest jednotlivych latek za riznych podminek. Doby ozafovani
jednotlivych roztokii byly voleny tak, aby bylo mozné identifikovat co nejvice struktur

fotoproduktii studovanych antibiotik.

Ciprofloxacin se v zasaditém prostiedi (pH = 8,55) degradoval sedmi riznymi mechanismy,
Z nichz byly rozpoznany ctyfi hlavni cesty a to hydroxylace, jez byla majoritni cestou
premény, defluorace, dekarboxylace a tvorba aduktu se slozkou mobilni faze — acetonitrilem.

Tyto cesty vedly ke vzniku 61 fotodegradacnich produktii, z nichz 45 se podafilo identifikovat.

V neutrdlnim prostfedi vzniklo z ciprofloxacinu péti riznymi degradacnimi mechanismy
,jen 21 fotoproduktii. Vétsina struktur, které byly identifikovany v neutralnim prostedi se
shodovaly stémi, jez byly identifikovany v prostfedi zéasaditém. Opét jako v zasaditém
prostiedi dochazelo k dekarboxylaci, defluoraci, hydroxylaci, tvorbé aduktu s acetonitrilem.
Patou a rozdilnou cestou degradace byla oxidace a rozevieni piperazinového kruhu. Na rozdil
od degradace ciprofloxacinu v zasaditém prostedi nebyla vSak hydroxylace majoritni cestou

odbouravani.

V ptipadé enrofloxacinu byl zkouman pribeh fotodegradace ve tiech prostfedich dle hodnoty

pH (v zésaditém prostiedi, v neutrdlnim prosttedi a v kyselém prostiedi).

V zasaditém prostiedi (pH = 8,13) se enrofloxacin odbouraval tfemi rliznymi mechanismy
a to defluoraci, hydroxylaci a dekarboxylaci a témito mechanismy bylo identifikovano

36 vzniklych fotoproduktti.

V neutralnim prostfedi se enrofloxacin odbouraval péti riznymi mechanismy (tfi mechanismy
shodné jako v zasaditém prostiedi - dekarboxylace, defluorace, hydroxylace). Dal§Simi dvéma
cestami byl rozpad chinonového jadra a oxidace, v jejimz dasledku doslo k rozstépeni

piperazinového kruhu a cyklopropanového kruhu. Celkem vzniklo 9 produktu.

V kyselém prostiedi (pH = 4) se enrofloxacin odbouraval tfemi riznymi cestami: defluoraci,

dekarboxylaci a hydroxylaci, pficemz vzniklo 20 produkti.

Norfloxacin se v zasaditém prostfedi (pH = 8,95) odbouraval jedenacti cestami degradace,
pfiCemz prvni tifi cesty lze nazvat jako oxidace, ke které doSlo po prvotnim navazéani
hydroxylové skupiny na rizné polohy plivodni struktury, ¢tvrtou nejvice zastoupenou cestou
bylo nahrazeni atomu fluoru skupinou OH. Nékteré primarni produkty ptimé degradace se

nepodafilo identifikovat, ale vzhledem k dalSimu reakénimu pribéhu z nich vznikajicich
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struktur vyslednych produktl, se jednalo pravdépodobné také o oxidace na raznych castech

puvodni struktury norfloxacinu.
Dalsimi reakcemi byla dekarboxylace, defluorace a redukce COOH skupiny na CHO.

V neutralnim prostfedi vznikalo z norfloxacinu 25 rtiznych produktii a to péti cestami
degradace: dekarboxylaci, oxidaci po prvotnim navazani hydroxylové skupiny, nahrazenim
atomu fluoru skupinou OH a defluoraci. Tyto zékladni reakce se objevuji v riznych krocich,
v pozdéjsich krocich se objevuje také hydratace, dehydratace, dehydrogenace, deaminace

a dealkylace.

Obecné lze tici, ze v zasaditém prostiedi prevlada hydroxylace diky nadbytku OH skupin nebo
oxidace po predchozi hydroxylaci, dal§imi reakcemi jsou pak dekarboxylace a defluorace.
V kyselém prostfedi by pak ptevladala defluorace, hydroxylace by byla druhou nejvice
zastoupenou cestou degradace (OH skupiny by byly pfitomny zrozkladu vody),
dekarboxylace by se také objevila, ale jen minoritné nebot’ v kyselém prostiedi ma skupina
COOH tendenci zistavat navazdna a neodStépovat se. V neutrdlnim prostifedi prevladdala
dekarboxylace nad hydroxylaci a defluoraci. Ke stejnému zavéru dosli Ge et al. %], kteti navic
zduraznili, ze v pfipad¢ ciprofloxacinu a norfloxacinu v neutrdlnim prostiedi prevlada
defluorace a dekarboxylace, jelikoZ nemaji navazany substituent na piperazinovém kruhu,
zatimco v pfipadé enrofloxacinu navic identifikovali jako jednu z moZnych degradacnich cest
deethylaci (=,,piperazinyl N *dealkylace*). Dale potvrdili, Ze dekarboxylace a defluorace se

objevuje v riznych krocich degradace u vSech 3 antibiotik ve vSech pH.

Hydroxylace méla oproti jinym pozorovanym reakcim odliSny pribéh v zavislosti na daném
antibiotiku — u ciprofloxacinu a norfloxacinu dochazelo k ptimé hydroxylaci piperazinového
jadra, coz dale vedlo koxidaci na keto skupinu/skupiny a naslednému rozstépeni
piperazinového kruhu, déle k nahrazeni atomu F skupinou OH a navazani OH skupiny vedle
substituentu COOH na chinonové jadro. Naproti tomu u enrofloxacinu dochazelo k navazani
OH skupiny na ethylovou skupinu vedouci z piperazinového jadra, ethyl stabilizoval

piperazinove jadro.

Bylo zjisténo, ze ciprofloxacin tvoii s acetonitrilem, coz byla slozka mobilni faze, adukt

V neutralnim i v kyselém pH, enrofloxacin a norfloxacin tvofi hydroxylovany adukt s vodou.

Jednim z meziprodukti enrofloxacinu v kyselém a zasaditém pH byl ciprofloxacin. Ten byl
identifikovan také vramci studie Babide et al. 8l kde ale vznikaly odlisné produkty

od produktt identifikovanych v této praci jako dasledek skute¢nosti, ze pro studii degradace
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tdchto antibiotik obohatili vodu o huminové latky. Wammer et al. 7! identifikovali kromé
ciprofloxacinu také produkt shodnotou m/z 358,1769, ktery odpovidal mé struktuie
produktu 34 u enrofloxacinu v zasaditém prostiedi. Navic struktura produktu 17
u enrofloxacinu v zasaditém prostfedi odpovidala struktute s hodnotou m/z 374,2 u Wammera.
Li et al. [ identifikovali tii produkty, které byly strukturné shodné s produkty enrofloxacinu
Vv zasaditém prostiedi a to produkt s m/z 316,2, ktery odpovidal navic produktu 1 v neutralnim
prostiedi a produktu 2 v zasaditém prostfedi; produkt s m/z 263,2, jenz byl shodny
s produktem 16 v zasaditém prostiedi v této praci a produkt s m/z 374,2, ktery se shodoval

s produktem 17 v zasaditém prostiedi v této praci.

Také v pripad¢ norfloxacinu se nékteré ze struktur identifikovanych v této praci shoduji se
strukturami, které byly nalezeny dal$imi autory. Ahmad et al. [**! identifikovali v neutralnim
prostredi tfi struktury shodné se strukturami této prace: produkt s hodnotou m/z 294,1253
(shodny s produktem 21 u norfloxacinu v neutralnim prostfedi v této praci), produkt
s hodnotou m/z 251,0831 (shodny s produktem 25 v neutralnim pH v této praci) a produkt
sm/z 348,1011, ktery strukturné odpovidal produktu 18 v pH neutrdlnim u norfloxacinu,
ovSem tento produkt 18 byl navic hydratovany. Tyto tii shodné produkty z celkovych péti
degradac¢nich produkti u norfloxacinu identifikovali metodou UHPLC/MS také
Hubicka et al. 18], Ti se ve své préci zabyvali rovnéZ ciprofloxacinem, u néhoz identifikovali
Sest degradac¢nich produktd v neutralnim prostiedi, avSak tyto struktury nebyly shodné se
v komtirce s definovanou vlhkosti, takZe dal$i ingredience v tablet€ mohly ovlivnit degradacni
priibéh. Vasconcelos et al. ¥ se zabyvali degradaci ciprofloxacinu pti pH = 9, pfi¢emz pro
ozafovani pouzili stiedotlakou rtutovou vybojku (150 W). V disledku ozafovani vzniklo
Vtomto piipadé pét degradacnich produktt, znichz dva byly shodné s produkty
prezentovanymi v této praci. U obou téchto latek prokazanych v této praci a v praci
Vasconcelose et al. ¥ byla potvrzena tvorba stereoizomertl, coz znamena, e tyto latky maji

shodnou hodnotu m/z (288), 1i8i se jen v retencnim Case.

6. ZAVER

Ciprofloxacin, enrofloxacin i norfloxacin maji nezanedbatelnou absorbanci v oblasti

nad 300 nm, proto u nich mize dochazet k jejich fotodegradaci sluneénim zafenim v piirod¢.

Stabilita vSech tii jmenovanych antibiotik neni ovlivnéna hodnotou pH ani teplotou.
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Fotochemickd degradace v homogennim prostfedi je ovlivnéna hodnotou pH. Nejrychleji
dochazi k odbourani ciprofloxacinu a norfloxacinu v neutralnim prostiedi (hodnoty
rychlostnich konstant 0,701 min™* pro ciprofloxacin, 0,341 min pro norfloxacin), pon&kud
pomaleji v mirng alkalickém prostfedi (hodnoty rychlostnich konstant 0,558 min™
pro ciprofloxacin, 0,254 min? pro norfloxacin). Naopak u enrofloxacinu probiha
fotochemicka degradace rychleji v mirné alkalickém prostiedi (k = 0,763 min) oproti
neutralnimu prostiedi (k = 0,521 min!). Pomalé odbouravani v kyselém prostfedi neni

relevantni k pfirodnim povrchovym vodam.

Metodou HPLC / MS byly identifikovany produkty degradace. V neutradlnim prostiedi bylo
identifikovano 21 produktli ciprofloxacinu, 9 enrofloxacinu a 25 produkti norfloxacinu.
V mirn¢ alkalickém prostfedi bylo nalezeno 61 produkti ciprofloxacinu, 36 enrofloxacinu
a 49 produkti norfloxacinu. Bylo zjiSténo, Ze u vSech téchto antibiotik dochazi
k dekarboxylaci, defluoraci, hydroxylaci a tvorbé oxidovanych produkti. To, ktera cesta je
majoritni, je dano ptfedev§im hodnotou pH - v alkalickém pievazuje hydroxylace,

Vv neutralnim dekarboxylace, v kyselém prevazovala defluorace.
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8. PRILOHY:

8.1. Priloha 1: Pribéh degradacnich produkti ciprofloxacinu v zasaditém prostfedi (pH = 8,55).
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8.2. Priloha 2: Prib¢h produktii degradace enrofloxacinu Vv kyselém (pH = 4,0), neutralnim (pH = 7,0) a zasaditém prostiedi (pH = 8,13) - porovnani

podle retencnich cast.
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8.3. Priloha 3: Prub¢h produktti degradace norfloxacinu v kyselém (pH = 4,0), neutralnim (pH = 7,0) a zasaditém prostiedi (pH = 8,13) - porovnani

podle retencnich cast.
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8.4. Priloha 4: HPLC chromatogramy antibiotik ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu v neutralnim a zasaditém prostfedi v ¢asech ozafovani.

Chromatogram ciprofloxacinu ve 3 minutach ozatovani, pH neutralni.
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, pH neutralni.
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Chromatogram enrofloxacinu ve 25 minutach ozafovani, pH kyselé.
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, pH neutralni.
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8.5. Priloha 5: Poznamky k mechanismu degradace jednotlivvch fluorochinolonu

Ciprofloxacin zasadité pH:

-pocet degradacnich produkti: 61
Bylo urceno 7 degradac¢nich cest ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi:

I. nejmajoritnéjsi hydroxylaci (navazani OH skupiny na piperazinovy kruh a na chinonové

jadro + navézani karbonylové keto skupiny na piperazinovy kruh) vznikl produkt 1. Z ného

vzniklo velké mnozstvi produktd, které se dale degradovaly:

- defluoraci (odstépeni atomu F) vznikl produkt 19;

- Dekarboxylaci vznikl produkt 18;

-Redukci keto skupiny a ¢aste¢nou dehydroxylaci vznikly izomerni produkty 12 a 15
- Rozstépenim piperazinového jadra vznikly produkty 5a 9

- Oxidaci OH skupin na piperazinovém kruhu vznikl produkt 10

- Oxidaci OH skupin na chinonovém jadre vznikl produkt 4.

U dalsich produktt, které vznikly z téchto ,,meziprodukti, byla dale pozorovana nejéastéji

dehydratace nebo rozevieni piperazinového kruhu.

II. Druhou nejmajoritnéjsi cestou degradace ciprofloxacinu, byla defluorace, kterou vznikl

stabilni produkt 2 (dale se nedegradoval)

III. Tfeti pozorovana cesta degradace ciprofloxacinu, byla dekarboxylace, kterou vznikl

produkt 36. Tento produkt nebyl stabilni a dochazelo u ného k defluoraci, dehydrogenaci,
rozstépeni cyklopropanového kruhu, casteCnému rozStépeni nebo uplnému odStépeni

piperazinového kruhu.

IV. Ctvrtou cestou vznikl adukt ciprofloxacinu se slokou mobilni faze acetonitrilem

(produkt 52). U tohoto aduktu byly pozorovany vSechny vysSe vyse popsané cesty 1. — IlI.
Doslo tedy nejprve k rozStépeni piperazinového kruhu v disledku oxidace (produkt 53, cesta
1.), dale pak k defluoraci (produkt 54, cesta II.), poté k dekarboxylaci (produkt 55, cesta I11.),
ktery se dale rozkladal -doSlo k rozstépeni piperazinového kruhu, odstépeni cyklopropylu;

odstépeni piperazinového kruhu.

V.a VI. Cestou vznikly izomerni produkty 29 a 30, které se bohuZzel nepodatilo identifikovat.
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VII. cestou vznikl produkt 28, ktery také bohuZzel nebyl identifikovan.

Degradace ciprofloxacinu pH neutralni:

-pocet produktl: 21
-Bylo identifikovano 5 degradacnich cest (dle majoritnosti):

I. Dekarboxylaci vznikl produkt 1, ktery dale podléhal defluoraci a rozstépeni piperazinového

kruhu vlivem oxidace

I1.Defluoraci vznikl produkt 2, ktery dale bud’ vytvofil sodny adukt (produkt 11) nebo podlehl
roz§tépeni piperazinového kruhu a odstépeni cyklopropylu (produkt 12, 13)

I11. Hydroxylace nebyla piili§ majoritni cestou degradace, nicméné doslo k substituci OH

skupiny za F a navdzani OH skupiny na chinonové jadro (vedle COOH skupiny). Vznikly
produkt 3 dale podléhal bud’ dekarboxylaci (produkt 15) nebo dehydroxylaci a oxidaci
(produkt 14).

1V. Dalsi cestou bylo opét, jako v ptipad€ degradace ciprofloxacinu v zasaditém prostiedi,

tvorba aduktu ciprofloxacinu se sloZkou mobilni faze — acetonitrilem (produkt 4). U tohoto

produktu byla pozorovéana nahrada atomu F hydroxylovou skupinou (produkt 16) a dale pak
roz$tépeni chinonového jadra (produkt 17) nebo rozstépeni piperazinového kruhu a odstépent

cyklopropylu a OH skupiny (produkt 18).

V. Posledni a velmi minoritni cestou degradace, byla oxidace, ktera vedla v rozevieni

piperazinového kruhu a dekarboxylaci (produkt 5).

Degradace enrofloxacinu, zasadité pH (8.13):

Pocet produktii: 36
3 cesty degradace:
1. Nejmajoriotnéji defluorace- vznika stabilni produkt 1.

Il. Hydroxylace (takto vznika nejvice produktt)- dochazi k nahrazeni atomu fluoru OH

skupinou, navazani OH skupiny na ethylovou skupinu vedouci z piperazinového kruhu
(piperazinovy kruh je ethylem stabilizovan, proto nedochazi k navazani OH skupiny pfimo na
piperazinovy kruh) a hydrataci vznikl produkt 3. Z produktu 3 vznikalo velké mnozstvi dalsich

produktii vlivem dekarboxylace, dehydroxylace, odstépeni piperazinového kruhu.
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I11. Dekarboxylace — touto cestou vznikl produkt 2, ktery dale podléhal defluoraci, rozstépeni

piperazinového kruhu a rozstépeni cyklopropanového kruhu.

Degradace enrofloxacinu, neutralni pH:

Pocet produktii: 9
5 cest degradace (op¢t dle majoritnosti)

I. Dekarboxylace (produkt 1) a nasledna defluorace (produkt 6) nebo minoritné nasledné

odstépeni piperazioné¢ho kruhu a rozstépeni kruhu cyklopropanového (produkt 5).
11. Defluorace (produkt 2) a jeho nasledna dehydrogenace (produkt 9)

I1l1. Hydroxylace (stejné¢ jako u pH zasadity produkt 3, ale nasledné¢ dochazi jen

k dehydroxylaci a dehydrogenaci.

1V. Uplnym rozpadem chinonového jadra vznikl produkt 4

V. Oxidaci doslo k rozstépeni piperazinového jadra, cyklopropanového kruhu a soucasné

k odstépeni atomu fluoru (produkt 5).

Degradace enrofloxacinu, kyselé pH:

Pocet produktt: 20
3 cesty degradace:
I. Defluorace — z toho produkt 2

Il. Hydroxylace — produkt 3, zn¢hoz dehydroxylaci, dehydrataci vznikd produkt 6

(ciprofloxacin, ten vice podléha defluoraci, pak teprve dekarboxylaci) a fada dalSich produkti
pies rozstépeni piprazinového kruhu, cyklopropanového kruhu, substituci F za OH, defluoraci

a dehydroxylaci.

111. Dekarboxylace- produkt 1

-odstépeni COOH skupiny malo — kyselé pH, mé tendenci ziistat navazana

-nejmajoritnéji cesty I. a Il. s prevahou 1. (OH skupin je malo, pouze z rozstépené vody).
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Shodné produkty:

Produkt 1 ENR neu = produkt 2 ENR zas = produkt 1 ENR kys
Produkt 5 ENR neu = produkt 9 ENR zas = produkt 15 ENR kys
Produkt 6 ENR neu = produkt 4 ENR zas

Produkt 2 ENR neu = produkt 1 ENR zas = produkt 2 ENR kys
Produkt 3 ENR neu = produkt 3 ENR zas = produkt 3 ENR kys
Produkt 7 ENR neu = produkt 17 ENR zas

Produkt 8 ENR neu = produkt 19 ENR zés = produkt 7 ENR kys
Produkt 4 ENR neu = Produkt 23 ENR zas

Produkt 9 ENR neu = produkt 1 ENR kys

Degradace norfloxacinu, zasadité pH:

Pocet produktt: 49
11 cest degradace:

L. Oxidaci piperazinového jadra (navazani 2 karbonylovych keto skupin) a hydrataci vznikl

produkt 12. Ten se dale rozkladal, pficemZ hlavni cestou jeho degradace bylo rozstépeni
piperazinového kruhu (produkt 20) s naslednou defluoraci (produkt 21), u néhoz déle doslo
k odstépeni zbytku piperazinového jadra (produkt 22). Druhou hlavni cestou degradace
produktu 12 byla ndhrada atomu F skupinou OH a souc¢asné rozstépeni piperazinového kruhu
(stabilni produkt 19). Tteti hlavni cestou degradace byla dehydratace, ktera vedla ke vzniku
produktu 18. Posledni a zarovenn minoritni cestou odbourdvani produktu 12 byla redukce
COOH skupiny na aldehydovou CHO skupinu se soucasnou dehydrataci, kterou vznikl
produkt 13, u néhoz byly pozorovany 3 cesty degradace, pfi¢emz vyznamné podléhal
defluoraci (produkt 15) a nasledn¢ dehydrogenaci (produkt 16); dale minoritn¢ dochazelo
k odtrzeni aldehydové skupiny CHO, coz davalo vzniknout produktu 2, ktery mimo jiné
vznikal rovné€z ptimo z norfloxacinu dekarboxylaci. Tento produkt 2 pak podléhal rozstépeni
piperazinového kruhu (vznikl tak produkt 6 a 7, jenz dal vzniku produktim 8,9,10,11)
pres dalsi Stépeni alkyl. Zbytkl a odstépeni fluoru nebo dochazelo k dehydrogenaci (produkt
3), ktery dale dealkyloval (produkt 4) a ten nasledné dehydrogenoval (produkt 5). Z produktu
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13 wvznikal jest€¢ jeden produkt a to produkt 14, jehoz strukturu se bohuzel nepodatilo

identifikovat.

II. vicenasobnou oxidaci (v dusledku navazani 2 keto a 2 aldehvdovych skupin ---

rozstépeni piperazinového kruhu) a soucasnou hydrataci vznikl produkt 28, ktery dale

podléhal bud’:

- Dehydrataci a soucasné dekarboxylaci (produkt 29)
- Dehydrataci a sou¢asné defluoraci (produkt 30)

- Redukci a dehydrataci (produkt 31) — dale karboxylace (produkt 32)

I11. oxidaci piperazinového jadra (navazani 1 keto skupiny) vznikl produkt 48.

IV. nahrazenim atomu F skupinou OH vznikl produkt 35, jenz dale dekarboxyloval

(produkt 36) a nasledné dealkyloval (produkt 37). Jen minoritné u produktu 35 dochazelo
k redukci karboxylové skupiny na aldehydovou CHO (produkt 38, jenz dale dehydrogenoval
--- produkt 39, ktery posléze odstépil karbonylovou CHO skupinu Gplné a vznikl produkt 3)

Struktury produkti 23.41 a izomernich produkti 42 a 43 nebyly bohuZel identifikovany,

ale dle jejich dalSich produkti, mazeme usuzovat, ze také oni vznikly oxidaci v dusledku

hydroxylace — cesty V., VI., VII., VIII.

1X. Devatou identifikovanou cestou degradace norfloxacinu byla dekarboxylace, pfi niz

vznikl dale se rozkladajici produkt 2.

X. Predposledni identifikovanou cestou degradace norfloxacinu v zasaditém prostiedi byla

defluorace, pomoci niz vznikl stabilni produkt 1.

XI. A posledni identifikovanou cestou byla redukce COOH skupiny na aldehydovou CHO

skupinu, kdy vznikl produkt 13.

Degradadace norfloxacinu pH neutralni:

Pocet produkti: 25
5 degradacnich cest:

1. Dekarboxylaci vznikl produkt 2, ktery 1. podléhal defluoraci (majoritné¢) — vznikl produkt
3, ktery dale dehydrogenoval na produkt 4, znc¢hoz dealkylaci vznikl produkt 5, ktery
dehydrogenoval na produkt 6.
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2.doslo k rozstépeni piperazinového kruhu a jeho dal§imu $tépeni (produkty 7, 8 a 11)

Cesty I1. a lll. — oxidace

II. oxidaci_a soucasnou hydrataci vznikl produkt 18, ktery dale podléhal rozstépeni

piperazinového kruhu (produkt 20) s naslednou defluoraci (produkt 22) a dedeaminaci
(produkt 24) nebo nahrazeni atomu fluora skupinou OH se soucasnym rozstépenim

piperazinového kruhu a dehydrataci (produkt 19)

I11. oxidaci a roztrZenim piperazinového kruhu v disledku této oxidace popt. hydroxylace

vznikl produkt 17.

IV. NahraZeni atomu fluoru OH skupinou vznikl produkt 12, ktery se odbouraval 3 cestami:

1. nejvic e podléhal dekarboxylaci (produkt 13)
2. odstépeni piperazinového kruhu (produkt 16)

3. redukce COOH skupiny na aldehydovou CHO (produkt 14) s naslednou dehydrogenaci
(produkt 15).

V. defluoraci vznikl stabilni produkt 1.
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