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ABSTRAKT

Predlozena prace se zabyva stanovenim riznych antibiotik v odpadnich vodach. Konkrétné€ se jedna
o trimethoprim, azithromycin a clarithomycin. Ve vsech piipadech se jedna 0 nezadouci kontaminaci
odpadnich vod, ktera piedstavuje ekologicky problém pro Zivotni prostiedi. Pro izolaci vybranych 1é¢iv
byla po konzultaci s vedoucim prace zvolena metoda extrakce tuhou fazi (SPE). Stanoveni 1é¢iv
prob&hlo nasledné vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detekci pomoci hmotnostniho
spektrometru. Pti zachovani vSech nezbytnych postupti byl sledovan a nasledné interpretovan

dvanactidenni odtok a ptitok na COV Brno-Modfice.

ABSTRACT

Submitted thesis tackles the problem of numerous of antibiotics in waste water. Specifically,
trimethroprim azithromycin and clarithomycin. In all of those cases we are dealing with a massive
ecological threat at hand, causing harm to the enviroment. To isolation the specific kind of antibiotics
the method of SPE was chosen by prior consultation with the supervisor. The method of
high performance liquid chromatography with mass spectrometry detection was deemed superrior for
the pinpointing of the exact pharmaceuticals in waste watters. The waste waters in and out flow was
observed for twelve days with the maintainance of all necessary procedures listed above at water

treatment plants Brno-Modfrice.
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1 UVOD

Od objevu penicilinu v roce 1928 a nasledného rozvoje vyroby antibiotik v padesatych letech, zacaly
tyto biologicky aktivni latky pfedstavovat zatéz pro Zivotni prostiedi. Pomineme-li moznost zvySovani
rezistence bakterii a tim tvorbu ,,superbakterii®, pfedstavuji tato 1é¢iva nebezpeci pro jednotlivé
organismy Zijicich ve vodach, kam jsou po procesu ¢isténi vypoustény z COV odpadni vody. V ramci
fyziologickych procest v lidském téle je nemala ¢ast 1é¢iva vyloucena a nasledné formou splaskovych

vod putuje do piirody z divodu nedostateéného odstranéni v COV.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Léciva
Tato kapitola se zabyva kvalifikaci a vyuzivanim 1é¢iv v moderni medicing€. Dale jsou zde zminény

mozné dopady jejich vyuZzivani.

2.1.1 Definice lé€iv
Léciva latka je béZné oznacovana jako Gcinna slozka 1é¢ivého piipravku. Zpravidla se jedna o chemicky
Cisté latky s pfesné definovanou strukturou. V nékterych pfipadech se mize vyskytovat ijako smés
slozitych chemickych substanci. Sviij ptivod maji jak synteticky, tak pfirodniho charakteru. Kazdy stat
ma presnou definici pro 1&¢ivé latky zakotvenou V legislativé. Pro Ceskou republiku je to definovano
v zakong¢ ¢. 378/2007 Sh. [1]. Podle tohoto zakona jsou tyto /écivé latky nazyvany 1é¢iva nebo farmaka.
Legislativa reguluje trh a sou¢asné upravuje pravidla pro jejich uzivani. Farmaka by proto méla slouzit
k 16¢b¢ a zmirnéni projevi nemoci [1, 2].
Podle zakona ¢. 378/ 2007 Sb. se lé¢ivym piipravkem rozumi:
a) Latka nebo kombinace latek prezentovana tak, ze ma léCebné nebo preventivni vlastnosti
Vv ptipad¢ onemocnéni lidi nebo zvirat.
b) Latka nebo kombinace latek, kterou lze pouzit u lidi nebo podat lidem, pfipadné pouzit u zvirat
nebo podat zvifatiim, a to bud’ za i¢elem obnovy, ipravy nebo ovlivnéni fyziologickych funkci
prostfednictvim farmakologického, imunologického nebo metabolického ucinku, nebo

za ucelem stanoveni 1ékai'ské diagnozy [2, 3].

2.1.2 Zakladni pojmy

Lékova forma je konkrétni zptisob upraveni lé¢iva do formy vhodné pro 1é¢ebni pouziti. Jedna se tak
o konkrétni podobu 1é¢ivého ptipravku, tj. jeho fyzikalni, chemickou a tvarovou charakteristiku. Muze
se pak vyskytovat ve formé napf. tablet, ¢ipk nebo krémi. Podle zpusobu lékové formy ji mizeme
rozdélit na parenteralni (podavané mimo travici trubici), enteralni (plisobeni pfes travici ustroji)
a topickou (aplikované pies ktizi nebo sliznici) [4, 5].

Originalni farmaka jsou vyvinuta farmaceutickymi firmami, které maji zpravidla ze zakona
patentovou ochranu pro své vyrobky, pokud o ni zazadaji. Za kazdym novym léc¢ivem stoji mnohaleté
usili védct a vysoké finan¢ni naklady. Zpravidla se jedna o ¢astky v fadech miliard. Navic do kone¢né
ceny je nutné zapocitat i naklady investované do soubézné neschvalenych 1€¢iv, které se farmaceutické
spole¢nosti nevrati [5, 6].

Generické 1é¢ivo se poprvé objevilo v 70. letech minulého stoleti. V prvopocatku byl hlavni zamér
Svétové zdravotnické organizace zpiistupnit zakladni lékové skupiny zejména chudym rozvojovym

zemim. Otevienost trhu a ekonomické divody umoznily, aby generika rychle pronikla i na
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farmaceutické trhy bohatSich zemi. Generika jsou kopie pivodnich 1éCiv, vyrabéné jinym vyrobcem,
nez je drzitel ptivodniho patentu. Z pravniho hlediska je vse legalni, pokud vyrobce respektuje dobu pro
patentovou ochranu. Na trhu se miizeme setkat zpravidla s jednim originalnim 1é¢ivem a fadou jeho
generickych alternativ, které v mnoha pfipadech konkuruji originalnimu I1é¢ivu cenou [7].

Rezidua 1é¢iv jsou zbytky aktivnich latek obsazené pivodné Vv léCivech. Farmaceutické ptipravky
vyuzivané pro huménni a veterinarni medicinu pfedstavuji zatéz pro zivotni prostfedi. Vyskyt rezidui

1é¢iv miize byt sledovan praveé na Cistirnach odpadnich vod v odpadni vodé [8].

2.2 Antibiotika

Pojem antibiotikum je obecné oznaceni pro 1€k, ktery zpravidla cilené zabiji ur¢ité mikroorganismy,
ptipadné brani jejich mnozZeni. Cilem 1é¢by je zpravidla omezit pisobeni $kodlivych mikroorganismua
a co nejSetrnéji minimalizovat negativni dopady onemocnéni na pacienta. V minulosti byl termin
pouzivan pro antimikrobialni latky p#irodniho ptivodu a pro latky uméle syntetizované se vyuzival
termin chemoterapeutika. Chemoterapeutika syntetického ptivodu byla n€kdy oznacovédna jako
antimikrobialni latky. Uginky antibiotik se d&li zejména na inhibici mnoZeni mikroorganismd, tj.
antibiotika bakteriostaticka. Druhou moznosti jsou baktericidni u¢inky, kdy jsou dané¢ mikroorganismy
piimo usmrcovany. Toto rozd€leni nemusi byt v nékterych piipadech presné, nebot’ urcité mnozstvi
bakteriostatickych antibiotik je ve vétSich koncentracich bakteriocidnich. Neni zde pfesné definovana

hranice [8].

Tabulka ¢. 1 Prehled zndamych antibiotik [4, 9]

Baktericidni antibiotika | Bakteriostaticka antibiotika
peniciliny makrolidy
aminoglykosidy sulfonamidy
nitroimidazoly imidazoly
peptidy tetracykliny




2.2.1 Historie antibiotik

vvvvvv

»antibiotické* se mohla stat i bandlni zranéni smrtelnd. Oteviené rany nebo i malinkaté Skrabnuti mohlo
mit za nasledek smrt. Prvni zminky o primitivnim vyuZiti antibiotického efektu jsou ndm znamy z tzemi
dnesni Ciny, a to piiblizné 2500 let pted nasim letopoétem. Stati Cifiané vyuZili obvazy napuiténé
plesnivym sdjovym mlékem k 1é¢bé ruznych infekci [10]. Nasi pfedkové vyuzivali nékteré ptirodni
latky k 1€¢bé, aniz by znali pfesnou podstatu ptivodu onemocnéni. S vynalezem mikroskopu se védciim
oteviely nové moznosti studovat do té doby neprobadané oblasti mikrosvéta. Roku 1828 zavedl
némecky védec Christin Gottfried Ehrenberg pojem bakterie. Védeckému svétu ji prezentoval jako
odkaz na jistou podobu prvné pozorovanych bakterii k ty¢inkam. Vychazel z ptivodniho feckého slova
bakterion, ktery 1ze ptelozit jako ty¢inka [11]. Fenomenalni objev penicilinu Alexandra Fleminga v roce
1929 oteviel moznosti efektivné zachrafiovat miliony lidskych Zivotd. Nicméné k masovému nasazeni
1éku doslo az v pozdé&jsich letech [12]. Velkou zasluhu na tom méli némecky biochemik Ernst Chain
a australsky patolog Howard Florey. Jako prvni dokazali uspésné izolovat penicilin v pozadované
kvalité a vyvinout postup pro primyslovou vyrobu. Primyslova vyroba penicilinu se rozb&hla az v roce
1941. Zasahl tedy i do boju ve druhé svétové valce, kdy dramaticky snizil ztraty spojeneckych vojak.
predepsat pacientim stovky druhi antibiotik. V§eobecny spoleCensky tlak na rychlé vylé¢eni banalnich

onemocnéni vsak vede K jejich nadmérnému vyuzivani a s tim rostouci rezistenci bakterii [4, 12].

2.2.2 Rozdéleni antibiotik

Na obrazku ¢.1 je prezentovano schéma moznych plsobeni antibiotickych I1éciv.

2.2.2.1 Podle spektra ucinku

Antibiotika rozdélujeme podle rozsahu jejich piisobnosti. Mame antibiotika s uzkym spektrem tcinku,
kdy ptisobi jen na maly okruh bakterialnich druhti. Druhou moznosti jsou Sirokospektralni antibiotika,
ktera ptisobi na vétsi mnozstvi patogennich kment bakterii. S rostoucim zabérem se ovSem snizuje jejich
efektivita. Mezi uzkospektralni antibiotika mizeme zatadit napt. penicilin G, penicilin V nebo

antituberkulotika. Ptikladem Sirokospektralnich jsou tetracykliny [4, 8].

10



2.2.2.2 Podle mechanismu ué¢inku

2.2.2.2.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Velkd vétSina bakterii md na povrchu cytoplazmatické membrany navic bunécnou sténu. Jedna
z hlavnich jejich funkei je ochrana mikroorganismu pied neptiznivymi vné&j$imi podminkami. Je proto
naprosto nezbytna pro preziti bakterie. Lékafi vyuzivaji pravé chybéjici bunééné stény u lidskych bunék
k cilené inhibici nékterych z komponent buné¢né stény. Déje se tak za elem poruseni jeji funk&nosti

a zpusobeni lyze bakterie. Nejcasté&ji dochazi k inhibici enzymu peptidyltransferazy [4, 9].

2.2.2.2.2 Poskozeni funkce cytoplazmatické membrany

Zakladem 1€kt zalozenych na poskozeni funkce cytoplazmatické membrany je porusit jeji integritu.
Nasledkem byva unik endogennich latek extracelularné, zpravidla nasleduje uhyn mikroorganismu.
Poruseni integrity je mozné vyvolat n¢kolika zplisoby. Nejcastéji se vyuziva naruseni iontoveé rovnovahy
nebo umélé zvyseni permeability bunééné membrany. Farmaka maji zpravidla lipofilni a hydrofilni
slozku. Po priichodu bunécnou sténou se snazi ptipojit na lipofilni ¢ast membrany. Za pomoci navazané
molekuly vody ke své hydrofilni ¢asti piisobi destruktivné zevné bakterie a piispivaji k jejimu zhrouceni

[4,9].

2.2.2.2.3 Inhibice syntezy bilkovin

Tyto druhy antibiotik vyuZzivaji selektivni inhibici syntézy bilkovin u bakterii. Bakterialni bilkoviny jsou
bé&zné syntetizovany ribozomy 70S. Je tak ovlivnén proces syntézy bilkovin, ktery je nezbytny pro
preziti vSech organismi. Proces elongace peptidového fetézce je napaden a neni mu umoznéno

standardniho chovani [4, 9].

2.2.2.2.4 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Jedna se o inhibitory RNA polymerazy. MiZze se jednat o inhibici mRNA. Druhou moznosti je inhibice
samotné DNA syntézy [4, 9].

2.2.2.3 Podle typu ucinku

V pripad¢, Ze 1é¢ivé latky usmrcuji infekéni mikroorganismy, hovoiime o baktericidnich antibiotikach.
Omezi-li se 1é¢ivo na inhibici ristu a mnoZeni mikroorganismi, oznacujeme je jako bakteriostatické
antibiotikum. V nékterych ptipadech mohou mit vysoké davky bakteriostatickych antibiotik rovnéz
baktericidni ucinky [4, 9].
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Obrdzek ¢. 1 Mechanismus piisobeni antibiotickych léciv [8]

2.2.3 Vedlejsi ucinky

Jako vsechna Ié¢iva maji i antibiotika vedlejsi a nezadouci ucinky. Ackoliv pii 1écbé pacienta ptevazuji
kladné vlastnosti téchto antibiotik, nelze opomenout i jejich negativni (toxické) vlastnosti. Pfi procesu
1é¢by pacienta mize dochazet napi. k poskozovani ledvin, jater a gastrointestinalniho traktu. V samotné
lidské bunice mize dochazet k ovlivnéni funkce mitochondrii a zptisobit tak bioenergetickou krizi. Muze
dochazet i K naruseni proteosyntézy. Disledkem podani 1é¢iva mize byt pfimé ohrozeni pacientova
zivota. V ojedinélych piipadech mize dojit k prudké alergické reakcei i k anafylaktickému Soku. Proto

se tieba také v piipadé penicilinu testuji mozné alergické reakce jesté pred samotnym podanim [14, 15].

2.2.4 Rezistence
Antibiotika patfi v dneSni dobé k nejcastéji pouzivanym léciviim vlbec. Tento pfistup sebou nese

negativni disledky a ohrozuje mozné budouci moznosti 1éCby dnes zdanlivé banalnich onemocnéni.
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Nasledkem nadmérného uzivani antibiotik dochazi k rozvoji rezistentnich kment bakterii. Neztidka se
stava, Ze se Spatné informovany laik snazi 1é¢it antibiotiky riizna virova onemocnéni. Podle definice je
rezistence schopnost bakterialni populace odolat pfislusnym antibiotikim. Je uzce spjata se $patnou
antibiotik. Védecka komunita se domniva, Ze realné existuje moznost konce efektivity antibiotik
v disledku zvysené rezistence. Kazdy rok zemie v zemich Evropské Unie az 25 000 lidi na choroby
spojené s rezistenci. Hrozba ,,post-antibiotické éry“ muze tak nastat v brzké budoucnosti [18].
V historickém kontextu mtzeme uvést piiklad makrolidovych antibiotik, kdy jejich vysoka spotieba
vedla v Japonsku v roce 1974 ke zvyseni rezistence streptokoktt A pro erytromycin v 62 % ptipadu, pri
22% podilu spotieby téchto antibiotik. Po poklesu spotieby na 8 % v roce 1988 klesla rezistence na
pouhda 2 % [19]. Velkym problémem je rovnéz preventivni pouzivani antibiotik pii chovu
hospodaiskych zvifat. Zemédélci v honbé za zvysenym ziskem piidavaji do krmiva antibiotika pro
snizeni rizika nemoci zvifete. Tato 1é¢iva se po porazce zvifete mohou dostavat do lidského organismu

[20].

2.2.4.1 Primarni rezistence

Je definovana jako piirozena odolnost mikroorganism, ktera je dana geneticky. Neni proto vyzadovan

ptredchozi kontakt bakterie s antibiotikem [17].

2.2.4.2 Sekundarni rezistence

Tento druh rezistence je mozné ziskat nasledkem selekcniho tlaku prostiedi, nebo disledkem mutace
samotného bakterialniho genomu. Byl pozorovan i pfenos rezistentniho genu napfi¢ bakteriemi stejného
druhu. Samotna bakterie si tak muize vyvinout antibiotickou rezistenci i bez kontaktu s danym druhem

antibiotika [17].

wrw

2.2.4.3 Zkrizena rezistence

Bakterie si mohou vypéstovat i rezistenci na antibiotika, ktera jsou si chemicky podobna. Jako piiklad
mizeme uvést skupinu antibiotik sulfonamidu. V ptipadé zisku rezistence na jakykoliv druh 1é¢iva této

skupiny ma za nasledek zisk rezistence na vSechna farmaka ve skupiné [17].

2.2.4.4 Rezistence sdruzena

Definujeme ji jako schopnost mikroorganismu byt odolny vici chemicky odlisnym druhtim antibiotik
[17].

2.2.5 Farmakokinetika antibiotik

Farmakokinetické vlastnosti daného antibiotika urcuji zptsob aplikace a davkovani. Vysvétluji cestu

podani, jednotlive davky, davkovaci interval a délku podéavani. V pifipadé antibiotickych 1€kt jsou
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preferované zpusoby bud’ peroralni, pfipadné intravendzni. Dulezitym udajem je rovnéz biodostupnost,
ktera nam vyjadfuje procento 1éku, které je systémové dostupné. V piipadé peroralniho podani 1éku
pacientovi neni mozné docilit okamzitého u¢inku 1é¢iva. Je to z divodu zjevnych piekazek, které musi
1é¢iva piekonat, nez vstoupi do krevniho feciste. Citelné ztraty jsou jiz zplsobeny nutnosti prichodu
samotnym  gastrointestinalnim traktem (GIT). Nekonstantni podminky v riznych ¢&astech
V je zachovana biodostupnost po priuchodu zaludkem jen mezi (6070 %). Dal$im kli¢ovym faktorem
je zpomaleny lécebny efekt. V akutnich piipadech, kdy je tieba zacit sléCbou co nejdiive, je
preferovano, pokud je to mozné, intravendzni podani lé¢iva. V takovém ptipadé dosahuje biodostupnost

maximalni Grovné [21, 22].

2.3 Pusobeni léCiv na lidsky organismus

Diky velkému cévnimu zasobeni a vyskytu hepatocytl, jakozto bunky zodpovédné za vétSinu
metabolickych pochodi probihajicich v lidském téle, jsou pfirozenym mistem pro metabolismus jatra.
P11 metabolické pfeméné vznikaji odpadni latky a tyto metabolity je nutné z lidského téla vyloucit. Tato
¢innost je nezbytnd pro zachovani zdravi ¢lovéka, nebot’” nékteré metabolity mohou byt ve vétsich

koncentracich toxické [23].

2.3.1 Bunéény transport antibiotik

Pti transportu 1éCiva na urovni buiiky je nutné zajistit prestup pies fosfolipidovou vrstvu membrany.
Zname nékolik moznosti pronikani latek pres cytoplazmatickou membranu. NejCastéji se jedna o pasivni
difuizi neboli pasivni transport. Druhou moznosti je aktivni transport. Pfi diftizi neni tfeba vynakladat
zadnou energii. VSe se d€je na zaklad¢ rozdilnosti koncentrace 1é¢iva na obou strandch membrany
a pomoci koncentracniho gradientu je hnano 1é¢ivo dovnit buiiky. Pfi aktivnim transportu je naopak
vyzadovana energie. Je tfeba takzvanych membrdanovych prenasecii, které umozni transport v podob¢
1é¢ivo-pienasec. Po prichodu se tento komplex bézné rozpada. Prenos je v tomto piipadé vétsinou proti
koncentra¢nimu gradientu. Na obrazku ¢. 2 je znazornéno schéma pienosu latek pres plazmatickou

membranu [4, 8, 22].
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Obrazek ¢. 2 Prenos pres plazmatickou membranu [24]

2.3.2 Eliminace farmak z lidského téla

Samotna antibiotika mohou byt vyloucena z lidského organismu bud’ ve formé metabolitd, ptipadné
v nezménéné podobé. Déje se tak prevazné dvéma zpisoby, a to vyloucenim pomoci stolice nebo moci.
V men$im mnoZstvi je mozné vyloucit 1é¢iva zluéi, potem, piipadné dechem. Eliminaci nevyjadiujeme
jen pouhé vylouceni antibiotik z lidského organismu; eliminaci je i metabolicka inaktivace 1éCiva
exkrece. Zahrnuje glomerularni filtraci, pasivni zpétnou difuzi, aktivni tubularni sekreci a aktivni
tubularni reabsorpci. Dal§i moznosti je biliarni exkrece, kdy dochazi k metabolické pteméné v tomto
poiadi; jatra, zlug, stfevo. Exkrece plicemi podléhaji v§echny prchavé latky bez ohledu na ptivod [25].
S eliminaci 1é¢iv pomahaji zejména jatra a ledviny. Na obrazku €. 3 je schéma prichodu 1éciva jatry.
Protoze metabolicky enzymaticky systém je pfi narozeni pouze ¢aste¢né vyvinut, novorozenci mohou
mit problémy metabolizovat uréita farmaka. S ptibyvajicim vékem se enzymaticka aktivita obvykle
snizuje. Stafi lidé a novorozenci proto nemohou metabolizovat 1éky tak dobte jako zbytek populace,
a proto je jim doporuceno podavat mensi mnozstvi 1é¢iva, zasadné vztazeného na jejich hmotnost [9,
26].
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Obrazek ¢. 3 Diagram metabolismu léciva [27]

2.4 Cyklus lé¢iv v prirodé

Vyskyt 1éCiv v zivotnim prostifedi predstavuje ekologickou zatéz, ktera ziskava na dilezitosti
Vv poslednich letech. Po dokonéeni metabolickych procest v organismu je nejcastéjsi formou vylouéeni
rezidui 1éCiv vV podob€ moci a stolice. Pfi optimalni situaci putuji dale do kanalizace a kon¢i v Cistirné
odpadnich vod (COV), které maji za ukol odpadni vody zneskodnit v souladu s platnymi piedpisy. Tato
upravend voda je nasledné vypousténa do zivotniho prostfedi. Ve vyspélych zemich je bézné kanalizacni
sit’ napojena na Cistirny odpadnich vod, avSak Vv pfipadé mnoha chudsich zemich svéta jsou odpady
mnohdy vypoustény piimo do fek. Tyto vodni toky jsou nasledné pfenaseCem zneciSténi a samotna
kontaminace toxinti mize byt Zivotu nebezpeéna. V piipadé velkych tokt, jako je tfeba feka Ganga
v Indii, maji tyto skute¢nosti dopad na stovky milionu lidi [16, 28, 29]. | v pouziti ¢istirny odpadnich
vod neni zaruceno Uplné odstranéni 1é¢iv z odpadnich vod. Vysledky mnohych vyzkumi jiz dospély
k zavérim, ze proces odstranéni antibiotik je omezeny az nedostateény. | takto Casteéné vycisténa
odpadni voda mtize kontaminovat vodni toky, zdsobarny podzemnich vod, dostavat se do t¢l zivocicht
a tim ovlivnit cely potravni fetézec [30]. Nejsou to v8ak jen humanni antibiotika, ktera piedstavuji
ekologickou hrozbu. Veterinarni 1é¢iva pouzivana pro 1é¢bu nemocnych hospodatskych zvifat se mohou
skrze jejich vykaly dostat do hnojiva aplikovaného na polich. V piipadé blizkosti poli k vodnim zdrojim
mize dojit k nasledné kontaminaci. Dal§im vyznamnym zneciStovatelem jsou rybi farmy, kde se

mnohdy do krmeni ptidavaji antibiotika jako preventivni opatieni proti nemocem ryb. MiZeme uvést
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naptiklad Chile, kde bylo v roce 2015 pouzito 557 tun antibiotik na pfimotsky chov 883 tun lososa.
Tento zpusob chovu je jiz prostiednictvim pravnich ptedpist regulovan v mnoha zemich [31]. Mezi
vyznamné znecistovatele poc¢itdme rovnéz zdravotnicka zafizeni a tovarny produkujici 1éky. U téchto
zafizeni je nezbytné zajistit chemickou pfedupravu odpadnich vod. Probiha tak za sou¢innosti napiiklad
filtra z aktivniho uhli, membranové filtrace, pokrocilych oxida¢nich procesi nebo ozonizaci vody [32,

33].

2.4.1 Odstranovani lé€iv v €istirnach odpadnich vod

Nejcastéjsim typem pro ¢isténi odpadnich vod je mechanicko-biologické cCisténi s chemickym
docistovanim [33]. Postupy k ¢isténi odpadnich vod ovliviiuji samotnou tG¢innost odstranéni rezidui
1é¢iv. Vétsina 1é¢iv neni vSak pii stavajicich postupech odstranéna, ptipadné tcinnost ¢isténi neni tak
velkd. Dochazi proto k paradoxni situaci, kdy je samotna Cistirna odpadnich vod znecistovatelem

zivotniho prostiedi.

Samotny proces precisténi odpadnich vod je rozdélen do tii ¢asti. Primarni faze ¢isténi odstrainuje hrubé
necistoty, které by mohly poskodit pozdéjsi zafizeni vyuzivané v dalsi fazi Cisténi. Veskery pisek,
odpadky atd. je odstranén spolu s oleji a tuky. Sekundarni ¢ast ma za kol odstranit biologickou hmotu
z odpadnich vod. Vyuziva se pfitom technologie biochemickych procesti s ucasti vhodnych
mikroorganismi. Cistirny odpadnich vod operuji v této fazi s aktivovanym kalem. Tyto mikroorganismy
(bakterie) rozkladaji organické latky obsazené v odpadni vodé. Jsou rovnéz nasazovany houby, plisné,
piipadné kvasinky a dalsi. Hovofime proto o procesu biotickém, tj. degradaci 1é¢iva pomoci bakterii
a plisni. Probiha rovnéZ proces abioticky (sorpce, hydrolyza, piipadné fotolyza) [33-36]. V piipadé
antibiotik bylo zjisténo, Ze predstavuji zdvazny problém pro sekundarni ¢ast ¢isténi, kdy dochazi do
kontaktu s mikroorganismy aktivovaného kalu, které v tomto piipadé povaZujeme za ,,prospé$né®.
Snizuji v8ak samotnou u¢innost procesu ¢isténi. Nepolarni, lipofilni antibiotika maji tendenci pfechazet
do organicky bohatého kalu. Opaénym smérem putuji polarni antibiotika, ktera maji tendenci
pokracovat az do vycisténé vody. Kalova sorpcni konstanta K, vyjadiuje schopnost 1éCiva prechazet do
kalu. Cim jsou vé&tsi hodnoty Ko, tim dochézi k vétsi sorpci. Kal Ize v n&kterych piipadech pouzivat jako
hnojivo. Neni to vSak z hygienickych diivodi doporucovano, nebot’ do kalu prechazi velké mnozstvi
polutantt, véetné antibiotik a tézkych kovt. Dalsi parametr, ktery mizeme vyuzit, je koeficient oktanol
— voda Kow. Udava nam miru schopnosti 1é¢iva prechazet do kalu, piipadné jeho setrvani ve vodé. Cim
vétsi je hodnota log Ko, tim je zpravidla veétsi sorpéni schopnost. Pfevazna ¢ast 1é¢iv ma hydrofilni
vlastnosti, a proto ztstavaji ve vEét§i mife ve vodném prostiedi. Je tieba dbat na spravné faktory
ovlivilyjici odstranéni 1é¢iv z odpadnich vod. Ve velké mife jsou ovliviiovany existenci a velikosti
anoxickych a anaerobnich procesu, teplotou a pH [33, 36]. Terciarni proces Cisténi je zalozen na
odstraniovani fosforu siranem zelezitym [35]. V disledku tlaku ekologickych hnuti jsou postupné

pfijimany postupy pro dokonalejsi odstranovani nezadoucich latek z odpadnich vod. V ptipadé
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zbytkovych antibiotik se jedna o problém rezistence a mozné intoxikace zivocichii v Zivotnim prostiedi.

Bohuzel, hlavni pfekazkou realizace v masovéj§im méfitku mohou byt ekonomické problémy [37].

2.5 Chemoterapeutika

Zpravidla se jedna o léky uzivané k 1é¢bé infekei, zejména bakterialnich nebo protozoarnich.

Definujeme je jako latky ¢isté chemického pivodu. Nejcastéji se uzivaji sulfonamidy [38].

2.5.1 Trimethoprim

Trimethoprim je pyrimidinovy analog, ktery naruSuje syntézu folatu (kyseliny listové). Folat
je esencialni ¢asti syntézy thymidinu. Trimethoprim inhibici bakterialniho enzymu fakticky zablokuje
syntézu nezbytnych nukleotid pro DNA replikaci. Antibakterialni G¢inek mize byt umocnén pii
soucasném vyuziti sulfonamidt [39, 40]. Patfi do skupiny lé¢iv nazyvanych chemoterapeutika. Tento
druh 1€kt svymi vlastnostmi a zptisobem pouziti pfipominaji antibiotika, avSak jsou ¢isté chemického
puvodu. Vyuziva se k 1é¢bé puvodci infekei: E. coli, Enterobacter, Proteus, stafylokoky a streptokoky
[40]. Je piedepisovan v ptipadé potieby 1é¢by akutnich a chronickych infekci mocového tustroji a ledvin.
Je mozné ho ptedepsat i k1é¢bé infekce traviciho a dychaciho tstroji. Trimethoprim je nasazovan
k 1écbé dospélych, mladistvych a déti starSich Sesti let. Nemad byt podavan te€hotnym zenam,
nedonoSenym novorozenctim ani novorozenctim béhem prvnich nékolika tydnti Zivota. NejcastejSimi
nezadoucimi Gcinky pii obvyklych davkach jsou pruritus a kozni vyrazka (ptiblizné 3—7 % pacientt)

a mirné gastrointestinalni nezadouci u¢inky, véetné nevolnosti [40, 41].

2.5.1.1 Zakladniinformace o Trimethoprimu

Sumarni vzorec: Ci14H18N4O3, na obrazku ¢. 4 je chemicky vzorec Trimethroprimu
CAS ¢islo: 738-70-5

Molekulova hmotnost [g.mol™]: M, = 290,32

DalSi vlastnosti: Bila krystalicka latka, bez zapachu [39]

NH2

Obradzek ¢ 4 chemicky vzorec Trimethoprimu [39]
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2.6 Makrolidova antibiotika

Makrolidy jsou od poloviny minulého stoleti hojné uzivanym antibiotikem zejména v ambulantni péci.
Maji Siroké spektrum ucinnosti, které zahrnuje 1 atypické ptivodce respiracnich infekei. Velmi kladné je
Iékati hodnocen nizky vyskyt nezadoucich u¢inkt. Genericky nazev makrolidii je odvozenim jejich
chemické struktury. Jedna se o makrocyklicky laktanovy kruh s jednim nebo vice cukry. K prvni izolaci
predstavitele této skupiny 1é¢iv doSlo jiz vroce 1952. Makrolid erythromycin byl metabolickym
produktem Kultur Streptomyces erythreus. V soucasnosti se v klinické praxi pouzivaji makrolidy
S 14¢lennym laktonovym kruhem (erythromycin a jeho derivaty) nebo se 16¢lennym laktonovym
kruhem (josamycin). Mezi novéjsi makrolidy muzeme fadit clarithromycin a azithromycin.
V poslednich letech byl zaznamenan celosvétovy trend vzestupu nasazovani prave téchto novéjsich
makrolidii. V pfimém srovnani s erytromycinem maji leps$i charakteristiky zejména v oblasti
farmakokinetiky a nezadoucich uc¢inkd. V fadé zemi se nahradily i penicilin z pozice ,,zlatého
standardu® 1é¢iv pro 1écbu streptokokovych a pneumokokovych infekei [19]. VSechna makrolidova
antibiotika (pfirozena i semisyntetickd) maji shodny mechanizmus uUc¢inku. Po prvotnim priniku
do bakterialni bunky zastavuji proteosyntézu blokovanim peptidové vazby na 50S subjednotce
bakterialniho ribozomu. Buiika tak neni schopna syntetizovat potiebny protein a hyne. Jde primarné
0 bakteriostatické pusobeni. Antimikrobné putsobi predev§$im na grampozitivni mikroby, jakoz
i na bakterie bez bunétné stény [42]. Semisyntetické makrolidy maji fadu prednosti V porovnani
s ptvodnim erytromycinem. Naptiklad mizeme uvést nutnost nizsi davky (polovicni az tfetinova) pii
shodné nebo vyssi GCinnosti. Dale jde o méné Casté podavani, dobrou snasenlivost organismem
a snizenou interferenci s dalsimi farmaky. Mezi erythromycinem, clarithromycinem a azithromycinem
plati zkfizena rezistence. V klinické praxi to znamend, Ze pokud netcinkuje jedno z antibiotik, nema

cenu nasazovat ostatni [42, 43].

2.6.1 Azithromycin

Azithromycin je Azalid odvozeny od erythromycinu. Patii do podtifidy makrolidovych antibiotik
S bakteriostatickymi a bakteriocidnimi u¢inky. Azithromycin se reverzibiln¢ vaze na ribozomy bakterii,
¢imz inhibuje translacni kroky syntézy molekul proteinti. Tim zastavuje bunécny rist a vede k bunécné
smrti bakterie [44]. Je casto pouzivanou alternativou k erythromycinu p#i 1é¢bé komunitnich
a atypickych pneumonii, chlamydiovych a mykoplasmatickych infekci. Rovnéz ho lze pouzit pii
precitlivélosti k peniciliniim u nekomplikovanych infekei mékkych tkani zpisobenych

S. pyogenes. Azithromycin téinkuje na stejné mikrobialni spektrum jako erytromycin. Je také ucinny
na atypickd mykobakteria. Pro svoji specifickou farmakokinetiku byva casto oznacovan jako

»inteligentni antibiotikum®. Jeho sérova koncentrace je velmi nizka, zatimco v lozisku zanétu a ve
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tkanich je hladina vysoka. Navic ma extrémn¢ dlouhy polocas (T%: = 2—4 dny), coZz umoziuje zkratit

dobu jeho podavani. Dal§i vyhodou je, Ze nema stejna rizika jako erytromycin [9, 45, 46].

2.6.1.1 Charakteristika Azithromycinu

Sumarni vzorec: CssH72N2012, na obrazku €. 5 je chemicky vzorec Azithromycinu
CAS ¢islo: 83905-01-5

Molekulova hmotnost [g.mol™?]: M, = 748.996 g/mol

Dalsi vlastnosti: Bila krystalicka latka, bez zapachu [44]
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Obrazek ¢. 5 vzorec Azithromycinu [44]

2.6.2 Clarithromycin

Clarithromycin je stabilni v GIT v porovnani se svym piedchidcem erytromycinem. U ného je rovnéz
zlepSena absorpce 1é¢iva. Lécivo interaguje s bilymi krvinkami (fagocyty) a je tak transportovano do
lozisek infekce, kde je nasledné uvolnovano skrze fagocytozu. Clarithtomycin inhibuje proteosyntézu
u napadenych bakterii. Po vstupu do bakterie se navaze na ribozomalni podjednotku 50S a zabranuje
translaci pomoci tRNA. Tento efekt ma pro bakterii smrtici nasledky, protoze je zablokovéna
peptidyltransferaza, nezbytna pro rust bakterie. Jeho sérova koncentrace je velmi nizka, zatimco ve
tkanich a v lozisku zanétu je hladina vysoka. V porovnani s erythromycinem ma jak dvojnasobny
vyluGovaci polocas, tak také terapeutickou hodnotu. Jednou ze zajimavosti, které se mohou vyskytnout
pfi uZivani Clarithromycinu je to, Ze pii testovani se mlize vyskytnout pozitivné fale$ny vysledek
zpusobeny ptitomnosti kokainu v mo¢i [47]. Lé¢ivo ma pozoruhodné Géinky proti kmentim bakterii M.
leprae (puvodce lepry) a bakterii rodu Borrelia (piivodce Lymské borelidzy). Bézné se vyuziva k 1é¢bé
bakterialnich infekci hornich a dolnich cest dychacich, véetné pneumonie. Lécivo se prodava pod

obchodnim nazvem Klacid a jeho generické nazvy mohou byt Fromilid, Klabax atd. [43, 47, 48].

20



2.6.2.1 Charakteristika Clarithromycinu

Sumarni vzorec: C3sHsoNO13, na obrazku €. 6 je chemicky vzorec Clarithromycinu
CAS ¢islo: 81103-11-9

Molekulova hmotnost [g.mol™]: M, = 747.953 g/mol

Dalsi vlastnosti: Bila krystalicka latka, bez zapachu, stabilni pfi kyselém pH [47]
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Obrazek ¢. 6 vzorec Clarithromycinu [47]

2.7 Metody stanoveni lIé€iv ve vodach

Postup pro stanoveni 1é¢iva ve vzorcich ma tyto hlavni kroky:
a) Odbér vzorku
b) Uprava vzorku odpadni vody
c) Extrakce tuhou fazi (SPE)

d) Precisténi, finalni uprava vzorki, piiprava vialky.

2.7.1 Odbeéry vzorkt

Jedna se o jeden z nejdtlezitéjsich krokti majicich vliv na spravny vysledek celé analyzy. Odbéry vzorki
se mohou li§it v zavislosti na nami sledovanych 1é¢ivech. Zpravidla je odebirano 1-2 litry vody, které
nasledné prepravujeme v tmavych sklenénych lahvich. Odebrany vzorek by mél mit dostatecnou

vypovidajici hodnotu a zplisob odbéru by mél byt po celou dobu komplexniho méfeni zachovan.
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V ptipadé zkoumanych odpadnich vod mize dojit k jist¢ nehomogenit¢ a k celkovym zménam
zkoumanych vod v prabéhu ¢asu. Moznym vychodiskem je vytvoifeni tzv. smésného vzorku, kdy jsou
odebirany individualni vzorky v pfedem definovanych intervalech z odpadni vody a nasledné jsou
smichany za dany ¢asovy usek. Ziskdme tak komplexnéjsi pohled na testované latky v prubéhu cCasu.
Pfed samotnym vzorkovanim je tfeba si vyhledat fyzikalné-chemické vlastnosti ndmi zkoumaného
1é¢iva a podle téchto vlastnosti ptipadné dodatecné upravit pracovni postup. Skladované vzorky by mély
umistény do chladného a temného mista (nejéastéji lednice) pro zabranéni biodegradace. Podle metody
EPA 1694 je pro spravné vyhodnoceni vzorkil provést extrakci do 48 hodin od odbéru, a proto je mozné
Ji odlozit pti dodrzeni dodateénych opatieni (zmrazenim) nékolik dni, aniz by doslo k degradaci

samotného vzorku [3, 36, 49].

2.7.2 Uprava vzorku odpadni vody

Zakladem kazdé tpravy vody je prefiltrovani, které zajisti odstranéni mechanickych necistot, Které
by mohly ovlivnit pozdéjsi analytické vysledky. K samotné filtraci by mélo dojit co nejdiive po odbéru
vzorku, a to v zajmu snizeni moznosti degradace zkoumanych latek. V piipadé nemoznosti okamzité
upravy je nutné vzorek uchovavat v chladu a nejlépe bez pfistupu svétla. V ptipadé delsi prodlevy
je tieba vzorek zakonzervovat vhodnym konzervaénim roztokem, ktery neovlivni nami sledované

analyty [49, 50].

2.7.3 Extrakce pevnou fazi (SPE)

Vzhledem k tomu, Ze hladiny 1é¢iv v odpadnich vodach jsou vétsinou pfilis nizké, je nemozné aplikovat
piimé davkovani vzorkd do pfistroji pro detekci (chromatograficky systém). Vzorky se proto musi
zakoncentrovat na potiebnou koncentraci. V environmentalni analyze se v poslednich letech zacala ve
velké mife pouzivat zejména extrakce napevnou fazi SPE (Solid-phase extraction), kterda ma
Vv porovnani s diive pouzivanou extrakci kapalina kapalina LLE (Liquid-liquid) zjevné vyhody. Cilem
je ptedevsim, a to pti zachovani u¢innosti, snizit naklady a spotfebu prekoncentra¢nich metod, tj. snizeni
spotfeb drahych organickych rozpoustédel a zabranéni problémim s nerozdélenim fazi [49, 50].
Extrakce tuhou fazi rovnéz umoziiuje automatizaci a precisténi moznych dodate¢nych neéistot. Na trhu

je momentalné k dostani fada SPE kolonek lisici se velikosti kolonky a adsorbentu [51].
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2.7.3.1 Systém SPE s obracenymi fazemi

Kolonka je naplnéna silikagelem, na ktery se vazi organické slouceniny. Pfed samotnym zahajenim
extrakce je nutné kolonku kondicionovat uréitym mnozstvim rozpoustédla (methanol, 6ml). Nasleduje
aplikace polarniho roztoku (mili-Q, 6 ml) s podobnymi vlastnostmi jako ma vzorek. V zadném ptipadé
by nemélo dojit k vyschnuti Sorbentu béhem kondicionace, nebot’ by se mohla snizit Gi¢innost ztratou
jeho sorpénich vlastnosti. Naneseni vzorku je druhy krok. Zajistime prichod samotného vzorku pfi
konstantni rychlosti odkapavani. Nasleduje promyti kolonky opét rozpoustédlem (Milli-Q voda, 3 ml)
a kolonku nechame susit po dobu nékolika minut. V zavére¢ném kroku provadime eluci. Zvolime mensi
mnozstvi eluéniho ¢inidla (methanol) a opét jej nadavkujeme do kolonek. MnoZstvi se odviji od
pouzitého sorbentu a jeho hmotnosti. Na obrazku €. 7 je zobrazené schéma prace s kolonkou pii metodé

SPE. [36, 51]

2.8 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie je velmi oblibenou analytickou metodou pro stanoveni
netékavych latek s nizkou koncentraci, a to pro svoji univerzalnost a rychlé stanoveni $irokého spektra
latek. Obecné je chromatografie zaloZena na separaci latek za pomoci mobilni a stacionarni faze,
v zavislosti na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech. V porovnani s klasickou sloupcovou
chromatografii obsahuje i vysokotlaké ¢erpadlo, schopné umoznit pritok mobilni faze kolonou mensich
rozmért, kde je umisténa stacionarni faze se solventem. Tim dosahuje mnohem vétsi ti¢innosti separace
latek ve srovnani s klasickou sloupcovou chromatografii. Pti rozdilné distribuci analyti mezi fazemi

dochazi k separaci. Pro separaci antibiotik je ¢asto vyuzivan systém s obracenymi fazemi [53].
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Existuji ¢tyfi zakladni druhy separa¢nich mechanismii:

a) Adsorpce

b) Rozdélovani

C) Vyména iontl

d) Sitovy efekt
Vyjadreni t¢innosti separace lze provést pomoci poctu teoretickych pater. Teoretické patro reprezentuje
pomyslnou ¢ast kolony, ve které dochazi k ustaleni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi. Vyskovy
ekvivalent teoretického patra je pak roven délce kolony podélené poctem teoretickych pater. Vysoka
ucinnost separace je proto podminéna velkym poctem vySkovych ekvivalentli teoretického patra.
Dilezita je také volba pouzité mobilni faze. Pro stanovovani makrolidi se pouziva naptiklad gradient
binarni smési octanu amonného a acetonitrilu. Ptipadné se jedna o Milli-Q vodu s ptidavkem kyseliny
octové a acetonitrilu. Vyrobnim materidlem kolon byva Casto antikorozni material, nej¢astéji nerezova

ocel. Na obrazku ¢. 8 je zobrazeno schéma zapojeni HPLC [5, 53, 54].

ODPLYNOVAC rﬂ:ﬂ,_
4 KOLONA
& i POCITAC
DAVKOVAC
A -
v

ZASOBNIK ———
MOBILNi ¢ — <=l

FAZE VZOREK

ODPAD

Obrdzek ¢ 8 Schéma HPLC [55]
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2.9 Ultra-vysokou€inna kapalinova chromatografie

Ugelem pouziti ultra-vysokou¢inné kapalinové chromatografie je separace velkého podtu analyt
v kratkém Casovém useku. V literatufe se mizeme setkat se zkratkou UPLC nebo UHPLC. Nejvétsim
rozdilem proti klasické HPLC je pouziti mensich ¢astecek stacionarni faze. Cely separacni proces
probiha za velmi velkych tlakd (1500 psi, 1000 bar, 100 MPa). Bézn¢ je maximalni pritokova rychlost
do 5 ml/min. Chromatografické kolony maji ¢astice mensi jak 2 pm, v idealnim piipadé hodnotu 1,7 pm.
Tyto specifické vlastnosti umozniuji zkraceni kolony (proti standardnim HPLC kolonam). Dokonce
je dosahovano zvyseni G¢innosti kolony.

Hlavnimi pfednostmi UPLC jsou:

kratsi doba analyzy
e sniZeni spotieby mobilni faze
e zvySeni separacni ucinnosti kolony
e snizeni meze detekce a zvyseni citlivosti
e vice kvantitativnich informaci.
Transformace vyuzivanych metod z HPLC na UPLC je trivialni. Védecky pracovnik by si mél dat pouze

pozor na zménu objemového prutoku mobilni faze, nastiik a dobu analyzy [5, 56].

2.9.1 Bézné pouzivané detektory v HPLC/UHPLC

Pomoci detektort se fyzikalné-chemické vlastnosti nami sledovaného eluatu meéni na elektricky signal,
ktery je posléze vyhodnocen softwarem na pocitaéi. V soudasnosti se vV pievazné mife vyuzivaji
detektory koncentra¢ni. Dé¢lime je na selektivni a univerzalni. Zakladni podminkou pouzitelnosti
detektoru je linearni zavislost odezvy v Sirokém koncentratnim rozmezi stanovované latky a plna
automatizace zdznamu. Oblast linearity je vymezena intervalem odezvy detektoru, kdy odchylka
od linearniho prub&hu odezvy detektoru v zavislosti na koncentraci je mensi nez 2 %. Smérnice linearni
zévislosti je mirou citlivosti daného detektoru. Minimalni detekovatelné mnozstvi slozky (mez detekce)
je urceno nejmensim mnozstvim, které detektor prokazateln¢ zaznamena, pricemz odezva detektoru se
pii mezi detekce mé rovnat alespoii dvojnasobné hodnoté hladiny $umu detekce. Sumem se mini kolisani
odezvy detektoru zpisobené nahodnymi zménami nulové linie (mald Casova konstanta, vysoka
frekvence). Driftem se rozumi dlouhodoba nestabilita nulové linie p#i prutoku ¢isté mobilni faze. [56,
57]

Nejpouzivanéjsi detektory jsou:

a) UV-VIS spektrofotometricky detektor

b) Detektory s diodovym polem (DAD)

c) Fluorescenc¢ni detektory

d) Hmotnostné spektrometricky detektor
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2.9.1.1 UV-VIS spektrofotometricky detektor

Ve své podstaté je UV-VIS detektor zaloZen na stejném principu jako UV-VIS spektrofotometr, avSak
s tim rozdilem, Zze misto kyvety se vzorkem prochazi paprsek prutokovou celou s eluatem z kolony.
Velka vétSina organickych latek absorbuje v oblasti UV zafeni, nékteré i v oblasti viditelné¢ho svétla.
Detektory maji bud’ fixni vinovou dalku (nejcastéji 254 nm), s moznosti vybéru jinych vinovych délek,
nebo maji monochromator a pracuji na principu spektrofotometru v rozsahu 190-400 nm. Detektor
registruje zeslabeni signalu prochazejiciho celou v disledku pritomnosti latek, které mohou absorbovat

zéteni [53, 56, 57].

2.9.1.2 Detektory s diodovym polem (DAD)

Jedna se o velmi univerzalni detektor s pomérné dobrymi mezemi detekce. Umoznuje ziskat spektralni
data latek v pribc¢hu celé analyzy, a to bez pferuseni chromatografické separace. Pritokovou celou
prochézi polychromatické svétlo; transmitované zateni je spektralné rozkladano holografickou mtizkou,
takZe na kazdou z miniaturnich fotodiod dopada zativy tok o ur€ité vinové délce, zeslabeny absorpci
v pritokové cele detektoru. Je tieba mit k dispozici specificky software pro pouzivani DAD detekce.
Tento by mél umoziovat napt. prib&zné hodnoceni tzv. , Cistoty pikt“, identifikaci neznamych slozek
pomoci spektralni knihovny, rychlé stanoveni absorpéniho maxima latky, kvantifikaci pikt s odliSnymi

spektralnimi vlastnostmi v jedné analyze apod. [53, 56, 57].

2.9.1.3 Fluorescenéni detektory

Meéii sekundarni (emisni) zafeni, kterd latka vyzafi po absorpci primarniho (excitacniho) zafeni, pficemz
dochazi k prudkym prechodim ¢astic do vysSich vibraénich hladin. To ma za nasledek vyzareni
absorbované energie v podobé fluorescence, kterou miizeme detekovat. Jedna se o velice selektivni
a citlivé detektory pro latky schopné fluorescence. Emitované zafeni se méfi kolmo, prochazi pres
emisni monochromator na fotondsobic. Diky ptfitomnosti monochromatoru 1ze manipulovat se zménou
vlnové délky excitacniho i emitovaného zareni. Fotonasobi¢ pak registruje emitované zafeni, které na
n¢j dopada. Ten pak poskytuje proud imerny toku emitovaného fluorescencniho zareni a koncentraci
analyzované latky v cele detektoru. Zdrojem zafeni byva obvykle rtutova vybojka. Moderngjsi

provedeni upfednostiiuje vyuziti Setrnéjsi xenonové vybojky [53, 56, 57].

2.9.1.4 Hmotnostni spektrometricka detekce

Po spektrofotometrické detekei je druhou nejcastéji vyuzivanou metodou detekce pii vyuziti kapalinové
chromatografie. Pracuje na principu interakce iontti (forma hmoty) s polem (elektrické a magnetické).
Ionty vznikaji primarné ionizaci analytu, potom se ionty rozdéluji podle poméru hmotnosti a naboje
(m/z) a jejich urychleni v analyzatoru. Posledni krok obnasi detekci iontl a zesileni signalu v detektoru.
Snimani hmotnostniho spektra béhem eluce latek je velmi vyhodné pro strukturni analyzu a identifikaci
latek ve slozitych smésich [36, 56].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje a vyuzita zarizeni

e Analytické vahy HR-EC, A&D Instruments, Japonsko

e pH metr inoLab 730, WTW Series, WTW Némecko

e  Pfistroj pro ptipravu Milli-Q vody Millipore, Academic

e Filtr sklenéna vlakna MN GF 3, 55 mm

e Filtr nylonovy Chromservis, 13 mm

e SPE extraktor Baker, model spe — 12G, s vakuovou pumpou, Barmany, Co., USA

e Vakuova pumpa KNF LAB LABOPORT

e  Pfistroj pro suseni pod dusikem Evaterm, LABICOM s. 1. 0.

e SPE kolonky Oasis® HLB (60 mg) Extraction Cartridge, Waters, USA

e kapalinovy chromatograf Agilent 1 100 Series, Agilent, USA
e detektor hmotnostni spektrometr Agilent 6300 lon Trap, Agilent, USA
e kolona Kinetex 2.6um C18 100A HPLC Column 150 x 2.1 mm, Phenomenex, USA

e Generator dusiku pro MS

Bézné laboratorni sklo a pomucky

3.2 Software pouzity ke zpracovani dat

MS Excel 2016

MS Word 2016

ChemStation for LC & LC/MS Systems, version 32.1, Agilent, USA
Vysttizky, Microsoft, USA

3.3 Pouzité chemikalie a standardy

Acetonitril —- CHROMASOLV® grad. grade, for HPLC > 99,9 %, Sigma Aldrich
Kyselina mravenci — > 98 %, Sigma Aldrich

Methanol, HPLC grade, Biosolve, Nizozemsko

Dusik, &istota 4.7, SIAD, Ceska republika

Deionizovana voda upravena piistrojem Milli-Qe Academic
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3.4 Standardy

Clarithromycin D3, 5 mL, 10 ug/ml v methanolu, Sigma-Aldrich, USA
Trimethoprim D9, 5 mL, 10 ug/ml v methanolu, Sigma-Aldrich, USA

3.5 Analyzované matrice

Odpadni voda z COV Brno-Modtice. Byla analyzovana voda na ptitoku a na odtoku.

3.6 Sledované analyty

Po konzultaci s vedoucim prace bylo rozhodnuto sledovat koncentraci vybranych antibiotik v odpadnich
vodach; Konkrétn¢ azithromycin a clarithromycin ze skupiny makrolidovych antibiotik. Dale

trimethoprim, ktery je chemoterapeutického ptivodu.

3.7 Postup stanoveni

3.7.1 Odbér vzorku

V prubehu 12 dnt byly odebirany smésné slévané 24hodinové vzorky z ptitoku a na odtoku odpadni
vody na COV Brno-Modfice. Prvni odbér prob&hl dne 1. 4. 2019 a posledni odbér byl uskute¢nén dne
12. 4. 2019. Vzorky byly prelity do tmavych sklenénych vzorkovnic o objemu 1 | a v rozmezi nékolika
hodin filtrovany. Zfiltrované vzorky byly do doby zahajeni analyzy skladovany pfi teploté 4 °C
v chladni¢ce, pokud nebyla zahajena analyza jiz t¢hoz dne. Nejpozdéji vsak byla zahajena do 24 hodin

od samotného odbéru.

3.7.2 Priprava vzorku

Vzhledem k piedpokladanému velkému znecisténi bylo nutné odstranit pevné ¢astice v odpadni vodé.
Byla provedena filtrace ptes sklenény filtr s pomoci vakuové pumpy. U vody odebrané na pfitoku bylo
zfiltrovano 100 ml a na odtoku 200 ml vzorku. Vzorky byly slity do Erlenmayerovy bariky a oznaceny,
pokud nedoslo jiz téhoz dne k zahajeni extrakci. V piipadé zahajeni byl vzorek slit do kadinky

0 piislusném objemu a fadné oznacen.
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3.7.3 Precisténi a zakoncentrovani vzorku pomoci metody SPE

Nadavkujeme 100 pl internich standardu a nechame 30 minut ustavit rovnovahu. Kolonku je nutné pied

samotnou extrakci pfipravit. Je proto nutné provést kondicionaci a ekvilibraci. Na obrazku ¢. 9 je

zobrazena SPE aparatura pro extrakci.

kondicionace: nechd se projit kolonkou 6 ml ¢istého methanolu. Na obrazku €. 11 je zobrazena
kolonka Oasis® HLB (60 mg)

ekvilibrace 6 ml Milli-Q vody

naneseni vzorku o objemu 200 ml v pfipad¢€ pritoku a 100 ml v piipadé odtoku

promyti vzorku 3 ml Milli-Q vody

suseni pomoci vakua 20 minut

eluce: 2x5 ml methanolu

suseni vzorku pod plynnym dusikem; zobrazeno na obrazku ¢. 10

rozpus§téni v 1 ml smési methanolu a Milli-Q vody v poméru 30 : 70

Naneseni cca 800 pl vzorku do chromatografické vialky

Po rozpusténi odparku ve smési methanolu a Milli-Q vody v poméru 30 : 70 je v piipadé podezieni ze

znecisténi nutné pred analyzou na HPLC roztok piefiltrovat. Byly pouzity nylonové filtry o priméru

13 mm. Snizujeme tak piipadné riziko zaneseni necistot do chromatografické kolony. Ta je v HPLC

systému jistym filtrem a tim padem i nejvice nachylné k zaneseni.
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Obrazek ¢. 10 Pristroj pro suSeni pod dusikem Evaterm

Obrazek ¢. 11 SPE kolonky Oasis® HLB (60 mg)



3.7.4 ldentifikace a kvantifikace analytu

Pro identifikaci a kvantifikaci 1éCiv byla zvolena metoda HPLC/MS. Metoda vysokoucinné kapalinové

chromatografie byla propojena shmotnostni spektrometrii. K separaci byl pouzit kapalinovy

chromatograf Agilent 1100 a vlasdtni detekce probihala na hmotnostnim spektrometru Agilent Iont Trap
6320. Analyt byl separovan na koloné¢ KINETEX C18 (2,1x150 mm). Pro kvalitativni uréeni byly

vyuzity retencni ¢asy jednotlivych analytti. Pro ionizac¢ni techniku byl pouzit elektrosprej, analyzatorem

byla sférickd iontova past. Pomoci hmotnostniho spektrometru byly sledovdny a vyhodnocovany

amplitudy a fragmenty jednotlivych 1é¢iv. Pro kazdy analyt byla vybrana charakteristicka hmota m/z,

ktera predstavuje jejich kvazimolekularni iont. Pro vyhodnocovani koncentraci byl vyuzit vyrobcem

dodany software, ktery po kalibraci umoznil vypocitat plochy pikli analytu s pfisluSnym internim

standardem. Ptistroje HPLC a MS jsou zobrazeny na obrazku ¢. 12.

3.7.5 Podminky méreni

Tabulka ¢. 2 Podminky chromatografického méreni

Mobilni faze:

A: acetonitril

B: 0,01M roztok HCOOH v Milli-Q vod¢

do 0,2 min5% A,

pak narust do 13,6 minuty na 70 % A,

setrvani do 15 minuty na 70 % A,

Gradient mobilni faze:

dale narust na 98 % A do 15,5 minuty,

drzeni do 18,5 minuty,

pak pokles zpét na 5 % A do 20 minuty,

posttime 14 minut

Nastrik:

2 ul

Prutok mobilni faze:

0,22 ml/min

Kolona KINETEX C18, 2.1x150 mm, velikost ¢astic 2,6 pm
Teplota kolony: 40 °C
Délka analyzy: 34 minut
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Tabulka ¢. 3 Parametry hmotnostniho spektrometru

Tlak zmlZovace 25 psi
Priitok susSiciho dusiku 10 I/min
SuSici teplota 350 °C

Tabulka ¢. 4 Retencni casy jednotlivych analyti

Analyty Retenéni ¢as [min]

Trimethoprim D9 8,7

Trimethoprim 8,8

Azithromycin 10,4

Clarithromycin 13,7

Clarithromycin D3 13,6

Tabulka ¢. 5 MRM parametry
Analyt Specificka m/z prekurzoru Fragmenty m/z Amplituda [V]

Trimethoprim 291,1 230 0,99
Azithromycin 375,2 591,4 0,62
Clarithromycin 748,4 590,3 0,64
Trimethoprim D9 300,1 234 1,02
Clarithromycin D3 751,4 593,3 0,61

Obrazek ¢. 12 HPLC (vlevo) Hmotnostni

spektrometr (vpravo)
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Pred provedenim chromatografické analyzy realnych vzorkid byla provedena optimalizace podminek
separace na prislusném piistroji. Bylo optimalizovano slozeni mobilni faze a jeji gradient, dale teplota
kolony a objem nasttiku. Vzhledem K pfitomnosti pouze jedné kolony nebylo nutné provadét analyzy
vlastnosti jednotlivych kolon pfed samotnym zahajenim separace. Vlastnosti kolony nelze ovliviiovat,
proto je mozné ménit parametry pouze vyménou za jiny typ. Vybér kolony ma pro separaci nejvetsi

vyznam, av$ak s timto omezenim bylo pii méfeni nutné pocitano.

4.2 Optimalizace parametri MS

Parametry pro MS byly primarné nastaveny vzhledem k pritoku mobilni faze. Pro vyladéni byly vyuzity

tabelované hodnoty. Primarné bylo nutné vyladit hodnoty pro pfimé infuze a MRM parametru.

4.3 Vysledna metoda HPLC/MS

Parametry samotné analyzy byly jiz ¢asteéné pripravené v souinnosti s konzultantkou pani
Ing. Landovou dopfedu. Bylo vSak nutné je jest€¢ optimalizovat pro nami méiend 1é¢iva. Podminky
separace po dosazeni optimalizace jsou uvedeny Vv tabulkach ¢. 2 a ¢. 3. Celkovy Cas analyzy trva
34 minut pro jeden vzorek. Pro spravnou opakovatelnost méfeni je tieba pied zapocéetim dalsi analyzy
vyckat nékolik minut pro vyrovnani tlaku na koloné. Tlak signalizuje spravny pomér mobilni faze,
tj. stejné pocateéni slozeni mobilni faze v koloné jako u piedchoziho vzorku. Retenéni casy

analyzovanych latek jsou uvedeny Vv tabulce ¢. 4.

4.4 Vyhodnoceni dat

Pro vyhodnoceni koncentraci byl vyuzit vyrobcem dodany software. Po zadani ptislusnych udajid (MRM
pfechody a retencni Cas) software vyhodnotil plochy pikd analytu a pfislusného interniho standardu.
Kalibracni roztoky byly pfipraveny ze vzorkl o znamé koncentraci v rozmezi
10-500 ng/ml, konkrétné pti koncentracich 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 a 500 ng/ml. Kalibra¢ni k¥ivky
jsou linearni pro Azithromycin a Clarithromycin. Kalibra¢ni kiivka pro Trimethoprim je kvadraticka.
Soucasti jsou rovnice regrese a koeficienty spolehlivosti. Ziskané kalibrace pro jednotliva 1é¢iva jsou

ptilozeny jako obrazky ¢. 13, 14, 15.
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Obrazek ¢. 15 Kalibrace Trimethoprimu

4.5 Chromatogramy a hmotnosni spektra

Na obrazcich €. 16, 17, 18 jsou zobrazena hmotnostni spektra zkoumanych 1é¢iv. Na obrazku ¢. 19 je
vyobrazen chromatogram standardu. Obrazky ¢. 20 a 21 ukazuji chromatogramy na ptitoku a na odtoku
ze dne 1.4.2019. V jednotlivych chromatogramech jsou oznaceny piky pro Azithromycin,
Clarithromycin a Trimethoprim. RovnéZ jsou zde naznaceny piky internich standard Clarithromycin
D3 a Trimethoprim D9.
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4.6 Realné vzorky

Optimalizovana metoda byla pouzita pro analyzu realnych vzorkti odpadni vody. Vzorky odpadni vody

byly odebrany ve dnech 1. 4. az 12. 4. 2019 na COV Brno-Modfice. Vzdy byl odebran jeden vzorek na

pfitoku a jeden na odtoku z COV. V tabulkich ¢. 4, 5, 6 jsou uvedeny tidaje o vysledcich méfeni

Vv jednotlivych dnech. Pro pfehledné znazornéni jsou koncentrace 1é¢iv vyobrazeny na obrazcich €. 10,

11, 12 v obou parametrech, s vyjimkou u Azithromycinu.

Tabulka ¢. 6 Azithromycin

Datum Den P¥itok [ng-1'] | Odtok [ng:1'] | pH pFitoku | pH odtoku
1. 4.2019 Pondgli ND 952,23 8,00 8,15
2.4.2019 Utery ND 1000,44 8,19 7,66
3.4.2019 Stieda ND 953,14 7,97 7,70
4.4.2019 Ctvrtek ND 885,63 8,01 8,02
5. 4. 2019 Patek ND 929,19 8,07 8,12
6. 4. 2019 Sobota ND 954,30 8,03 8,07
7.4.2019 Nedéle ND 920,47 7,97 7,93
8. 4. 2019 Pondéli ND 874,11 7,87 7,87
9. 4.2019 Utery ND 1126,93 7,87 7,69
10. 4. 2019 Stieda ND 996,21 7,92 7,62
11. 4. 2019 Ctvrtek ND 867,54 7,79 7,55
12. 4. 2019 Patek ND 758,69 7,96 7,56

Primér ND 934,91 7,97 7,82

Chybéjici hodnoty na pfitoku jsou oznaceny ND. V redlnych vzorcich mohly byt pravdépodobné

ptitomny, avSak pfistroj je nebyl schopen detekovat. Po odborné konzultaci s vedoucim prace

a konzultantkou byla tato chyba pfisouzena s nejveétsi pravdépodobnosti silnému matri¢nimu efektu

vzorku. Vzorky byly n€kolikrat pfemétovany s cilem eliminovat matri¢ni efekt, avSak nebylo dosazeno

kyzeného vysledku. Z diskuze vyplynulo, ze pro naméfeni potfebnych hodnot by bylo nutné zvolit

metodu méfeni s vyss§imi mezemi detekce, ptipadné zvolit jiny postup pfipravy vzorku (mozny je i jiny

postup na SPE).
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Tabulka ¢. 7 Clarithromycin

Datum Den Pritok [ng1'] | Odtok [ng: 1] | pH p¥itoku | pH odtoku
1.4.2019 | Pondéli 1515,94 1327,64 8,00 8,15
2.4.2019 Utery 4362,12 1280,77 8,19 7,66
3.4.2019 Stieda 3124,05 1253,34 7,97 7,70
4.4.2019 Ctvrtek 1251,89 1352,39 8,01 8,02
5.4.2019 Patek 5773,49 1192,34 8,07 8,12
6. 4.2019 Sobota 1738,61 1305,87 8,03 8,07
7.4.2019 Nedéle 2421,09 1258,90 7,97 7,93
8.4.2019 | Pondéli 2069,41 1306,11 7,87 7,87
9.4.2019 Utery 1149,91 1244,26 7,87 7,69
10. 4. 2019 Stieda 2967,17 1173,28 7,92 7,62
11.4.2019 | Ctvrtek 1356,53 1292,68 7,79 7,55
12. 4. 2019 Patek 7816,23 1268,98 7,96 7,56

Prameér 2962,20 1271,38 7,97 7,82
Tabulka ¢.8 Trimethoprim

Datum Den Pritok [ng1'] | Odtok [ng-1'] | pH p¥itoku | pH odtoku
1.4.2019 | Pondéli 1660,62 933,28 8,00 8,15
2.4.2019 Utery 1918,40 911,55 8,19 7,66
3.4.2019 Stieda 790,26 313,87 7,97 7,70
4.4.2019 Ctvrtek 1132,99 332,90 8,01 8,02
5.4.2019 Patek 801,76 318,21 8,07 8,12
6. 4.2019 Sobota 617,93 286,23 8,03 8,07
7.4.2019 Ned¢le 571,04 327,67 7,97 7,93
8.4.2019 Pond¢li 565,41 254,00 7,87 7,87
9.4.2019 Utery 453,97 151,99 7,87 7,69
10. 4. 2019 Stieda 808,57 142,99 7,92 7,62
11.4.2019 | Ctvrtek 622,82 164,11 7,79 7,55
12. 4. 2019 Patek 666,46 157,86 7,96 7,56

Primeér 884,19 376,08 7,97 7,82
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43



Koncentrace Clarithromycinu v jednotlivych dnech
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Obrazek ¢. 24 Koncentrace Clarithromycinu v jednotlivych dnech

Hodnoty koncentraci odtoku Azithromycinu dosahuji pomérné vyrovnané Urovné napfi¢ celym
méfenym usekem. V ptipadé Clarithromycinu nedosahuje koncentrace pfitoku, tj. az na dva dny
5a12. 4, extrémnich odchylek vici zbytku métfeni. Koncentrace Trimethoprimu na pfitoku rovnéz

vyrazngji vybocuje z priméru pouze u dvou dat, ato 1.4 a 2.4.

44



Prumeérné koncentrace léciv

M piitok
M odtok
Azithromycin Clarithromycin Trimethoprim
Nazev l&Civa
Obrazek ¢. 25 Priimérnad koncentrace léciv
Median koncentraci Iéciv
| piitok
m odtok

Azithromycin Clarithromycin Trimethoprim

Nazev léciva

Obrazek ¢. 26 Median koncentrace léciv
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4.7 Uéinnost odstranéni lééiv z odpadni vody

Na zaklad¢ kone¢nych vysledkd méfeni byla posouzena ucinnost odstraiovani vsech tii 1é¢iv v procesu
gisténi odpadni vody na COV — Modfice. Vzdy byl vyhodnocen odtok z aktudlniho dne a piitok
z ptedchoziho dne. Tato metodika byla pouzita z divodu zkoumani pravé posouzeni ucinnosti
odstranéni 16¢iv na COV. V p¥ipadé vyhodnocovani piitoku a odtoku z jednoho dne by to nebylo mozné
stanovit, protoZe proces ¢isténi v COV trva zpravidla 24 hodin. Z dvanactidenniho méfeni je proto pouze
jedenact vyhodnoceni. Vysledky jsou prezentovany na obrazcich ¢. 15, 16 a v tab. 16 a tab. 17. Také
nebylo mozné posoudit i€innost odstranéni u Azithromycinu, protoze vzhledem k velkému matricnimu
efektu nebylo mozné separovat pomoci HPLC pfitok u tohoto 1é¢iva. Vyhodnocovany program proto
vyhodnotil nulové koncentrace Azithromycinu na vSech vzorcich s pfitokem, ac¢koliv tam realné byly.
V ptipadé Clarithromycinu je v jednom ptipadé Gcinnost — 2,03 %. Tento idaj nemusi byt pokladan
okamzit¢ za chybny, piépadné pfisouzen Spatnému postupu mefeni. Pfi¢inou muzou byt i urcité
odchylky pfi méteni. Po diskuzi S vedoucim prace byl tento udaj pfisouzen moznym rozkladnym
procestim, které se udaly v priib&hu 24 hodin od ptvodniho odbéru na piitoku na COV. Jak bylo
zminéno Vv teoretické Casti této bakalarské prace, 1é¢iva se mohou vylucovat nejen moci, ale rovnéz
stolici. Pravé 1é&ivo obsazené ve stolici a rozlozené az v COV mohlo negativné zkreslit u¢innost

odstranéni 1é¢iv.
Vypocet ucinnosti odstranéni 1é¢iv z odpadni vody byl proveden v MS Excel.

n=100-Z (Rovnice ¢. 1)
n =100 - [(C1/ C) - 100]

Vyznam jednotlivych symboli:
Z ... zbytek v odtoku aktualniho dne ku ptitoku ptedchoziho dne
C1 ... koncentrace odtoku aktualniho dne

C: ... koncentrace piitoku pfedchoziho dne
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Tabulka ¢. 9 Procentudlni zbytek Clarithromycinu

Procentualni zbytek

Datum Den
Clarithromycinu o odtoku [%6]
2.4.2019 | Utery 84,48
3.4.2019 | Stieda 28,73
4.4.2019 | Ctvrtek 43,28
5.4.2019 | Patek 95,24
6.4.2019 | Sobota 22,61
7.4.2019 | Nedgle 72,40
8.4.2019 | Pondgli 53,94
9.4.2019 | Utery 60,12
10.4.2019 | Stieda 102,04
11.4.2019 | Ctvrtek 43,56
12.4.2019 | Patek 93,54

Tabulka ¢. 10 Procentualni zbytek Trimethroprimu

Procentualni zbytek

Datum Den
Trimethoprimu v odtoku [%6]
2.4.2019 | Utery 54,89
3.4.2019 Stieda 16,36
4.4.2019 Ctvrtek 42,12
5.4.2019 Patek 28,08
6. 4.2019 Sobota 35,70
7.4.2019 Nedéle 53,02
8.4.2019 | Pondéli 44,48
9.4.2019 | Utery 26,88
10. 4. 2019 Stieda 31,49
11.4.2019 | Ctvrtek 20,29
12. 4. 2019 Patek 25,34
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Tabulka ¢.11 Ucinnost odstranéni Clarithromycinu

Datum Den Utinnost odstranéni

Clarithromycinu [%]
2.4.2019 | Utery 15,51
3.4.2019 | Stieda 71,27
4.4.2019 | Ctvrtek 56,71
5.4.2019 | Patek 4,76
6. 4. 2019 Sobota 77,38
7.4.2019 | Nedéle 27,59
8.4.2019 | Pondsli 46,05
9.4.2019 | Utery 39,87
10.4.2019 | Stieda -2,03
11.4.2019 | Ctvrtek 56,43
12.4.2019 | Patek 6,45

Tabulka ¢. 12 Ucinnost odstranéni Trimethoprimu

Datum Den Utinnost odstranéni

Trimethoprimu [%]
2.4.2019 | Utery 45,11
3.4.2019 Stieda 83,64
4.4.2019 Ctvrtek 57,87
5.4.2019 Patek 71,91
6.4.2019 | Sobota 64,30
7.4.2019 Nedéle 46,97
8.4.2019 | Pondéli 55,62
9.4.2019 | Utery 73,12
10. 4. 2019 Stieda 68,50
11.4.2019 | Ctvrtek 79,70
12. 4. 2019 Patek 74,65

Pro vypocet priméru, medianu a smérodatné odchylky byl vyuzit MS Excel, konkrétné¢ funkce
PRUMER pro pramér, funkce MEDIAN pro median a funkci SMODCH pro smérodatnou odchylku.
Zdrojem dat byly procentudlni zbytky 1éciv v jednotlivych dnech.
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Tabulka ¢ 13 Souhrnné udaje procentudlniho ucinnosti isteni

Clarithromycin

Trimethoprim

Pramér [%0] 36,36 65,57
Median [%6] 39,87 68,50
Relativni smérodatna odchylka [%0] 26,46 12,21

Z tabulek €. 11 a 12 je zfejmé, Ze prumérna Ucinnost odstranéni Clarithromycinu dosahuje 36,36 %,

zatimco v pfipad¢é Trimethoprimu je to 65,57 %. Z dostupnych dat Ize proto odvodit, Ze odstranovani

Trimethoprimu je pfi stejnych podminkach ucinnéjsi nez v ptipadé Clarithromycinu. Na podkladé toho

1ze vyslovit zavér, ze biologické ¢isteéni je v pripadé Trimethoprimu G¢inngjsi.
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Prumér a median ucinnosti odstranéni lé¢iv
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Obrazek ¢. 30 Priumeér a median ucinnosti odstranéni 1éciv

4.8 Porovnani se zahrani€nimi udaji

Vysledky G&innosti odstranéni 1é¢iv COV byly porovnany se studiemi zabyvajici se obdobnou
problematikou ve svéte. Vysledky pro Azithromycin nebyly brany v uvahu, protoze nebylo mozné
stanovit ucinnost bez hodnot koncentraci na pfitoku. Pro porovnani byly pfevzata data ze studii
pochazich ze Svédska a Japonska. V piipadé Svédska zkoumali védci Géinnost odstratiovani 16&iv u péti
§védskych mést. Védecka studie probihala v letech 2002-2003 a byla zvefejnéna byla v roce 2005.
Z vysledki byl prevzat udaj pro Trimethoprim z roku 2002 na COV pro mésto Gothenburg, protoze se
svoji velikosti populace nejvice piiblizil Brnu. Méfeni probihalo stejné, jako v ptipadé zpracovani této
bakalaiské prace, na piistrojich HPLC/ MS [58]. Japonsti védci porovnavali procesy odstranovani 1é¢iv
na COV s pokroéilou technologii pise¢ni filtrace a odstrafiovani 1é¢iv ozonem. Méfeni probihalo
V hlavnim mésté Tokiu. Z jejich vyzkumu byly pro porovnani pievzaty tdaje pro Clarithromycin
a Trimethoprim. Vyzkum probihal v roce 2005, studie byla zvetejnéna v roce 2007. Vyhodnocovani zde
probihalo na pfistrojich GS/MS [59].
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Tabulka ¢. 14 Informace o COV

cov Pro pocet obyvatel Usti odtoku

Brno 477 000 Reka Svratka

Tokio 460 000 Filipinské mote
Gothenburg 605 000 Severni mofte

Tabulka ¢& 15 Koncentrace léciv v COV

Priumérna Priumérna Primérna Priumérna
5 koncentrace koncentrace koncentrace koncentrace
Mesto Clarithromycinu | Clarithromycinu | Trimethoprimu Trimethoprimu
na pritoku [ng-1?] | na odtoku [ng-1'] | na pFitoku [ng:1?] | na odtoku [ng-1?]
Brno 2962,20 1271,38 884,19 376,08
Japonsko 228,00 20,90 53,50 0,22
Svédsko - - 208,00 66,00

Tabulka ¢.16 Priumérnd ucinnost odstranovani léciv

5 Primérna ucinnost odstranéni | Primérna ucinnost odstranéni
Mésto Clarithromycinu [%0] Trimethoprimu [%]
Brno 36,3 65,5
Japonsko 84,6 96,0
Svédsko 68,0

Ze ziskanych dat Ize odvodit, Ze neji¢inn&ji probihalo odstratiovani v Japonsku. Jejich COV vyuzivala
1 technologii odstrafiovani 1é¢iv ozonem, kterd se projevila jako velice efektivni pro odstranéni obou
sledovanych 1é¢iv. Porovnani Ceské republiky (Brno) a Svédska (Gothenburg) indikuje v piipadé

Trimethoprimu obdobné vysledky pii odstranovani zminéného 1éc¢iva z odpadnich vod.
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5 Zaveéer

Predmétem této bakalaiské prace bylo stanovit vybrana 1éCiva v odpadnich vodach, konkrétng
trimethoprim, azithromycin a clarithromycin. Tato tfi farmaka byla vybrana z divodu jejich castého
vyuzivani v moderni medicing. Bylo nutné nalézt nejvhodnéj$i mozny zptsob pro jejich stanoveni. Po
konzultaci s konzultantkou Ing. Landovou a $kolitelkou Prof. Vavrovou bylo rozhodnuto o vyuziti
metody extrakce tuhou fazi pro izolaci analytli a ndslednym méfenim koncentraci pomoci systému
HPLC/MS. Tento systém se vyborné osvéd¢il pro tento typ posuzovani kontaminace odpadnich vod. Po
samotné optimalizaci metody naznacovaly jiz vysledky pilotni studie z uméle pfipravenych vzorka

vybornou odezvu.

Vzhledem k dosavadnim zkuSenostem byla zvolena v ptipadé odpadnich vod jako optimalni metoda pro
izolaci analytu z matrice extrakce tuhou fazi (SPE). Jako vhodné extrakéni kolonky se osvédéily

kolonky Oasis® HLB (60 mg), které svoji kapacitou pln¢ vyhovovaly analyzovanym objemim.

Vlastni separace analytu probihala na kolon¢ KINETEX C18 s rozméry 2.1 x 150 mm a velikosti ¢astic
2.6 um. Soucasti optimalizace chromatografickych podminek byl vybér mobilni faze, ktera méla slozeni
acetonitril a roztok 0,01 M kyseliny mravenéi v MQ vodé&. Pritok mobilni faze byl nastaven na
0,22 ml/minutu, nastiik byl stanoven na 2 pl a teplota kolony na 40 °C. Hmotnostni spektrometr byl
optimalizovan na tlak 25 psi v ptipadé zmlzovace, prutok susiciho plynu na 10 I/min a susici teploty na

350 °C.

V pribéhu 12 dni byly odebirany vzorky odpadni vody z COV Brno-Modfice. Vzdy se jednalo o vzorky
na pfitoku a na odtok z t¢hoz dne. Tyto realné vzorky byly nésledné pouzity pro stanoveni léciv. Ve
dvou ptipadech ze tii se podafilo uspésné stanovit koncentraci daného farmaka jak na pfitoku, tak také
na odtoku. V ptipadé Azithromycinu byla po odborné konzultaci pfisouzena nulova koncentrace na
pritoku vlivu silného matri¢niho efektu. Vysledné hodnoty koncentraci se pohybovaly v jednotkach
ng/l. V piipadé Trimethoprimu byla prokazana vy$si schopnost COV odstrafiovat zbytky 1é¢iva
na odtoku, konkrétné az s 66% uspésnosti. V piipadé Clarithromycinu dosahoval proces odbouravani

pouhych 36 %. Divodem miize byt pouzité biologické ¢isténi.

Pfi porovnani s vysledky dalSich studii ze svéta se ukazalo, ze nejvyssi ucinnost dosahuji technologie
za pouziti ¢iSténi ozonem. Nicméné tato technologie je v pfipade Ceské republiky ve vétSin€ piipadi
stale finan¢né nedostupna. Autor je vSak nicméné presvédcen, Ze v nasledujicich letech dojde k vétsimu

roz§iteni této technologie i na izemi Ceské republiky.

53



Autor této prace povazuje za hlavni pfinos této prace upozornit na rizika spojena se zbyteCnym
naduzivanim antibiotik a jejich naslednému problematickému odstraiiovani ze slozek zivotniho
prostredi. S touto problematikou uspésné seznamoval svoje blizké okoli a snazil se vyvolavat diskuzi

i mezi svymi kolegy na chemické fakulté VUT.
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7 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

cov
DAD
DNA
EPA
GIT
GS
HCOOH
HPLC
Kb
LLE
mRNA
MS
tRNA
UHPLC
UV-VIS
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Cistirna odpadnich vod

Detektor s diodovym polem
Deoxyribonukleova kyselina

Environmental Protection Agency
Gastrointestinalni trakt

Plynova chromatografie

Kyselina mravenci

Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
Kalova sorp¢ni konstanta

Extrakce kapalina/kapalina

Mediatorova ribonukleova kyselina
Hmotnostni spektrometrie

Transportni ribonukleova kyselina
Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Spektrofotometricky detektor



