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ABSTRAKT

Predlozend bakalafskd prace se zabyva aktudlnim tématem — distribuci 1é¢iv v odpadnich
vodach, u nichz byla prokazéana toxicita na necilové organismy. Konkrétn¢ fesi vyskyt farmak
ze skupiny beta-blokatorti, kterd se hojné¢ podéavaji pifi lécbé hypertenze a dalSich
kardiovaskularnich onemocnénich. Jako zastupci byly vybrany acebutolol, atenolol a
bisoprolol, jejichz schopnost eliminace byla pozorovana u tfi &istiren odpadnich vod (COV)
s riznou technologii ¢isténi a rozdilnym pocet ekvivalentnich obyvatel.

Pro dané analyty byla optimalizovana metoda UHPLC s UV/VIS detekci s vyuZzitim
diodového pole (DAD). Rovnéz byla cast prace veénovana optimalizaci izolace a
zakoncentrovani vzorku.

Popsand metoda nebyla ov§em vhodna pro analyzu realnych vzorki odpadni vody, protoze
ve vétsiné ptipadt nebyl prekrocen limit kvantifikace, nebo dokonce limit detekce. Proto by
bylo dobré analyzovat dand 1éCiva metodou s vyssi citlivosti, napf. pomoci hmotnostniho
detektoru.

Ziskana data nenesou vypovidajici informace o u¢innosti COV. Pouze v jediném piipadé
bylo na odtoku detekovano konkrétni mnozstvi acebutololu. Na zaklad¢ dosud provedené
analyzy nelze jednozna¢né konstatovat, zda kvalita vypousténé vody z pohledu vyskytu 1é¢iv
je optimalni.



ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with a trending topic — wastewater distribution of pharmaceuticals
proven to be toxic to non-target organisms — specifically, the occurrence of beta-blockers,
plentifully used in treating hypertension and other cardiovascular diseases, is discussed.
Members of this group, Atenolol, Acebutolol and Bisoprolol were chosen for closer study.
The elimination of these chemicals was observed in three wastewater treatment plants
(WWTP) with different treatment technologies and various number of population equivalents.

For said analytes, UHPLC with UV/VIS detection using diode array detector (DAD)
method was optimalised. A part of this thesis also deals with optimalization of isolation and
concentrating the analytes.

Unfortunately, the described method was not suitable for real sample analysis, because in
most samples, the limit of quantification or even the limit of detection was not exceeded. It
would be best for an analytical method with higher sensitivity, e. g. mass detector, to be used.

The data gained in this experiment do not hold any informational value about the
effectiveness of WWTP, as the exact amount of Acebutolol in effluent was measured only in
one case. Based on the to-date executed analysis, it is impossible to conclude whether the
quality of the treated water, concerning the content of aforementioned pharmaceuticals, is in
any way ideal.
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1. UVOD

S rozvojem védy a rstem lidské populace je neodmyslitelné spjata i zvySujici se vyroba a
spotieba 1é¢iv. Na trh jsou uvadény stale nové medikamenty, jez musi byt pted tim podrobeny
nemalému mnozstvi testl. Jsou popséna jejich plsobeni, bezpecnost, nezadouci ucinky,
toxicita, popf. farmakokinetické vlastnosti.

Domnivame se, Ze s vyvojem novych 1é€iv by se méla vénovat pozornost také jejich osudu
po vylouceni z organismu. Je prokdzano, Ze ucinné latky (nebo jejich degradované produkty)
odchazi z téla spolu s exkrementy. Ackoliv splaskové vody prochdzi procesem cisténi, fada
latek je perzistentniho charakteru, takze bézné Cistirny odpadnich vod efektivné nedokédzou
s timto problémem bojovat. Z toho vyplyvd, Ze vycisténd voda se zbytky neodstranénych
latek je dale vypousténa do povrchovych toka.

Jak mohou byt léciva nebezpe¢nd? V poslednich letech jsou rezidua 1é¢iv v zivotnim
prostfedi velmi diskutovanou ot4dzkou. Z hlediska ekotoxikologie se pisobenim na necilové
organismy bioakumuluji v jejich télech, a to i ve velmi nizkych koncentracich, a mohou tak
neptiznivé ovliviiovat fyziologické funkce. Za zminku stoji také fakt, ze povrchové vody se
infiltruji do podzemnich vod, které slouzi spolu s vodami povrchovymi jako zdroj k Gpraveé
pitné vody. OvSem nebudme az tak skeptiCti. Existuje fada abiogennich faktort, které
v ptirod¢ napomahaji k ispéSnému odstranéni farmak i jinych latek.

Shrnutim vySe zminénych poznatkii se postupné klade vétsi diraz na ucinnost Cistiren
odpadnich vod. Neni divu, protoze tento faktor je zcela zdsadni pro udrzeni kvality
povrchovych vod. Vzhledem k dostupnym znamym technologiim se bude pravdépodobné
dalsi vyzkum zabyvat aplikaci tercidrniho c¢isténi, které by mélo eliminovat vétSinu
perzistentnich latek. Pfekazkou tak zatim zlistavaji vysoké pofizovaci i provozni naklady.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Lécéiva
2.1.1 Obecné informace

Podle Zakona ¢.378/2007 Sb., o léCivech a o zménach nékterych souvisejicich (zakon
o lé¢ivech), ve znéni pozd¢jSich predpisti § 2 odst. 1 se definuje 1€Civy pripravek takto:
., Lécivym pripravkem se rozumi
a) latka nebo kombinace latek prezentovana s tim, Ze mad lécebné nebo preventivni
vilastnosti v pripade onemocnéni lidi nebo zvirat, nebo
b) latka nebo kombinace latek, kterou lze pouzit u lidi nebo podat lidem, nebo pouzit
uzvirat ¢i podat zviratim, a to bud za ucelem obnovy, upravy c¢i ovlivnéni
fyziologickych funkci prostiednictvim farmakologického, imunologického nebo
metabolického ucinku, nebo za ucelem stanoveni lékarské diagnozy. * [1]

Léky jsou smési, jejichz soucasti je ucinnd latka (1é¢ivo) a dalsi slozky bez 1é¢ebnych
ucinki, tzv. pomocné latky. Léciva latka mize byt piirodniho nebo syntetického charakteru a
méla by mit farmakologicky nebo imunologicky efekt, popifipad¢ pisobit na metabolické
pochody. Zamér komponovat 1éCivo s pomocnymi latkami spociva predevS§im ve snadnéjSim
zachazeni s Iékem, nebot’ G¢inna davka léciva mize byt velmi nizkad. Mezi dal$i vyhody patii
vylepSeni chuti sirupd, pfipadné piiznivy vliv na farmakokinetické vlastnosti, zabyvajici se
osudem Iéciva v organismu [2, 3, 4].

Léky mohou mit riznou lékovou formu (napf. pilulka, mast, injekce), kterd je zavisla na
zptisobu podani a cesté¢ do organismu. Z tohoto hlediska je podstatné dbat zietel na jeho
fyzikalné-chemické vlastnosti. Obvykla podoba 1€kl pro pfijem usty ma formu pevnych nebo
potahovanych tablet, kapsli nebo roztokl. Pro poddvani kone¢nikem se vyuzivaji ¢ipky. Léky
Ize podavat 1 jinymi zplisoby nez jen travici trubici. NitroZilni cestou jsou aplikovany injekce
a infuze, pro zevni pouziti slouzi riizné masti, krémy, naplasti atp. Mezi dal§i moZnosti patti
naptiklad inhalace plynu [3, 4].

2.1.2 Farmakodynamika lé¢iv

Farmakodynamika je védni obor z oblasti farmakochemie. Zabyva se problematikou procesu
ucinku lé¢iva na organismus. Pro porozuméni této oblasti je nezbytné se nejdiive seznamit
s obecnymi principy biochemickych mechanismti probihajicich v téle [4].

2.1.2.1 Cile pusobenti léciv
Receptory jsou specifické skupiny molekul, které se nachazi na povrchu bunék. Vyznam
téchto biopolymerti spociva v interakci s pfisluSnym hormonem. Pokud se hormon vyskytuje
vkrvi a setkd se se ,svym® receptorem, dochdzi k nislednym chemickym reakcim a
v dasledku toho ke zménam v buiice. Hormoniim obvykle nélezi pouze jeden receptor. Jedna
se o velmi specifické makromolekuly, které do sebe zapadaji podobné jako zamek a klic.
Mohou byt tak unikatni, Ze pilisobi pouze v urcitych orgénech nebo bunkach. Avsak
u nékterych hormont Ize pozorovat vliv na skupinu podobnych receptorti. Mezi takové patii
naptiklad adrenalin a noradrenalin. Obdobnym zptsobem jako hormony plni svou funkci také
neurotransmitery, pouze srozdilem, Ze jsou vyluCovany nervovymi bunkami. Timto
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zptisobem mezi sebou komunikuji nervy navzajem, ptipadné ptendsi informaci tkdnim. Diky
tomu je organismus schopen rychlé reakce a ¢lovek tak dokaze naptiklad ovladat své prsty pii
hie na hudebni néstroj [2].

Umyslem vyuzZivat 1é&iva je jejich schopnost fixovat se na cilovy receptor a obsadit tak
prostor urCeny primarn¢ hormonim nebo neurotransmiterim. Podobné jako tyto
tzv. endogenni latky, musi iléCivo splilovat komplementaritu pro parovani s receptorem.
Nutnym ptedpokladem je proto spravna prostorova struktura. Navazani na konkrétni misto se
pak uskuteciiuje pomoci slabych vazebnych interakci. Vysledkem je zména konformace
receptoru, kterd ovliviiuje jeho vlastnosti. Rovnéz dochdzi k transportu signalu
prostfednictvim biochemickych reakci, coz postupné vede k bunééné odezve [4].

Jak jiz bylo popséno, endogenni latky jsou pfirozené ligandy receptori. Vedle nich existuji
tzv. agonisté vyvolavajici podobné efekty. Naproti tomu tzv. antagonisté hraji hlavni roli
v blokaci u¢inkii endogennich ptsobki i agonistt [4].

Noradrelinové receptory

Sympatické nervy slouzi v organismu k fizeni ¢innosti 714z a skupiny hladkych svali. Sem
zatazujeme svaly srdce, zaludku a stiev; tj. svaly, které nemizeme ovliviiovat vlastni vili.
Spravnou funkci sympatik se uvolituje neurotransmiter noradrenalin. Jeho tikolem je piisobeni
na a-receptory a [P-receptory, souhrnné oznaCované jako adrenergni receptory (také
adrenoreceptory). U¢inkem noradrenalinu na a-receptory dochazi ke stahu svaloviny cév, coz
vede ke zvyseni krevniho tlaku. B-Receptory funguji obracené¢ a napomahaji tak k uvoliovani
cévnich svalll a zaroven ke zvySeni frekvence a sily srdecnich stahii. Kromé toho ovliviiuji
zvySeni hladiny cukru v krvi a tlumeni aktivity stfev. Efekty adrenalinu a noradrenalinu
miizeme regulovat 1éCivy, tzv. alfa- nebo beta-blokatory, a to na ziklad¢ toho, na ktery
receptor pusobi [2].

2.1.3 Beta-blokatory

Beta-blokatory jsou antagonistickd 1éCiva B-adrenergnich receptorti. Je to skupina farmak,
kterd je urcend k lécbé kardiovaskuldrnich onemocnéni. Vice jak polovinu stoleti se uplatiuji
v terapii hypertenze a anginy pectoris, podavaji se vSak také pfi 1écbé srde¢niho selhdni nebo
glaukomu [5, 6].

Lécebné ucinky jsou dany piedevsim blokaci Pi-receptorti, které se nachazi zejména
vsrdei, ale také v gastrointestindlnim traktu, ledvinach a tukovych bunkéach. Blokaci
B2-receptorti dochazi naopak k vyskytu typickych vedlejsich t€inkd. Tyto receptory mizeme
nalézt v bronchidlnim traktu, cévach, d€loze, pankreatu, jatrech a ve zlazéch s vnitini
sekreci [7].

Jednim ze zékladnich atributli beta-blokatort je jejich lipofilita nebo hydrofilita. Dlouhy
Casovy interval farmakodynamického ucinku je u lipofilnich beta-blokatorti zplsoben
schopnosti zadrzovat se ve tkanich. Vlastnost pronikat membranou dava moznost dostat se do
centralni nervové soustavy (CNS) a blokovat tak [;-receptory. Vysledkem je zlepSeni
antiarytmického efektu. Mezi lipofilni zastupce patii carvedilol, metoprolol, betaxolol a
timolol. Naopak hydrofilni beta-blokatory se z tkani vymyvaji rychle, avSak dlouhodobé
pusobi v plazmé. Vzhledem k nemoznosti priniku do CNS nedochdzi k vedlejSim G¢inkiim
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jako je nespavost nebo deprese. Typickymi ptedstaviteli jsou atenolol a sotalol. Existuje vSak
také skupina vykazujici charakter jak lipofilni, tak i hydrofilni. Do této skupiny patii pindolol
a bisoprolol [7].

2.1.3.1 Rozdéleni

Beta-blokatory miizeme klasifikovat podle jejich aktivity na ;- nebo B,-receptory do dvou
skupin:

1. Neselektivni — typicka je vazba jak na f3;-, tak i na f,-receptory.

2. Selektivni — primarné u¢inkuji na B;-receptory, avsak ve vysSich davkach maji vliv

také na f,-receptory.

Kazda vyse zminéna kategorie se dale rozd€luje podle toho, zda méa schopnost vykazovat
vnitini sympatomimetickou aktivitu (ISA) ¢i nikoliv. Tato vlastnost se vyznacuje Caste¢né
beta-agonistickou aktivitou, takZe pokles srde¢ni frekvence a minutového objemu neni tak

vyrazny. Nékdy se jeSté uvadi samostatnd skupina beta-blokatorti s vazodilatacnimi
ucinky [5, 7].

Tabulka 2.1 Rozdéleni -blokatoru a jejich ucinky [7].

Charakteristika Lécivo Utinek
— metipranolol | kratkodoby, dnes malo uzivany u HT
= bez ISA - : .
& sotalol hlavné jako antiarytmikum
< . v 1é5b& HT mladsich jedinct a
) bopindolol .
s sISA sportovcu
= pindolol stejné jako bopindolol
atenolol hlavné¢ u HT
betaxolol v [écbé HT a AP
bisoprolol hlavné v lécb¢ CHSS a po IM
esmolol injek¢ni jako antiarytmikum
- bez ISA metf)prolol dnes hlavné forma SR u HT, po IM, AP
g tartat
% meto.prrolol forma ZOK u CHSS
= sukcinat
@ nebivolol v lécbé CHSS
talinolol sporadicky pfedepisovan u HT
s ISA acebutolol v [écbé HT a AP
se stimulaci B, |celiprolol v 1écbé HT a AP
beta- i alfa- |s vazodilata¢nim | carvediol v 1écbé CHSS
blokatory Gcinkem labetalol neni registrovan v CR
HT = hypertenze, AP = angina pectoris, IM = infarkt myokardu, CHSS = chronické selhani,
SR = slow release, ZOK = zero order kinetics (kinetika nultého radu)
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2.1.3.2 Atenolol

Tabulka 2.2 Atenolol — viastnosti [8, 9].

Registracni ¢islo
Systematicky nazev

Sumarni vzorec
Molarni hmotnost
Rozpustnost

Rozdélovaci koeficient log K,y
Disociacni konstanta pK,
Vlastnosti

Farmakokinetika

CAS 29122-68-7
(R,S)-4-[2-(2-hydroxy-3-isopropylaminopropoxy)-
-fenyl]acetamid
C14H20N>05
266,34
* neomezené rozpustny v methanolu
= rozpustny v kyselin€ octové, DMSO
*  mirn€ rozpustny ve vodé
= téZce rozpustny v dichlormethanu
= nerozpustny v acetonitrilu, chloroformu,
ethylesteru kyseliny octové, etheru
0,16
9,6
bily nebo témer bily prasek
= téméf nedochdzi k metabolickym produktiim
= 90 % vylucovano ledvinami v pivodni podobé

O
H-oN

OH
O\)\/NI_H/CHB

CH3

Obrazek 2.1 Atenolol — strukturni vzorec.

2.1.3.3 Bisoprolol

Tabulka 2.3 Bisoprolol — viastnosti [8, 10].

Registracni ¢islo
Systematicky nazev

Sumarni vzorec
Molarni hmotnost
Rozpustnost*

Rozdélovaci koeficient log K,y
Disociacni konstanta pK,
Vlastnosti

Farmakokinetika

CAS 66722-44-9
1-(isopropylamino)-3-[4-(2-isopropyloxyethoxymethyl)
fenoxy]propan-2-ol
CisH31NOy4
325,44
= velmi dobfe rozpustny ve vod¢ a methanolu
= dobfte rozpustny v ethanolu a chloroformu
1,87
9,67
bila krystalicka latka
= vznik inaktivnich metaboliti z 50%

* bisoprolol fumarat
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CHj

H3CJ\O/\/O

OH
o\)\/NH\rCHQ,

CHj

Obrazek 2.2 Bisoprolol — strukturni vzorec.

2.1.3.4 Acebutolol

Tabulka 2.4 Acebutolol hydrochorid — viastnosti [8, 11].

Registracni ¢islo
Systematicky nazev

Sumarni vzorec
Molarni hmotnost
Rozpustnost

Rozdélovaci koeficient log K,y
Disociacni konstanta pK,
Vlastnosti

Farmakokinetika

CAS 34381-68-5
(R,S)-N-isopropyl-N-{[3-(2-acetyl-4-butyrylamino
fenoxy)-2-hydroxy]propyl}amoniumchlorid
C18H28N204 - HCl
372,89
= snadno rozpustny ve vodé a v 96% ethanolu
= tézce rozpustny v acetonu a dichlormethanu
= nerozpustny v etheru
1,77
9,2
bily krystalicky prasek
vétSina latky je metabolizovana v jatrech na aktivni
diacetolol

O

Hsc/\/LLNH

O+__CHs

OH CHjs

O\/J\/N\CH3

*HCI

Obrazek 2.3 Acebutolol hydrochlorid — strukturni vzorec.
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2.1.4 Léciva v Zivotnim prostiedi

Produkce i spotieba Ié¢iv prokazatelné roste, coz vede k vy$Simu zajmu o problematiku jejich
vyskytu v zivotnim prostfedi. Jednou z hlavnich pficin je vyluCovani rezidui z organismu.
Nasledné se tyto latky dostavaji splaskovou vodou do Cistiren odpadnich vod, kde nemusi
dojit k jejich odstranéni. LéCiva, ktera projdou procesem cisténi, jsou dale spolu s vodou
vypousténa do povrchovych tokd. Timto zpiisobem je proto mozné kontaminovat nejen
akvatické prostfedi, ale také pidu, popt. ovzdusi. Pronikani 1é¢iv do zivotniho prostiedi se
déje 1jinymi zpisoby. Pfi¢inou mlze byt nespravné nakladani s odpady (vyhazovani
nevyuzitého 1éku do odpadkového kose), prisaky ze skladek, hnojeni zemédé€lské pudy
Cistirenskym kalem, nebo také odpadni voda pochézejici z riznych zdroji [12].

‘ Léciva
Humanni léciva Veterinarni leéciva
i , ! |
' Neodetfeny Odpadni Nemocnicni .
odpad voda odpad T
[ | i |
¥ H
| Odpadni Neosetfeny
voda odpad
& X
Povrchova Skladka |«-——--27 strednictyim fmojs____|
voda i i

B _ prostiednichvim akvakuftur i

L

Podzemni voda

}

Pitna voda

Obrazek 2.4 Zpiisoby pronikani léciv do Zivotniho prostredi [13, 14].

V analyzovanych vodach byly prostfednictvim riznych vyzkumnych studii stanoveny
koncentrace 1é¢iv, vesmés v rozmezi ng/l az pg/l. Je nutno zminit, ze tato mnozstvi jsou
zavisla na rocnim obdobi, fyzikalné-chemickych vlastnostech analytli, i€¢innosti odstranéni
v COV, faktoru zfedéni vodniho toku a dal§ich. Zminéné koncentrace jsou vsak velmi nizké,
aby predstavovaly akutni riziko. U nékterych 1éCiv byl vSak zjiStén vyssi ekotoxikologicky
potencidl, pfipadn¢ byla prokazéna bioakumulace v organismech. Ve studii pochazejici ze
severni Ameriky byla prokdzana bioakumulace diltiazemu, Iéku uzivaného pii hypertenzi, a to
v télech ryb a vodnich ptakid. K vySetfeni byla pouzita plazma téchto zivocicht, ktefi se
vyskytovali v kontaminovanych vodnich tocich za odtokem z COV. Bylo zjiiténo, e
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koncentrace diltiazemu v plazmé ryb byla 21,6krat vyssi nez ve vodé. Koncentrace v piipadé
ptaciho druhu orlovce ficniho byla v porovnani s rybami prevysena jesté 4,71krat. Je vSak
nutno upozornit na to, ze vysledky této prace se liSily s ohledem na sledované lokality, druhy
ryb a konkrétni individua [15, 16, 17, 18].

Mnoho farmak je vaci zivotnimu prostfedi perzistentni. Naptiklad antiepileptikum
karbamazepin pfetrvava v pid€ po dobu témef 40 dni beze zmén. Odtud pronikd do
zemédelskych plodin a akumuluje se zejména v jejich listech. Dtivod, pro¢ expozice téchto
latek vici necilovym organismiim je témef konstantni, mize zaptiCinit predev§im jejich
nepretrzité uzivani pacienty [18].

Santos et al. (2012) do své souborné prace shrnuli pozorovani osudu Iéciv v akvatickém
prostiedi; ke zpracovani pouzili udaje ze 183 ¢lankd publikovanych v obdobi 1996-2009.
Z 0daji vyplyva, ze k nejcastéji analyzovanym 1é¢iviim v Zivotnim prostiedi patfi antibiotika,
nesteroidni protizanétlivé latky, hypolipidemika, antiepileptika, pohlavni hormony,
antihypertenzivni latky zahrnujici beta-blokatory a dalsi [14].

2.1.4.1 Beta-blokatory v Zivotnim prostiedi

Podle meziro¢niho ¢tvrtletniho srovnani pro rok 2014-2016, vydaného Statnim ustavem pro
kontrolu 16¢iv (SUKL), bylo v CR distribuovano kazdoro¢né 12—13 milionti kusti baleni 1ékd
urcenych pro kardiovaskularni systém, coz odpovidd 18-20 % z celkového mnozstvi baleni.
Z vyse uvedeného dale vyplyva, ze mnozstvi dodanych baleni beta-blokatorii ¢ini kazdoro¢né
pro prvni kvartdl asi 2 miliony, tj. pfiblizn¢ 66 milioni doporucené denni davky. Tyto
hodnoty vsak nepopisuji redlnou spotiebu 1ékti pacienty. Naproti tomu odhadovana spotieba
beta-blokatorti v Némecku ¢ini kazdoro¢né asi 100-250 tun. Zminiovany udaj pochdzi z roku
2005 [19, 20].

Vyuziti téchto 1é¢iv neni uréeno pouze pro humanni ucely, miizeme se s nimi setkat také ve
veterindrni mediciné. Kromé toho slouzi n€kterym sportovcim jako nelegalni doping. Pii tak
hojné spotiebé je prokazan vyskyt nejen v COV, ale také v povrchovych vodach. Napiiklad
v tureckych tekadch byly stanoveny koncentrace v rozmezi 2,3-122 ng/l pro atenolol a
19,3-561 ng/1 pro propranolol [19, 21].

Rovnéz byl prokazan ekotoxikologicky efekt u nekterych druhii organismi. Sladkovodni
ryba medaka japonskd byla vystavena po dobu dvou tydnid u¢inkiim 500 pg/l propranololu.
Béhem této doby doSlo ke snizeni tempa ristu. Dale byly shleddny zmény v hladinach
vedly rovnéz k niz8i produkci jiker. Na druhou stranu, akutni expozice pstruha duhového
propranololem (70,9 pg/l) neprokazala snizeni tepové frekvence [14].

Dalsi dopady negativniho piisobeni beta-blokatorii na necilové organismy byly popsany ve
studii, kterd pojedndva o vystaveni plze pisecnika novozélandského ucinkiim solatolu
o koncentracich 0,05 pg/l, 1,0 pg/l a 6,5 w1l Autoii studie ocekavali snizeni poctu embryi,
zpomaleni riistu dospéleti a mensi velikost narozenych jedincii. Kromé toho byl ptfepokladan
rovnéz konstantni trend umrtnosti. Oproti hypotéze se po 56 dnech vyrazné zvysilo mnozstvi
embryi; pfi koncentraci 0,05 pg/l solatolu byl 107% nartst v porovnani s plzi ve standardnich
podminkach. Pro koncentraci 1,0 pg/l tento nartst ¢inil 73 %, pii vySSich davkach nebyly
zpozorovany zadné zmény [22].
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2.2 Cisténi odpadnich vod

2.2.1 Odpadni vody

Zakon ¢. 254/2001 Sb., o vodiach a o zméné nckterych zdkonli (vodni zékon), ve znéni
pozdéjsich predpisii § 38 odst. 1 a 2, definuje odpadni vodu takto:

»(1) Odpadni vody jsou vody pouzité v obytnych, prumyslovych, zemédelskych,
zdravotnickych a jinych stavbach, zarizenich nebo dopravnich prostredcich, pokud maji po
poucziti zmenénou jakost (sloZeni nebo teplotu), jakoz i jiné vody z téchto staveb, zarizeni nebo
dopravnich prostredkii odtékajici, pokud mohou ohrozit jakost povrchovych nebo podzemnich
vod. Odpadni vody jsou i prisakové vody z odkalist, s vyjimkou vod, které jsou zpétné
vyuzivany pro vlastni potrebu organizace a vod, které odtékaji do vod diilnich, a dale jsou
odpadnimi vodami priisakové vody ze skladek odpadu.

(2) (...) Za odpadni vody se ddle nepovazuji srazkové vody z destovych oddelovacu, pokud
oddelovac splnuje podminky, které stanovi vodopravni urad v povoleni. Odpadnimi vodami
nejsou ani srazkové vody z pozemnich komunikact, pokud je znecisténi téchto vod zavadnymi
latkami FeSeno technickymi opatrenimi podle vyhlasky, kterou se provadi zakon o pozemnich
komunikacich. “ [23]

Na zakladé ptivodu a zdroje znecisténi délime odpadni vody na:
= splaskové vody — jsou to odtoky z domacnosti, stravovacich zafizeni, ubytovani
= primyslové odpadni vody — jedna se o vodu znecisténou vyrobnim procesem
= méstské odpadni vody — odtékaji vefejnou kanalizaci; jejich soucasti jsou splaskové
vody miSené nejcastéji s priimyslovymi odpadnimi vodami;
= aj.
Vzhledem k jejich zdroji se koncentrace latek v nich obsazenych mohou vyrazné lisit a
mohou mit podstatny vliv na fyzikdlné-chemické a biologické vlastnosti nebo na
bakteriologicky charakter vody. Tento fakt je velmi dilezity pro spravné navrzeni vhodné
technologic COV [24].

2.2.2 Méstské a splaskové odpadni vody

Pokud se v obci nenachazi zadny pramysl, 1ze méstské odpadni vody nahradit nazvem vody
splaskové. Vyznamnym charakterem splaskové vody je jeji pomérné konstantni sloZeni.
Hlavnim zdrojem zne€isténi jsou tuhé fekalie a moc, odkud se do vody dostavaji predevSim
organické latky. Jedna se zejména o sacharidy a jejich produkty, lipidy (v€etné mastnych
kyselin) a aminokyseliny. Zna¢né ¢ast znecisténi pochazi také z pracich a Cisticich prostiedkt
(zde mizeme uvést tenzidy, mydla, fosforeCnany a dalsi), v€etné zbytkii potravin a tukd.
Nesmime opomenout ani mnozstvi rozliénych mikroorganismi pfispivajicich k hygienické
zavadnosti vody [24].

Zavedenou jednotkou, vyjadiujici koncentraci zneciSténi odpadni vody, se rozumi
tzv. ekvivalentni obyvatel (EO). Oznacuje primérné denni znecisténi jednim obyvatelem,
které¢ odpovida 60 g BSKs. V nasledujici Tabulce 2.5 je prezentovano mnozstvi a druh
zne€iSténi jedincem a odpovidajici hodnoty ukazatele BSKs. Zminéné udaje se vztahuji na
sttedni Evropu, avSak pro konkrétni mésta mohou byt vyrazné odliSna [25, 26].
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Tabulka 2.5 Specifické znecisteni — primérné denni znecisteni jednim obyvatelem za jeden
den a k nim odpovidajici hodnoty BSKs. Vsechny hodnoty uvedené v tabulce jsou vyjadreny
v gramech [25].

Latky Anorganické Organické Veskeré BSKs
nerozpusténé 15 40 55 30
= usaditelné 10 30 40 20
= neusaditelné 5 10 15 10
rozpusténé 75 50 125 30
veskeré 90 90 180 60

Jak jiz bylo zminéno, soucasti méstské odpadni vody byva i podil vody z priimyslu. Ta se
vSak vyznacuje rozmanitym chemickym sloZzenim (pievladaji organické nebo anorganické
latky). Na podkladé téchto udaji Ize konstatovat, ze slozeni méstské odpadni vody je zavislé
nejen na vyskytujicim se primyslu v okoli, avSak zalezi také na denni i ro¢ni dob¢, Zivotni
Girovni obyvatelstva a dal§ich faktorech. V tomto piipadé pro navrh spravné pracujici COV je
nutné dikladné zanalyzovat vzorek odpadni vody a vénovat ndlezitou pozornost zejména
vsem dulezitym ukazatelim (BSKs, CHSK, atd.) [24, 27].

2.2.3 Kapacita Cistiren odpadnich vod

Natizeni vlady ¢.401/2015 Sb., o ukazatelich a hodnotach piipustného zneciSténi
povrchovych vod a odpadnich vod, nélezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do
vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech, klasifikuje kapacitu COV podle

poctu EO.
1. <500 EO
2. 500-2000 EO
3. 2001-10 000 EO

b

10 001-100 000 EO
5. >100 000 EO

K zatazeni Cistirny do konkrétni kategorie je nezbytné sledovat maximalni primérné
tydenni zatizeni na ptitoku béhem roku. Z nasbiranych dat jsou vylouceny hodnoty ziskané
pfineobvyklych situacich, ptivalovych destich a povodnich [28].

2.2.4 Postupy ¢isténi odpadnich vod

Surové voda piichazejici kanalizaci do COV je nejdiive podrobena mechanické separaci. Ta
pisku. V této casti lze také separovat tuky. Poslednim stupném prvni faze je sedimentace
probihajici v usazovacich nadrzich. Mechanické predCisténi ma dilezity vyznam jednak
z hlediska ochrany COV pted poruchami, jednak jsme schopni timto zptisobem odstranit
ptiblizné 30 % organickych latek [25, 26].

Nésleduje faze biologického CciSténi, ktera ma podstatny vyznam pro odstranéni
organického znecisténi. Pro vlastni chod jsou vyuzivany mikroorganismy (tzv. aktivovany
kal), které rozkladaji a premenuji organické latky na vlocky, tzn. vyuzivaji je pro stavbu
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bunécné hmoty a procesu rozmnozovani. Povrch vzniklych vlocek je dalezity pro dalsi sorpci
a koagulaci latek pfitomnych v odpadni vodé. Timto zplsobem se odstraiuji nejen
nerozpusténé, ale i rozpusténé latky nezbytné pro riizné enzymatické drahy mikroorganismii.
Na zéklad¢ vstupnich podminek a naslednych dé&jii rozdélujeme biologické ¢isténi na aerobni
a anaerobni procesy [25, 26, 29].

2.2.4.1 Aerobni procesy
Pro spravnou cinnost €iSténi aerobnim procesem je nutnd ptitomnost vzduchu, konkrétné
molekularniho kysliku. Bakterie rozkladajici organické slouceniny spotfebovavaji kyslik a
vlastnimi biochemickymi pochody cerpaji nasledné energii pro sviij zivot. Vyslednym
produktem je proto uvolnény CO; pfeménény z vychozich organickych latek. Redukei kysliku
potom dostavame vodu. Nedilnou soucasti pro narlist a vznik novych bunék je pfitomnost
anorganickych biogennich prvka [29].

organicka hmota
(substrat)

+ disimilace _— CO; + H,0 + NHj3 + energie
biogenni prvky
(N, P, aj.)

+
mikroorganismy | asimilace E— nové bunky + zasobni latky
+
kyslik

exogenni endogenni
metabolismus metabolismus

Obrazek 2.5 Schéma procesu rozkladu organickych latek pomoci mikroorganismii v aerobnim
prostiedi [29].

Pro biologické ¢iSténi aktivovanym kalem je nejdiive nutnd samotna aktivace. Ta probiha
v aktivani nadrzi, kterd je intenzivné¢ provzdusnovdna. Misenim odpadni vody
tvofené bunécnym dentritem bakterii; mohou vSak obsahovat idalS$i organismy (houby,
kvasinky) nebo koloidni nerozpusténé latky obsazené ve vod¢ [26, 29].

Vysoka koncentrace aktivovaného kalu je zasadni pro celkovou rychlost rozkladu
organické hmoty. ReSeni bylo nalezeno v recirkulaci aktivovaného kalu z dosazovaci nadrze
umisténé za aktivacni nadrzi. VétSina kalu je timto zplisobem vracena zpét a piebyteéné
mnozstvi se po usazeni od¢erpava k dalSimu zpracovani [24, 26].

2.2.4.2 Anaerobni procesy
Na zdklad¢ souboru né€kolika druhli anaerobnich bakterii dochdzi k naslednym a navzijem
propletenym biochemickym pochodiim, béhem nichz se v anaerobnim prostfedi rozkladaji
pivodni organické latky na vysledné produkty CH4 a CO,. Pribéh anaerobniho rozkladu je
pomérné slozity a musi byt udrzovan v dynamické rovnovéaze. Bez ni dochdzi k poklesu
efektivity celého déje. Rychlost a stabilita procesu je vyrazné ovlivnéna teplotou, hodnotou
pH a koncentraci inhibujicich a toxickych latek [30].
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2.2.4.3 Porovndni aerobnich a anaerobnich procesii
Z energetického i1 ekonomického hlediska se jevi jako uspornéjsi proces anaerobniho Cisténi.
Jak ukazuje Tabulka 2.6, energie ulozend v bioplynu muize slouzit jako usporny zdroj pro
chod dCistirny [29].

Tabulka 2.6 Energeticka bilance pro aerobni a anaerobni proces. Porovnani vyuzitelné volné
energie [29].

spotieba na syntézu
P y ztrata ve formé tepla  energie v bioplynu

biomasy
aerobni proces 60 % 40 % —
anaerobni proces 5-7% 3-5% 90 %

Vyhody pri pouziti anaerobnich technologii:
= Spotieba energie — aerobni procesy jsou energeticky nevyhodné, protoze aerace
vyzaduje zdroj energie. Naproti tomu pii anaerobnim ¢isténi dochazi ke vzniku
bioplynu, ktery miize byt dale vyuzivan.
= MnozZstvi biomasy — pouze 5 % uhliku je pfeménéno na biomasu, zbylych 95 % je
produkovéno ve formé bioplynu. Nésledna stabilizace kalu je z pohledu energie
skromna a ne vzdy nutna.
Vyhody aerobnich procesii:
= Reakéni rychlost — vzhledem ke skutecnosti, Ze rychlost riistu anaerobnich
mikroorganismii je del§i, je tim ovlivnéna celkova reakéni rychlost procesu.
V takovém piipad¢ je potom nutno pocitat také s vétSimi objemy reaktorli, coZ neni
u aerobniho ¢isténi nutné.
= Senzitivita — fada provedenych studii poukazuje na vysokou citlivost anaerobnich
Cisticich metod, nebot” existuje Siroka Skala toxickych anorganickych i organickych
latek (napt. tézké kovy, amoniak, chlorfenoly) inhibujicich tento proces [29, 31, 32].

Ackoliv redukce stejného mnozstvi znec€iSténi je u anaerobni technologie vzdy levnéjsi,
v praxi se vyuziva bud’ v ptipad¢ vysokého organického znecisténi na vstupu, nebo v ptipadé
jinych problémt znemoziujicich pouziti aerobniho ¢isténi [30].

2.2.4.4 Terciarni cisténi

Terciarni ¢isténi slouzi k dalSimu snizovéani koncentraci polutanti vyskytujicich se ve vode¢.
Existuje fada procest, avSak jejich vybér zavisi na konkrétnich latkach, které maji byt
eliminovany. Timto zplGsobem miZeme odstranit rozpuSténé organické slouceniny,
rozpusténé nutriety (fosfor a dusik) nebo tézké kovy. Metoda pracuje s filtry (piskovy,
uhlikovy), pfipadné¢ mize vyuzivat elektrodialyzu, reverzni osmézu nebo ionexy. Mezi
zpusoby tercidrniho €isténi patii také pouziti chemickych aditiv, tj. koagulantl (napf. siran
hlinity), nebo oxidac¢nich ¢inidel (ozon, peroxid vodiku). Prestoze tato metoda cisténi je
schopna odstranit vice jak 95 % kontaminantli, neni v praxi tak Casto vyuzivana, protoze
jednotlivé procesy mohou byt zna¢né finanén€ narocné [33].

V arealu COV Brno-Modfice jsou v ramci projektu LIFE2Water testovany pilotni jednotky
s vyuzitim sonolyzy ozonu, ultrafiltrace a kombinace mikrofiltrace s UV zafenim.
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Ze ziskanych dat bude vyhodnocena ucinnost eliminace primyslovych latek (bisfenol A,
nonylfenoly atd.), pesticidli, vybranych lé¢iv a bakterii fekalniho znecisténi. Vysledky tohoto
projektu by mély byt prezentovany v druhé poloviné ¢ervna 2016 [34].

2.2.5 Léciva v odpadnich vodach

Rezidua 1é¢iv se do odpadnich vod dostévaji kazdy den. At uz se jedna o pivodni formu nebo
degradovany produkt metabolického procesu, vyznamnym zdrojem znecisténi je lidsky
organismus. Jako dals$i zdroje kontaminace vSak nesmime opomenout ani odpadni vody ze
zdravotnickych zafizeni nebo z primyslové produkce. COV tak hraji dileZitou roli pfi
eliminaci téchto latek zvody a zamezuji jejich dal$imu Sifeni do Zivotniho prostiedi.
Predpoklada se, ze pro spravné odstranéni rezidui je dulezitd sorpce na aktivovany kal a
biodegradacéni procesy [12].

Sorpce na aktivovany kal je mechanismus, ktery mtize byt ovliviiovan nékolika zplsoby.
V prvnim piipad¢ se jedna o absorpci. Dochéazi tak k hydrofobnim interakcim alifatickych a
aromatickych skupin latek s lipofilnimi bunéénymi membranami mikroorganismt, piipadné
s lipidickymi frakcemi nerozpusténych latek. Druhou moznosti je adsorpce, pfi které dochazi
k vzajemnému plsobeni kladné nabitych ¢astic a zdporné nabitych povrchi mikroorganismii
aktivované¢ho kalu, a to v disledku plisobeni elektrostatickych sil. Naproti tomu u¢innost
biodegradac¢nich procesi je Uzce spjata s vlastnostmi biomasy, charakterem sloucenin a také
provoznimi parametry COV (zejména aplikovanou technologii zaloZzenou na mmnoZstvi
prebyte¢ného kalu) [35].

Vyskyt konkrétnich 1é¢iv v odpadnich vodach je zavisly zejména na jejich ¢astém uzivani
pacienty. Z posbiranych dat pochéazejicich z témet 80 ¢lanki vyplyva, Ze nejvyssi koncentrace
na ptitoku do COV byly prokazany u ibuprofenu (az 373 pg/l). Tyto vysledky se shoduji
s nejnové&j§imi analyzami SUKL, znichz vyplyva, Zze ibuprofen je nejvice distribuované
lé¢ivo podle kust baleni [20, 35].

Z prezentované studie dale vyplynulo, Ze pfitomnost lé¢iv na ptitoku méstskych odpadnich
vod se obecné pohybovala viadech 10°-10%pg/l ivice. V porovnani s koncentracemi
vySetfovanych latek na odtoku nedochdzelo vzdy k u¢innému odstranéni béhem Cisticich
procesti [35].

V publikované $vycarské studii byl pozorovan vliv pouzité technologie COV na G&innost
eliminace atenololu. Nejvyraznéjsi pokles koncentrace atenololu na odtoku se v tomto ptipadé
projevil u Cistirny vyuzivajici piskovy filtr k terciarnimu ¢isténi [6].

Narvaez a Jimenez (2012) zpracovali do své publikace idaje o vyskytu 1é¢iv ptfitomnych
v odpadnich vodach z COV a jejich dopadu na Zivotni prostiedi. Bylo zji§téno, Ze nékteré
Cistirny nemaji uc¢inné postupy pro eliminaci 1é¢iv (atenolol, metoprolol, diklofenak aj.)
z odpadnich vod. U téchto specifikovanych latek bylo prokazano, ze vzhledem ke koncentraci
na vstupu do &istirny bylo odstranéno pouze 10 % ué¢innych latek. Pro jiné COV vsak byla
zjiSténa vysoka ucinnost pii odstranéni propanololu, ktera dosahovala az 96 % [15].
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2.3 Analyza 1é¢iv v odpadnich vodach

2.3.1 Odbér, konzervace a skladovani vzorki

Vzorkovéani odpadnich vod je provddéno zriznych divodii. Miize se jednat o sledovani
dodrzovani limiti vypousténého znecisténi, dale stanoveni koncentraci kontaminantti, zatizeni
Cistirny nebo pozorovani vstupnich a vystupnich hodnot sledovanych léciv. Ziskana data
mohou pfispét k tomu, Ze miize byt piedchdzeno problémiim s fizenim kvality ¢iSténi na dané
COV, lze vyhodnocovat distici u€innost, eventudlné¢ posuzovat vliv COV na znedisténi
zivotniho prostiedi [36].

Reprezentativnost je jednou z nejdulezitéjSich vlastnosti kazdého vzorku. Snahou je vzdy
ziskat objektivni obraz, ktery zarucuje pravdépodobnost rozlozeni pozorovaného znaku, ktera
odpovida tomuto poméru v celé vysetfované matrici. Spatnym provedenim vzorkovani nebo
konzervace dochazi k chybam, které jsou jiz vétSinou nevratné. Proto je nutné vénovat této
casti komplexniho analytického procesu nejvétsi pozornost. Pfed samotnym odbérem vzorku
je zapotiebi védét, jaké analyty budou sledovany. Na zékladé toho je vhodné sestavit si plan
celého procesu, zahrnujici spravné zvoleny typ vzorkovnic, transport a uchovani; pouze takto
lze predchazet moznym chybam [37].

S ohledem na vlastnosti vySetfovanych latek se vzorky odebiraji do sklenénych (obvykle
sodno-vapenato-kiemicitych) nebo plastovych (PE, PTFE, PVC, PET) vzorkovnic, popf. je
pouzito piimo odbérového zafizeni. Klasicky odbér vody mize mit dvé podoby. V prvnim
ptipad¢ hovofime o vzorku prostém, ktery byl odebran jednordzové a nahodile. Druhou
variantou jsou vzorky smésného typu, jimiZz se rozumi vice vzorkd ziskanych v uréitém
Casovém intervalu, a které byly smiseny ve shodném poméru. Pomérem je mysSlen shodny
objem jednotlivych vzorkii nebo objemy umérné prutokliim. Vybér mista (bod odbéru)
vychazi z planu vzorkovéani. Pfednost se davd mistim, kde je voda dobfe promichdvéna a
nedochazi tak k vertikalni stratifikaci [36, 37].

ProtoZe velka ¢ast analyti podléhd zménam, je kladen diiraz na co moznd nejkrat$i dobu
mezi odbérem a vlastni analyzou. V praxi neni vzdy jednoduché splnit tento pozadavek; proto
je tfeba omezit problémy zplsobené rozkladem latek. Pro tyto ucely se vyuziva predevSim
zchlazeni vzorku, Giprava pH nebo piidavek konzervacnich ¢inidel [37].

Vhodnym vzorkovanim, konzervaci i postupem pro vypracovani celého programu se v CR
zabyvaji cCeské technické normy. V nasledujicim pifehledu uvadime normy obecného
charakteru vcetné norem vztahujicich se k odpadnim vodam:

= (SN EN ISO 5667-1 (757051) Jakost vod - Odbér vzorka - Cast 1: Navod pro navrh
programu odbéru vzorkil a pro zptisoby odbéru vzorkd.

= (SN EN ISO 5667-3 Kvalita vod - Odbér vzorkii - Cast 3: Konzervace vzorkii vod a
manipulace s nimi.

= CSN ISO 5667-10 (757051) Jakost vod. Odbér vzorki. Cast 10: Pokyny pro odbér
vzorkl odpadnich vod.

= (SN ISO 5667-14 (757051) Jakost vod - Odbér vzorki - Céast 14: Pokyny
k zabezpecovani jakosti odbéru vzorkli vod a manipulace s nimi.
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2.3.2 Uprava vzorku

Uprava vzorku pied samotnou analyzou je nedilnou soudasti kazdého stanoveni. Tento krok je
témét samoziejmosti v souvislosti s jeho zneciSténim (vzorek odpadni vody), ptipadné
vzhledem k jeho komplexnimu sloZeni. Soucasti procesu Gpravy mize byt piimo i nasledna
izolace a zakoncentrovani analytu. Posledni dva kroky jsou velmi dulezité pro stanoveni
nizkych az stopovych mnozstvi analyzovanych latek. Vzhledem k tomu byly vyvinuty metody
zalozené na extrakci vzorku [38].

2.3.2.1 Extrakce tuhou fazi

Pfi analyze vzorkil ze Zivotniho prostfedi je hlavnim zadmérem environmentalni analyzy
pfedevSim snizeni mnoZstvi pouzitych organickych rozpoustédel b&hem extrakce, dale
zmenseni velikosti pristrojového zatizeni, redukce jednotlivych operaci apod. V dnesni dobé
se pro tyto ucely nejcastéji pouziva extrakce tuhou fazi (SPE - Solid Phase Extraction). Tato
metoda eliminuje nevyhody extrakce kapalina-kapalina (objem pouzitého organického
rozpoustédla, moznost tvorby emulzi, toxicky odpad, cena, Cas atd.). Velkou ptednosti SPE je
vy$si ucinnost zakoncentrovani a moznost prace v terénu [38, 39].

Sorbenty pouzivané pro SPE jsou naplnény do polypropylenovych kolonek, které maji
svrchu 1 zespodu umisténou fritku, aby tuha faze nepropadla ven. Druhou variantou jsou disky,
v nichz je sorbent protkdn se sklenénymi nebo PTFE vlakny. Nejcastéji se jako sorbent
pouzivé silikagel a jeho rizné modifikace, dale alumina, florisil, aktivni uhli, porézni grafit,
TiO; a ZrO,. Dulezitou ulohu sehravaji také polymery. Jako hlavni zastupce kopolymert Ize
uvést predevSim poly(styren-divinylbenzen), poly(N-vinylpyrrolidin-divinylbenzen) nebo
poly(methakrylat-divinylbenzen). Nesmime vSak zapomenout ani na sorbenty pracujici na
principu iontové vyménnych fazi (ionexy) a na molekularné vtisténé polymery (MIPs). Vybér
kolonky s vhodnym sorbentem zalezi na vlastnostech analytu, sorbentu, ale také na jeji cené
[39, 40].

Diky interakcim probihajicim mezi vzorkem, tuhou fazi a pouzitym rozpoustédlem, se na
sorbent navazi pouze slozky se silnym vzajemnym pusobenim a zbylé vyteCou ven spolu
s organickym rozpoustédlem. Analyt je mozno eluovat z kolonky bud’ tepelnou desorpci
s naslednou analyzou na plynovém chromatografu, nebo pomoci rozpoustédla o vyssi elucni
sile. Po zakoncentrovani jej mulzeme analyzovat metodou plynové nebo kapalinové
chromatografie (problematika vzéajemnych interakci je vice popsana
v kapitole 2.3.3 Chromatografie) [38, 39].

Cely postup SPE muze byt popsan nasledujicimi kroky:

1. Kondicionace vhodnym rozpoustédlem — aktivace sorbentu.

2. Aplikace vzorku — analyt se v kontaktu se sorbentem zachyti a tim se odd¢li od
vétSiny matrice.

3. Promyti sorbentu — nebo také eluce interferentii je krok, pfi némz se odstrani
necistoty a analyt se takto dale zakoncentrovava. Volba rozpoustédla je zavisla na
nerozpustnosti analytu.

4. Desorpce analytu — viz vyse.

Pro zvySeni pratoku sorpcni kolonkou se vyuziva pretlak na vstupu nebo podtlak na vystupu
[38, 39].

22



KOMDICIOMACE APLIKACE VZORKU PROMYTI ELUCE
g1 4

e 77 9 qdr
—'@“Q

L

[ T T

[ANAL'I"T & INTERFERENTY = ® tl

Obrazek 2.6 Priibeh extrakce tuhou fazi [41]. Upraveno.

Vyber kolonek pro beta-blokatory

V posledni dobé se kolonky s naplni modifikovaného silikagelu C18 pro kardiovaskuldrni
lé¢iva vyuzivaji jen zfidka. V mnoha studiich se dava pfednost novym polymernim sorbentim
slozenych z lipofilniho (divinylbenzen) a hydrofilniho monomeru, napt. Oasis® HLB nebo
Strata X. Rovnéz byl sledovan vliv hodnoty pH (4; 7,5; 10) na vytéznost beta-blokatori na
kolonce Oasis® HLB. Z vysledkii vyplyva, Ze nejvyssi vytéznosti (vice jak 60 %) bylo
dosazeno pii pH 10. Naopak nejniz$i ucinnost vykazovala kolonka v kyselé oblasti (méné jak
10 %) [42].

Porovnanim publikaci ztéto v&dni oblasti bylo potvrzeno, Ze kolonky Oasis® HLB
opravdu patii mezi ty nejvhodnéj$i. Vysoka vytéznost se také potvrdila u kolonek s ionexy
(Oasis® MCX). RovnéZ bylo zjisténo, Ze n&které beta-blokatory se nejlépe zachycuji na
sorbentech na bazi MIPs [6, 16, 21, 35, 43].

2.3.3 Chromatografie

Ackoliv byla chromatografie poprvé popsdna a pouzita ve 20. stoleti ruskym botanikem
Cvétem, mizeme se s timto procesem bézné setkavat i v piirodé€, kde probihd samovolné [44,
45, 46].

Obecnym principem chromatografie je separace slozek obsazenych ve vzorku mezi dvé
faze, a to na zéklad¢ rtizné afinity ke stacionarni fazi (viz nize). Pro detailnéj$i porozuméni
tohoto mechanismu je dtlezité predstavit si na pohled rovnovazny systém, ktery je rozdélen
na dvé faze, vnémz jednotlivé Castice (molekuly, ionty) mezi sebou neustdle interaguji
(adsorpce, chemisorpce, uplatnéni intermolekularnich sil), porusuji rovnovahu ve fazich a za
ucelem vyrovnani koncentracniho gradientu opét difunduji. Tyto prechody jsou ndhodné a
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straveny Cas molekul v kazdé fazi je rozdilny. Pti zachovani jednotnych podminek je vSak
v daném casovém intervalu primérnd doba vyskytu slozky v kazdé fazi neménna. Tento fakt
je nepostradatelny pro prubeh chromatografického procesu [44, 46, 47].
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Obrazek 2.7 Princip separace dvou latek v kolone chromatografu [48].

Jak jiz bylo zminéno, nedilnou souc¢ésti chromatografie je pfitomnost dvou fazi s fazovym
rozhranim. Faze se od sebe lisi ve svych fyzikalnich i chemickych vlastnostech. Prvni faze se
nazyva mobilni neboli pohybliva. Jeji skupenstvi miize byt kapalné, plynné, popi. tekutina

v nadkritickém stavu. Skupenstvi druhé faze, ktera je naopak stacionarni (nepohybliva), se
vyskytuje v rozlicnych formach. Jednd se predevsim o pevné Céstice velikosti v rozmezi

v

mikrometrt (zde plati, ze ¢im mensi ¢astice jsou, tim U€inngjsi je 1 separace). Dal$i moznosti

podoby sorbentu (stacionarni faze) je napf. vyuziti tenkych filmt kapaliny nanesenych
z vnitini strany kapilary [47, 49, 50].

Rozdéleni chromatografie 1ze posuzovat z vice hledisek. Zakladni piehled je prezentovan
v nasledujici Tabulce 2.7.

Tabulka 2.7 Prehled nejdiilezitéjsich chromatografickych technik [50].
. - . L . . UZivany
Faze mobilni Faze stacionarni Chromatograficka technika
symbol
plyn (plynov kapalina plynova rozdé€lovaci chromatografie GLC
chromatografic) tuha latka plynové adsorp¢ni chromatografie GSC
kapalinova rozdélovaci chromatografie LLC
kapalina
kapalina gelova permeacni chromatografie GPC
(kapalinova
chromatografie) kapalinova adsorp¢ni chromatografie LSC
tuha latka
iontova chromatografie IEC
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2.3.3.1 Kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography) a
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra-High Performance Chromatography)
vyuzivaji k separaci smési latek kapalinu jako mobilni fazi. Chromatografickd kolona
obsahuje staciondrni fazi, kterd by méla mit urcité parametry, zejména byt chemicky a tepelné
stabilni. Reakce, pfipadné rozpustnost v mobilni fazi je zcela nepfipustna, nebot’ by mohlo
dojit ke snizeni citlivosti detekce a selektivity stacionarni faze. Bézn¢ pouzivanymi naplnémi
byvaji  anorganické oxidy (silikagel, Al,Os;, TiO;), modifikovany silikagel
(napft. oktadecylsilikagel C;sg), polymerni a hybridni staciondrni faze nebo porézni grafitovy
uhlik a jeho modifikace [48].

Vyhodou, a také hlavnim diivodem aplikace této metody je pouzitelnost pro separaci méalo
tékavych a netékavych latek, dale potom jeji vyuziti pro teplotné nestdlé vzorky. HPLC a
UHPLC jsou vhodné jak pro analyzu polarnich, tak také nepolarnich latek. Mezi dalsi
pfednosti kapalinové chromatografie patii moznost ovlivnéni retence slozek daného vzorku
pouzitim rozpoustédla (popf. jeho smési) o rtizné polarité. Mobilni fize mlze separovat
jednotlivé slozky smési na zdklad¢ konstantniho slozeni (tzv. isokratickd eluce), nebo lze
v priabéhu analyzy programové menit jeji slozeni a tim zvySovat silu eluce (tzv. gradientova
eluce). Isokraticka eluce se vyuziva predev§im v piipadé podobnych fyzikdIné-chemickych
vlastnosti jednotlivych slozek analytu. Pokud vSak maji analyzované slozky obsazené ve
vzorku své fyzikalné-chemické vlastnosti rozdilné, dava se ptednost eluci s gradientovym
pribéhem. Povaha mobilni fdze miize mit znacny vliv na rychlost analyzy, Sitku pikid i na
kapacitu separace, tj. mnozstvi pikd, které 1ze v daném ¢asovém tseku rozdélit az na zakladni
linii [47, 48, 49].

V posledni dobé je nezbytnym pozadavkem Setrnost k zivotnimu prostfedi, a to nejen
v analytické chemii. Pii pouziti HPLC se spotiebovava relativné vysoké mnozstvi
organického rozpoustédla, a také celd metoda klade vyssi naroky na Cas separace. Z tohoto
diivodu byla vyvinuta metoda UHPLC. Aparatura se li§i ve velikosti ¢astic sorbentu (ty se
pohybuji vtadu 1,5-2 um), délce pouzité¢ kolony (50 az 150 mm), s vnitinim primérem
obvykle 2,1 mm. Vzhledem ke snizeni pritoku v koloné bylo nutné zvysit tlak az na 100 MPa
a vice, v porovnani s béznym tlakem 30-40 MPa u HPLC. K tomuto ucelu slouzi robustni
Cerpadla. Tato tzv. zelend metoda se vyznacuje nejen niz§imi naroky na pouzita rozpoustédla,
ale zaroven zvySuje citlivost aparatury, G€innost a umoziuje lepsi rozliSeni separovanych
analytli, coZ mé4 obrovsky vyznam pfii stanoveni nizkych koncentraci latek [48, 51].
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Obrazek 2.8 Obecné schéema HPLC [52]. Upraveno.

2.3.3.2 Detektory kapalinové chromatografie

Thned za kolonu, v niz se jednotlivé slozky od sebe separuji, je ptipojen detektor. Jeho tikolem
je detekovat analyt a pfevést jej na metitelny signal. Signél je nejprve zesilen a nasledné je
odesilan k dalsimu zpracovani. Pozadavky na kvalitni detektor jsou rozmanité, uvadime vsak
ptedevsim vysokou citlivost, spolehlivost, nizkou selektivitu, snahu rozliSit mobilni fazi od
signalu analytu a dalsi [47, 49].

Pro kapalinovou chromatografii se vyuzivaji rizné detektory. V nasledujicim piehledu
uvadime ty nejvyznamnéjsi z nich [44, 47, 50].

Fotometrické a spektrofotometrické detektory
Patii mezi nejpouzivanéjsi detektory. Princip je stejny jako u UV/VIS spektrofotometrie.
Plivodni signal /,, je uren pomoci referentni kyvety, kterou zadny analyt neprochazi. Pokles

signalu I pak detekuje pfitomnost latky, ktera absorbuje elektromagnetické zafeni v oblasti
vlnové délky detektoru [38].

ProtoZze velké mnozstvi rozpoustédel v mobilni fazi neabsorbuje zareni v UV/VIS oblasti
(nebo jen velmi madlo), zvySuje se tim vyrazné citlivost tohoto detektoru. Protikladem je
oblast infracervené¢ho zareni, kde je mira absorpce zareni rozpoustédel vysokd, a proto je
jejich vyuzitelnost v kapalinové chromatografii téméf miziva. Detektory jsou vybaveny
pritokovou celou, kterd zhlediska analytickych potfeb musi mit maly objem a velkou
optickou drahu, aby byla citlivost co nejvyssi [44, 49, 50].

Na zéklad¢ vybéru vinové délky lze roz¢lenit zminéné detektory do Etyft typt:

= Detektory s pevné danou vinovou délkou — zdrojem zafeni byva nizkotlaka rtutova
vybojka, jejiz emisni ¢ara ma vlnovou délku 253,7 nm. Dal$im zdrojem, vyuzivajicim
se u téchto typt detektord, mize byt nizkotlaka zinkovéa vybojka (operujici s vinovou
délkou 212 nm), nebo nizkotlakd kadmiovd vybojka (monochromatické zateni
odpovidajici 225 nm).

= Detektory s predem ménitelnou vinovou délkou — vzhledem k mozné vyméné
interferencnich filtrd se nabizi moZnost operovat s rozdilnymi, pfedem nabizenymi
vlnovymi délkami.
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= Detektory s programovatelnou vinovou délkou — vyhodou vyuziti téchto zafizeni je
moznost zmény vinové délky béhem analyzy. Zdroj emituje polychromatické zateni,
z n¢hoz potom monochromator vybird konkrétni vinovou délku vhodnou k detekei,
zpravidla v rozsahu 190-700 nm. Ne&které typy detektorti se vyznacuji vlastnosti
skenovat spektra latek. V takovém piipadé musi byt zastaven tok mobilni faze.
Existuji vSak irychle skenujici spektrofotometrické pfistroje pracujici b&hem
nepierusené¢ho toku. Dalsi varianta predstavuje detektory méfici vice vinovych délek
najednou, maximalné vSak Ctyfi.

= Detektory s fotodiodovym polem (diode array detektor, DAD) — pii kontinudlnim
toku mobilni faze je zaznamenavani signdlu v celé oblasti spektra zajiSténo
fotodiodovym polem.

Princip DAD

Zdroj produkuje zatfeni, které prochazi optickymi prvky a mérnou celou, kde dochézi
k zeslabeni zativého toku absorpci. Spektrum zéafeni je rozlozeno pomoci holografické miizky
a dopadd na diodové pole. Jednd se o malou kiemikovou desticku v délce 1-2 cm, na niz je
umisténo 512-1 024 plosnych fotodiod. Dopadem zafeni na diodu vznikéd fotoelektricky
proud, ktery vybiji kondenzator na ni napojeny. Jeho velikost je Umérna intenzité
dopadajiciho zatrivého toku. Proud potfebny na dobiti kondenzatorti se meti a jeho hodnoty se
ukladaji. Kazda fotodioda slouzi k detekci pouze konkrétni vinové délky, takze cely soubor je
schopen snimat spektra dil¢ich pikli v chromatogramu. Zminény atribut mize vést ke
snadnéjsi identifikaci eluovanych latek [38, 44, 46, 48, 50].

Luminiscencni detektory
V oborech jako je ochrana Zivotniho prostiedi, kde je nutné sledovat velmi nizké (az stopové)
koncentrace riznych latek, hraji vyznamnou roli detektory zaloZené na snimédni emitované¢ho
luminiscenéniho zareni (zejména fluorescence nebo fosforescence). Tato metoda je vysoce
selektivni, protoZe vlastnost luminiscence vykazuji pouze urcité funkéni skupiny, kterym
fikdme luminofory [44, 46].

Monochromatické zatreni prochéazi pritokovou celou, kde fotony dopadajici na molekuly
excituji elektrony ze zakladniho energetického stavu do vyssich singletovych hladin (dochazi
také k excitaci ze zékladnich vibra¢nich hladin do jejich vyssich stavil). K uvolnéni energie a
pfechodu molekuly opét na zékladni stav potom dochézi bud” fluorescencni emisi, nebo mtize
excitovand molekula piejit nejdiive do tripletového stavu a posléze odsud piechodem na
zakladni hladinu emituje fosforescenéni zatfeni. Emise zminénych zafeni ma vyssi vlnovou
délku neZ excita¢ni a tim naopak niz§i energii. Cast energie je nezaiiva a je uvolnéna béhem
pfechodii mezi vibra¢nimi hladinami. V praxi se cast&ji setkdvame s fluorimetrickymi
detektory, jelikoz za normalnich teplot vykazuje tuto vlastnost vétsi mnozstvi latek [46, 47].

Samotné ¢idlo musi byt umisténo tak, aby nepfijimalo signaly excitacniho zafeni a zaroven
aby sila emitované¢ho fluorescen¢niho zafeni byla co nejvétsi. Proto byva cidlo v podobé
fotoelektrického nadsobice konstruovano v pravém uthlu, a to vzhledem ke sméru buzeného
zateni [44, 50].

27



Hmotnostni detektor
Vyuziti on-line spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (také LC/MS) se stava oblibenym
zejména z hlediska vyhod vysoké citlivosti detekce separovanych slozek analytu spolu s jejich
identifikaci pomoci ziskanych hmotnostnich spekter [38, 46, 47].

V prvnim kroku dochézi v iontovém zdroji k ionizaci neutralnich molekul. Pro LC/MS je
vyuzivano tzv. meékkych ionizac¢nich technik za atmosférického tlaku (ionizace elektrosprejem,
chemicka ionizace za atmosférického tlaku, fotoionizace za atmosférického tlaku a ionizace
desorpci laserem). Nabité Castice jsou dale rozttidény podle poméru m/z (hmotnost/naboj) a
urychleny v analyzatoru. Ve finalni f4zi dochazi k detekci a zesileni signalu.

Mezi ptednosti spojeni LC/MS patii napt.:

= detekce analytt pti koeluci pikd,
* informace o struktuie latky a retencni ¢as zvySuji jistotu jeji identifikace,
= analyza slozitych smési a dalsi [48].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Cil

Cilem bakalafské prace bylo stanoveni vybranych 1é¢iv ze skupiny beta-blokatort

v odpadnich vodach pomoci metody UHPLC s DAD. Izolace analyti z matrice byla

provadéna extrakei na tuhou fazi (SPE). Byla provedena analyza realnych vzorkli odpadni
vody odebranych na ptitoku a odtoku z Cistirny. Cilem bylo rovnéz zhodnotit ucinnost

gisticiho procesu pro COV s rtiznym poétem EO a riiznou technologii.

3.2 Pouzité pristroje a pomiicky

3.2.1 Extrakce tuhou fazi

SPE manifold 12G (J. T. Baker™, USA)
SPE kolonky:
»  Supel™-Select HLB 60 mg/3 ml (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko)
»  Supel™-Select HLB 200 mg/6 ml (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko)
»  SupelClean™ ENVI-18 1g/6 ml (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko)
= Qasis” HLB 60 mg/3 ml (Waters, USA)
» Bakerbond® Octadecyl 500 mg/3 ml (J. T. Baker™, USA)
membranova vyvéva KNF lab, LABOPORT

3.2.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity LC system (Agilent, USA)
= Kolona ZORBAX SB-C18, Rapid Resolution HD 2,1 x 100 mm, velikost
castic 1,8 um
= Detektor UV/VIS DAD; zdroj svétla — deuteriova lampa, vlnovy rozsah
190-640 nm, 1 024 fotodiod

3.2.3 Ostatni pristroje a pomiicky

Analytické vahy HR-120-EC (A&D Instruments Ltd., Japonsko)
Milli-Q® Academic (Millipore) — piistroj pro piipravu Milli-Q vody
pH metr inoLab® 730 (WTW s. r. 0., Némecko)
rotaéni vakuova odparka Rotavapor® R-200/205 (BUCHI Labortechnik AG,
Svycarsko)
EVATERM (LABICOM s. 1. 0., Ceska republika) — piistroj pro suseni dusikem
= inertni plyn dusik N, ¢istota 4.7 (SIAD Czech, s. 1. 0.)
Filtry
s LUT Syringe Filter PTFE; 13 mm; 0,45 um (LABICOM s. r. o., Ceska
republika)
= Cronus Syringe Filter Nylon; 4 mm; 0,2 pm (SMI-LabHut Ltd, Velka Britanie)
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o filtracni papiry pro kvalitativni analyzu KA 2, primér 150 mm (Papirna
Perstejn s.r.0. Keseg & Rathousky, Ceska republika)
o sklenéné filtry MN GF-1, pramér 55 mm (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Némecko)
= béZzné laboratorni vybaveni

3.3 Chemikalie a standardy

3.3.1 Chemikalie

= Fosfore¢nan draselny kysely p.a., Lachema n. p. Brno

= Kyselina chlorovodikova — 35 % p. a., Penta

» Hydroxid sodny p. a., Lach-Ner, s. 1. 0.

=  Methanol CHROMASOLV®, for HPLC, ¢&istota > 99,9 % (Sigma-Aldrich s. r. o.,
Némecko)

= Acetonitril HPLC gradient grade, ¢istota > 99,9 % (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko)

3.3.2 Standardy

= Acebutolol hydrochlorid (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko)
= Atenolol, ¢istota > 98 %, TLC (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko)
= Bisoprolol > 98,0 % (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko)

3.4 Sledovana matrice

Pro odbér vzorkil byly vybrany tfi COV li§ici se rtiznou kapacitu EO. Kromé toho se rovnéz
odliSovaly pouzitou technologii pti ¢isténi odpadnich vod.

3.4.1 COV v areilu Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno

Do cistirny odpadnich vod situované na uzemi VFU Brno pfitéka odpadni voda z témét vSech
budov univerzity. Jejim ukolem je ptedCistit a dezinfikovat vodu, kterd je nasledné
vypousténa do kanalizaéni sité¢ mésta Brna. COV byla vystavéna na pielomu 60. az 70. let
minulého stoleti a k jeji ¢astecné rekonstrukci doslo v roce 1992. Pavodni kapacita, ktera
&inila pouze 40 m’/den, byla naprosto nedostalujici pro zvysujici se objem infikované vody.
Na zékladé mozného ptekroceni limiti stanovenych kanalizaénim fddem mésta Brna, byla
v letech 2009-2010 cela Cistirna kompletné zrekonstruovana [53, 54].

Nyni je COV vybavena mechanickym stupném, ktery je slozeny z hrubého pied¢isténi a
usazovaci nadrze, kde dochdzi k produkci primarniho kalu. V biologickém stupni je voda
Cerpana nejprve do aktivacni nadrze, ktera je intenzivné provzdusnovana. Aktivovany kal je
dodavan z dosazovaci nadrze, v niz se voda separuje od nerozpusténych latek. Posledni ¢ast
procesu je vénovana dezinfekci vody chlorem, odkud dale odtéka do vetejné stokové sité [54].

Vznikly kal je nasledné podroben hygienizaci, ktera probiha tak, Ze kal je stabilizovan ve
sterilizatoru pfi teploté 125 °C po dobu 35 minut. Zchlazeny kal je dale rovnéz odvadén do
kanaliza¢ni sité [54].
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3.4.2 COV Mikulov

Kompletni rekonstrukce mechanicko-biologické COV Mikulov byla provedena v letech
2007-2009. Vybudovani nového provozu vedlo k modernizaci technologie a ke zvySeni
kapacity Cistirny na 24 850 EO. Podle kanalizacniho fadu obce Mikulov, vydaného v roce
2009, bylo zatizeni Cistirny pouze 12 331 EO a Gcinnost Cistirny byla 96,3 % [55, 56].

COV Mikulov je vybavena dvéma ob&hovymi aktivaénimi nadrzemi, kde dochéazi ke
sttidani oxickych a anoxickych podminek, a to na zakladé umisténi aeratord v nadrzi. Timto
zpusobem se nejdiive amoniakalni dusik oxiduje na dusitany a potom az na dusi¢nany (proces
nitrifikace v aerobnim prostfedi). V oblasti anoxickych podminek je postupné spotifebovavan
kyslik a pomoci denitrifika¢nich bakterii se dusitany a dusi¢nany redukuji na atmosféricky
dusik. Aby nedochazelo k pfipadné sedimentaci aktivovaného kalu, nadrz je
v neprovzdusiovanych mistech vybavena ponornymi vrtulovymi michadly. Voda v celém
systému cirkuluje s predpokladem dlouhé doby zdrzeni [25, 26, 29, 55, 56].

Obrdzek 3.1 Obéhové aktivacni nadrze COV Mikulov [55].

Voda déle vtéka do dvojice dosazovacich nadrzi, kde se oddéli aktivovany kal. Sbérnym
potrubim je transportovana pro nasledné terciarni docisténi, které je vybavené bubnovym
mikrofiltrem. Vygi§téna voda odtéka do recipientu. COV Mikulov je rovnéz vybavena
chemickym srazenim fosforu a aerobni stabilizaci kalu [55, 56].
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3.4.3 COV Brno-Modfice

Pro mé&sto Brno a jeho $iroké okoli slouzi COV Brno-Modtice. Z diivodu velkého pietizeni a
napojovani dal§ich okolnich mést a obci byla tato Cistirna v minulosti nékolikrat postupné
roziifovana, az v letech 2001-2004 byla zcela zrekonstruovana. Cistirna je nyni projektovana
na 513 000 EO [57].

Pies mechanicky stupen, ktery se sklada z lapaku Stérku, Cesli, lapaku pisku, separatoru
tuku a usazovaci nadrze, teCe zneCiSténa voda do anaerobni nadrze, kde dochazi
k biologickému odbouravani fosforu, neboli k defosfataci. Dale je voda cerpana do ob&hové
anoxické nddrze pracujici na principu pifedfazené denitrifikace. Nasleduje nadrz
s roz¢lenénymi Useky, z nichz jedna cast je vybavena jemnobublinou aeraci. Pro docisténi
zbytkovych dusi¢nanti slouzi ptecerpavani kalu z dosazovaci nadrze zpét do anoxické zony.
Voda obsahujici biologicky neodbouratelny fosfor se mulze docistit davkovanim siranu
zelezitého, popf. v zimnich mésicich je§té v kombinaci se siranem hlinitym. Odtok z COV
Brno-Modfice usti do feky Svratky [58].

3.5 Pozorované analyty

V odpadni vod¢ byla analyzovana tfi lé¢iva ze skupiny beta-blokatorti. Pii vybéru konkrétnich
farmak se piihlizelo pfedevsim k frekvenci pfedepisovani pacienttim. Kromé toho byla dal§im
kritériem snaha zvolit takova 1é€iva, ktera maji rizné farmakokinetické vlastnosti. Proto byly
vybrany acebutolol, atenolol a bisoprolol.

Tabulka 3.1 Vylucovani vybranych beta-blokatoru (acebutolol, atenolol a bisoprolol)
moci a vykaly [42].

Acebutolol | 30—40 % moci; 50-60 % vykaly

Atenolol v nezménéné podobe vylu¢ovano moci vice jak 85 %

Bisoprolol | vylu¢ovan moc¢i (50 % jako metabolity, 50 % v nezménéné formg)

3.6 Pracovni postup

3.6.1 Odbér vzorku

Jednotlivé vzorky odpadnich vod na piitoku i odtoku z COV byly odebirany v terminu od
28. 4. az do 12.5.2016. Nasledujici Tabulka 3.2 ptedstavuje zdkladni informace o vzorcich
z danych Cistiren.

Tabulka 3.2 Data odbérii a typy vzorkii pro vybrané COV.

cov Datum odbéru Typ vzorku
VFU Brno 5.5. prosty
Mikulov 3.5.,4.5. prosty
Brno-Modrice | 28.4.,3.—-5.5.,12.5. | smésny
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Reprezentativnost vzorku vody z COV Brno-Modfice byla zaruéena pomoci specialniho
odbérového zatizeni, které odebiralo vodu v intervalu dvou hodin po dobu jednoho dne. Takto
byl ziskdn 24hodinovy smésny vzorek. Vzorky zostatnich Cistiren byly formou
jednorazového odbéru odebirany ptimo do vzorkovnic.

Vsechny vzorkovnice o objemu 1 litr byly vyrobeny ztmavého skla. Pfedpokladem
k uspésnému dosazeni vysledkl bylo také fadné oznaceni vSech lahvi, kde na popisce byly
uvedeny hodina, datum odbéru a misto odbéru. Po transportu byly vzorky okamzité
zpracovany; pokud to nebylo z ¢asovych diivodli mozné, tak byly uloZeny do lednice o teploté
4-7 °C a zpracovany nejpozdeji do 24 hodin od odbéru.

3.6.2 Preduprava vzorku a extrakce tuhou fazi

Z divodu obsahu nerozpusténych latek, zahrnovala ptfeduprava filtraci za snizeného tlaku,
ktera byla provadéna ptes sklenéné filtry. U odpadni vody z ptitoku byla pted touto Gpravou
prioritné provedena jesté filtrace pies papirové filtry.

DalSim krokem byla izolace a zakoncentrovani analytd pomoci SPE na kolonkach
Oasis” HLB (Waters, USA) o objemu 3 ml a s naplni sorbentu 60 mg. Pro tento postup bylo
vyuzito poznatkl ziskanych studiem védeckych ¢lankt [16, 43]. Kondicionace kolonek byla
provedena 6 ml methanolu a 5 ml Milli-Q vody. Objem aplikovaného vzorku zélezel na jeho
charakteru; pro odpadni vody z p¥itoku bylo pouzito 100 ml, zatimco pro vody z odtoku COV
200 ml vzorku. S ohledem na vytéznost kolonek, kterd je zdvisld na pH, byla uredlnych
vzorkil tato hodnota kontrolovana [42]. Bylo zjisténo, ze hodnota pH se u vSech vzorkl
odpadni vody pohybovala okolo pH 7, a proto ji nebylo zapotiebi upravovat. V Tabulce 3.3 je
prezentovan pouzity postup pro SPE.

Tabulka 3.3 Optimalizovany postup pro SPE.

Kondicionace = 6 ml methanolu
= 5 ml Milli-Q vody

Aplikace vzorku 100 ml z ptitoku

nebo 200 ml z odtoku

Promyti = 5 ml Milli-Q vody

* 1 ml 5% roztoku methanolu v Milli-Q

SuSeni 30-35 min proudem vzduchu

Eluce 2 x 4 ml methanolu

Ze ziskaného eluatu bylo odpatfeno rozpoustédlo pomoci rotaéni vakuové odparky
Rotavapor” R-200/205 (BUCHI Labortechnik AG, Svycarsko) pii teploté 35 °C a tlaku
208 Pa. Odparek byl dosusen proudem inertniho plynu a potom rozpustén v 25% roztoku
methanolu v Milli-Q vod¢. Z divodu analyzy, provadéné metodou UHPLC, bylo jesté
zapotiebi vzniklé roztoky prefiltrovat pies stfikackové filtry o velikosti port 0,45 pm a
0,2 pm.
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3.6.3 Stanoveni vybranych analyti pomoci kapalinové chromatografie

Finalni stanoveni vybranych beta-blokatorti bylo provedeno s vyuzitim ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie s detekci typu UV/VIS-DAD na pristroji Agilent 1290 Infinity
LC system (Agilent, USA). Pro danou metodu byla pouzita kolona ZORBAX SB-C18, Rapid
Resolution HD 2,1 x 100 mm s velikosti ¢astic 1,8 um.

Byla aplikovana gradientovd eluce s mobilni fazi o slozeni A: 10 mM roztok pufru
KH,PO4, B: acetonitril. Roztok pufru byl okyselen na hodnotu pH 3 kyselinou
chlorovodikovou. Gradient mobilni faze je prezentovan v Tabulce 3.4. Optimalizované
chromatografické podminky jsou shrnuty v Tabulce 3.5.

Tabulka 3.4 Gradientova eluce.

Cas [min] A: KH,PO,4 | B: Acetonitril
0-0,6 90 10
0,9-1,8 70 30
2-4 60 40
4,5 90 10

Tabulka 3.5 Chromatografické podminky.

Mobilni faze A: 10 mM roztok KH,PO4 v Milli-Q vodg;
pH3
B: Acetonitril
Typ eluce Gradientova
Nastrik 2 ul
Priitok 0,3 ml/min
Teplota kolony 35 °C
Pocatec¢ni tlak v koloné piiblizn& 37,5 MPa
VInova délka 224 nm
Doba analyzy 4 min + 0,5 min ndvrat na pocatecni slozeni

mobilni faze

Cas pro vyrovnani tlaku

N 1,5 min
po analyze (post-run)

U pouzitych rozpoustédel, chemikalii, laboratorniho vybaveni ani prostiedi laboratofe
nebyla prokazana sekundarni kontaminace beta-blokatory.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

4.1.1 Pufr jako soucast smési mobilni faze — optimalizace pH

Byl ptipraven 10 mM roztok pufru KH,PO4 v Milli-Q vodé. Pozadovanych hodnot pH bylo
docileno bud’ okyselenim kyselinou chlorovodikovou, nebo zalkalizovanim hydroxidem
sodnym. Byla pozorovana odezva koncentraci analyti odpovidajici vysce pik, a to
v zé&vislosti na pH pufru.

200 ®pH?2,5
pH3
150 ®pH 3,5
o=
<
§ 4.5
5 100 ®pH 4,
)
>
EpHS
50 mpH 5,5
0

ATE ACE BIS

Graf 1 Vysky pikii vybranych beta-blokatori (atenolol — ATE, acebutolol — ACE, bisoprolol —
BIS) v zavislosti na pH pufru.

Na podkladé ziskanych dat Ize konstatovat, ze se zvySujicim se pH pufru klesd vyska
jednotlivych piki, avSak jejich plocha se vyrazné neméni. Vysky pikt pii pH 2,5 a pH 3 byly
témét shodné a prokazatelné¢ nejvyssi. Na zaklade tohoto zjisténi byl pro dalsi praci zvolen
pufr o hodnoté pH 3.

4.1.2 Optimalizace gradientu mobilni faze

Gradient mobilni faze byl zvolen s ohledem na separaci jednotlivych analytl a rychlost celé
analyzy. Reten¢ni Casy jednotlivych beta-blokatori jsou uvedeny v Tabulce 4.1. Obrazek 4.1
pfedstavuje vysledny chromatogram sledovanych analyt o koncentraci 0,1 mg/ml, které byly
ptipraveny ze standardii rozpusténim v 25% roztoku methanolu v Milli-Q vodé.

Tabulka 4.1 Retencni casy sledovanych beta-blokdtori.

Analyt ATE ACE BIS
Cas [min] 1,472 2,275 2,994
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DAD1 B, Sig=224,4 Ref=360,50 (16_05_02_LS\SMES000003.D)

mAU ]
200

1754

Acebutolol

150 -]
125 ‘

100+

Bisoprolol

Atenolol

754
50—

25+

T T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5

Obrazek 4.1 Chromatogram beta-blokatorii (ATE, ACE, BIS) o koncentracich 0,1 mg/ml pri
optimalizovanych podminkach gradientu mobilni faze.

4.1.3 Vliv nastriku, pritok mobilni faze, vinova délka a teplota kolony

ProtoZe zména velikosti nastfiku se odrazela pouze v konstantnim zvySovani nebo snizovani
odezvy jednotlivych beta-blokatort, byl zvolen optimalni nastfik o objemu 2 pl.

Pritok mobilni fize vyrazné ovliviioval retenci pikdi a dobu analyzy. Pti pritoku
0,1 ml/min dochdzelo k eluci slozek v pomérné kratkém ¢asovém rozestupu. Piky byly $tihlé
a vysoké, avSak nebyly rozdéleny az na zdkladni linii. Naopak pii pratoku 0,6 ml/min
dochazelo k rozmyvani piki. Vhodny pritok s vyslednou dobou analyzy 4 min byl proto
0,3 ml/min.

VInovéa délka, pouzita k detekci, byla vzhledem k absorpénim maximim analytd (viz
Tabulka 4.2) vyhovujici pii 224 nm. Piestoze acebutolol vykazuje svoje maximum pfi
ponckud vyssi vinové délce (234 nm), intenzita jeho signalu byla vysoka i pii vinové délce
224 nm, ktera byla nasledné pouzita k analyze.

Tabulka 4.2 Absorpcni maxima beta-blokatorii.

Analyt ATE ACE BIS
Amax [nm] 224 234 224

Posledni fazi optimalizace bylo sledovani vlivu teploty v chromatografické koloné na
koncentra¢ni odezvu. Byly ovéfovany tfi teploty, a to 25 °C, 35 °C a 45 °C. Bylo zjisténo, Ze
se zvysSujici se teplotou dochéazi k nepatrnému zvysSeni a zazeni pikd. Rozdil byl vsak tak
nepatrny, zZe byla ponechana teplota kolony na 35 °C.
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4.2 Kvantifikace beta-blokatoru

4.2.1 Kalibra¢ni kiivka

Sestrojeni kalibra¢ni kiivky bylo nutnym pfedpokladem pro kvantitativni vyhodnoceni
beta-blokatort v odpadnich vodach. Byly pfipraveny smésné vzorky o koncentracich 0,5; 0,75;
1; 2; 2,5; 5; 7,5 a 10 ug/ml, které¢ byly ndsledné¢ analyzovany metodou kapalinové
chromatografie. Ziskana data byla vynesena do grafi zavislosti plochy pikl na koncentraci

(Grafy 2—4).
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Graf 2 Kalibracni kiivka pro atenolol.
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4.2.2 Limit detekce a limit kvantifikace
Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) byly vypocitany podle vztahu (1) a (2):

Lop=>" (1)
m
10-
LoQ= 1% @)
m

kde £, je Sum na zakladni linii a m vyjadfuje smérnici kalibra¢ni kiivky zavislosti vysky piku
na koncentraci, tj. f(c)=h. Pozadované smérnice byly odecteny z vytvotenych kalibracnich
kiivek pro vSechny tii beta-blokétory, které jsou uvedeny v pfedchozi kapitole, a to tak, aby
spliiovaly podminky zminéné definice [59].

Tabulka 4.3 Vypocitané limity detekce a limity
kvantifikace pro analyzované beta-blokatory.

LOD [pg/ml] LOQ [pg/ml]
ATE 0,259 0 0,863 3
ACE 0,089 6 0,298 8
BIS 0,315 8 1,053

4.3 Optimalizace extrakce tuhou fazi

Prvni krok byl vénovan vybéru takové kolonky, aby méla co nejvyssi schopnost zachytit
sledované analyty beta-blokatori. Vytéznost byla pozorovana u péti druhii kolonek
s rozdilnymi parametry (pouzity sorbent a jeho mnozstvi, popft. odliSnosti v sorbentech
dodanych riiznymi vyrobci):

»  Qasis” HLB 60 mg/3 ml (Waters, USA),

» Bakerbond® Octadecyl 500 mg/3 ml (J. T. Baker™, USA),

»  Supel™-Select HLB 60 mg/3 ml (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko),

»  Supel™-Select HLB 200 mg/6 ml (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko),

»  SupelClean™ ENVI-18 1g/6 ml (Sigma-Aldrich s. r. 0., Némecko).

Tabulka 4.4 Vytéznost beta-blokatorii pri pouziti riuznych kolonek pro
SPE vyjadrena v procentech.

Vytéznost [%]
Typ kolonky ATE ACE BIS
Oasis® HLB 95,45 92,01 89,19
Bakerbond® C18 95,15 90,14 91,27
Supel™-Select HLB 60 mg 9,82 88,76 91,69
Supel™-Select HLB 200 mg 9,02 88,50 87,79
SupelClean™ ENVI-18 35,94 7,05 n. d.

n. d. — nedetekovano
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Nejvhodngjsimi kolonkami pro izolaci vybranych analyti byly Oasis® HLB a Bakerbond®
Octadecyl, s vytéznosti pohybujici se okolo 90 %. Naopak kolonky Supel™-Select HLB
viibec nevyhovovaly, protoZe ani v jednom piipad€ u nich nepiekrocila vytéznost hranici
10 % pro atenolol, a to ipfesto, ze slozeni jejich sorbentu by mélo byt obdobné jako
u kolonek Oasis® HLB. Kolonka SupelClean™ ENVI-18 méla v celkovém zhodnoceni
nejhors$i vytéznost pro vSechny analyty; bisoprolol nebyl sorbovan viibec. S ohledem na
vybaveni laboratofe byla pro ugely SPE vybrana kolonka Oasis® HLB 60 mg/3 ml od firmy
Waters (USA).

V jiz diive publikovanych ¢lancich zamétujicich se na stanoveni beta-blokatorit ve vodé
nebo vmoéi byla zjisfovana vysoka vyt&Znost uzminéné kolonky Oasis® HLB. Z toho
diivodu ji autofi upfednostniuji ve svych pracich a vesmés doporucuji jako optimalni pfi
analyze beta-blokatort [11, 16, 43].

4.4 Realné vzorky odpadni vody

Realné vzorky byly odebrany ze ti &istiren odpadnich vod (konkrétné COV Brno-Modfice,
COV Mikulov a COV varealu VFU Brno) a byl u nich zjisfovan vyskyt vybranych
beta-blokatorti na pfitoku a na odtoku. VSechny redlné vzorky byly analyzovany a ke
kvantifikaci analytd byla pouzita metoda standardniho ptidavku. Vyhodnocovani vysledkt
bylo provedeno na zakladé sestrojenych kalibra¢nich kiivek.

4.4.1 Matriéni efekt

Z divodu komplexniho slozeni redlné odpadni vody byl posuzovan vliv matrice.
Do modelové odpadni vody odebrané z COV Brno-Modfice, obsahujici nedetekovatelné
mnozstvi analyti, byl pfidan 1 ml roztoku pfipraveného ze smési standardii o koncentraci
5 pg/ml (stfedni hodnota kalibra¢ni kiivky). Takto pfipravend odpadni voda z piitoku
iz odtoku byla upravena standardnim procesem a extrakt byl zakoncentrovan; analyza
pomoci UHPLC byla provedena shodnym zpisobem.

Kazdy vzorek byl ptipraven paralelné tiikrat a ziskana data byla zprimérovana. Matri¢ni
efekt byl vypocitan z poméru plochy pikit v modelové odpadni vodé ku plose pikt standardi.
V Tabulce 4.5 jsou uvedeny vysledné hodnoty.

Tabulka 4.5 Hodnoty matricniho efektu pro pritok a odtok.

Piitok Odtok

ATE | ACE BIS ATE ACE BIS
Primérna plocha piku | 5935 | 84,64 | 31,83 52,16 | 86,49 | 29,32
Smodch. vybér 5645 | 9,627 | 2,004 4,651 6,908 | 3,011
Matricni efekt [%o] 105,3 97,76 | 83,08 92,53 99,90 | 76,52

Z tabulky je patrné, ze v odpadni vodé odebrané na piitoku se projevil nizky matri€ni
efekt u acebutololu a bisoprolu. V ptipad¢ atenololu byl matri¢ni efekt prokazan. V odpadni
vodé¢ odebrané na odtoku byl matricni efekt u atenololu a acebutololu nizky, zatimco
u bisoprololu mél matri¢ni efekt stfedni hodnotu.
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4.4.2 Vysledky
Zpracovana data jsou ptehledné prezentovana v Tabulce 4.6.

Tabulka 4.6 Udaje ziskané analyzou vybranych beta-blokdtorii v COV na p¥itoku a odtoku.

Koncentrace na pritoku Koncentrace na odtoku
[ng/l] [ng/]
Datum | ATE ACE BIS ATE ACE BIS
. 28.4.] <LOQ | <LOQ | <LOD <LOD | <LOD | <LOD
(]
= 3.5.| <LOQ | 6,114 | <LOD <LOD | <LOD | <LOD
[=]
= 4.5.| <Lop | <LOD | <LOD <1LOD | <LOD | <LOD
=]
i 5.5|] <LoD | <LoD | <LOD | | <LOD | <LOD | <LOD
12.5.]| <LOD | <LOD | <LOQ <LOD | <LOD | <LOD
Mikuloy |33/ <L0Q | 3.219 | <LOD <LOD 1,671 <LOD
4.5 <LOQ | 3,739 | <LOQ <LOD | <LOQ | <LOD
VFU
Brno 5.5.]| <LOQ | <LOQ | <LOD <LOD | <LOQ | <LOD

Z prezentovanych vysledktt vyplyva, ze ve vétSin€ piipadi byly koncentrace
stanovovanych latek pod mezi detekce, piipadné¢ pod mezi kvantifikace. Kvantifikovatelné
koncentrace byly v ojedinélych ptipadech prokézany pouze u acebutololu.

4.4.3 Zhodnoceni uéinnosti ¢istiren

Na zéklad¢é provedenych analyz a ziskanych dat nebylo mozné porovnat a zhodnotit u¢innost
eliminace beta-blokatorti ve sledovanych COV. Pouze v jediném vzorku na odtoku (COV
Mikulov) byla stanovena konkrétni Ciselna hodnota, coz vSak neni dostatecné vypovidajici.
Z prezentovanych vysledkt je pouze mozné piedpokladat, Ze i pres nizké koncentrace nemusi
byt eliminace kardiovaskuldrnich lé¢iv z odpadnich vod Gispésna.
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5. ZAVER

Predlozend bakalatrska prace je zamétfena na distribuci 1éCiv a jejich stanoveni v odpadnich
vodach odebranych ze tii Cistiren odpadnich vod sriznym poctem EO a sriznymi
technologiemi ¢isténi. Konkrétné byla prace zamétena na farmaka ze skupiny beta-blokatort,
tj. na 1é€iva hojn€ pouzivana pii 1é€bé hypertenze a dalSich kardiovaskuldrnich onemocnéni.

Hlavnim cilem prace bylo optimalizovat komplexni metodu vhodnou k analyze vybranych
beta-blokator a na zdkladé dosaZenych vysledkli zhodnotit ucinnost eliminace téchto
specifickych analyti v COV. Vzorky odpadnich vod byly odebirdny vzdy na piitoku a na
odtoku a zrozdili koncentraci v nich obsazenych beta-blokatori meéla byt posouzena
efektivita ¢iSténi téchto vod ve sledovanych ¢istirnach.

K findlnimu stanoveni vybranych beta-blokatorii (acebutolol, atenolol a bisoprolol) se
osvédcila separace pomoci metody ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC)
s UV-VIS detekci, s vyuzitim diodového pole (DAD). Tato metoda byla vybrana z divoda
niz§ich narokd na spotfebu organickych rozpoustédel, dale vzhledem k jeji dobré citlivosti a
také pomérné rychle probihajici analyze.

Izolace a zakoncentrovani analytu bylo provedeno prostfednictvim extrakce tuhou fazi
(SPE). Pfi jeji optimalizaci byla porovnavana vhodnost péti typi kolonek. Bylo prokédzano, ze
nejvhodnéjsi k sorpci vySe zminénych beta-blokatori byla kolonka se sorbentem na bazi
kopolymeru nebo oktadecylsilikagelu. Vzhledem k vybaveni laboratofe tyto pozadavky
nejlépe splitovala kolonka Oasis® HLB od firmy Waters (USA).

Velkd pozornost byla rovnéz vénovana hodnoté pH pufru, ktery byl soucéasti mobilni faze
ptfi aplikaci metody UHPLC. Porovnani bylo provedeno na zékladé¢ odezvy koncentraci
jednotlivych analytil, projevujicich se vyskou chromatografického piku. Vysledky prokazaly,
ze zvySujici se pH ma negativni vliv na odezvu, a proto byl pro analyzu vybran pufr
s hodnotou pH 3.

Pomoci vyse popsané optimalizované metody nebyly vesmés prokazany sledované analyty
v realnych vzorcich odpadnich vod. Bylo zjisténo, Ze tyto beta-blokatory se ve vétsin¢ vzorka
nachéazely pod mezi kvantifikace, ptipadné az pod mezi detekce. Ze ziskanych dat proto neni
mozné porovnavat kvalitu procesu ¢iSténi odpadnich vod. Doporucenim pro dalsi praci by
pravdépodobné mohlo byt vyuziti jiné pfistrojové techniky, napt. LC/MS. V tomto piipadé by
vSak byla nutnd novéa optimalizace metody, nebot’ pouzity fosfore¢nanovy pufr, aplikovany
v této praci, neni vhodny pro hmotnostni detekci, a to z diivodu vysrazeni na koloné.

Ptestoze provedeny experiment neposkytl hodnotitelnd data, sledovani vyskytu farmak na
bazi beta-blokatori v odpadnich vodach by mélo byt provadéno inadéle. Pravé kvalita
vypousténé vody z COV miize mit znaény dopad na Zivotni prostiedi. S ohledem na tuto
skutecnost je otazkou, zda by se danou problematikou neméla zabyvat i legislativa.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ACE
ATE
BIS
BSKs
CNS
cov
DAD
DMSO
EO
HPLC

CHSK
ISA
LC/MS

LOD
LOQ
MIPs
MS
PE
PET
PTFE
PVC
SPE
SUKL
UHPLC

UV/VIS

acebutolol

atenolol

bisoprolol

biologicka spotteba kysliku Sdenni

centralni nervova soustava

Cistirna odpadnich vod

detektor diodového pole (diode array detector)

dimethylsulfoxid

ekvivalentni obyvatel

vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

chemicka spotteba kysliku

vnitini sympatomimeticka aktivita (intrinsic sympathomimetic activity)
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (liguid chromatography — mass
spectometry)

limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)

molekularné vtisténé polymery (moleculary imprinted polymers)
hmotnostni spektrometr

polyethylen

polyethylentereftalat

polytetrafluoretylen

polyvinylchlorid

extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie (Ultra-High Performance Liquid
Chromatography)

spektrum v ultrafialové az viditelné oblasti
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8. PRILOHY

Obrazek 8.1 Extrakce tuhou fazi. Obrazek 8.2 Odparovani rozpoustédla v rotacni vakuové odparce.
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Obrdazek 8.4 Bod odbéru vody z odtoku COV ModFice.
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Obrazek 8.5 Bod odbéru odpadni vody z pritoku COV Modrice.
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