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1 UVOD

Béhem poslednich nékolika let se nejen u nas, ale na celém svéte stala velmi populdrni otazka
ochrany zivotniho prostfedi. Z hlediska environmentélni analyzy se zacaly zkoumat nové kon-
taminanty, které se vSak jiz velmi dlouhou dobu dostavaji do Zivotniho prostiedi. Jednémi
z téchto polutanta jsou biologicky aktivni latky. Tato skupina latek méa neblahy vliv na cely
ekosystém z diivodu bioakumulace v nejriznéjsich slozkach zivotniho prosttedi. Patii mezi né
1 1éCiva, u kterych prokazatelné stoupa spotieba, a to v disledku neustale se zvysujici zivotni
urovné. Se zvySujici se spotfebou vSak také roste koncentrace odpadnich produkti, kam tyto
latky mohou pronikat jak v ptivodni, tak v metabolizované form¢.

Mezi jedny z nejpouzivangjSich 1éCiv patii skupina nesteroidnich protizanétlivych latek, také
n¢kdy nazyvand analgetika-antipyretika. Tyto piipravky jsou velmi oblibené zejména proto,
ze velké procento z nich Ize koupit volné bez Iékaiského predpisu. V domdacnostech se tak
mohou nachézet 1 v nadmérnych mnozstvich a po uplynuti expiraéni doby se pak Casto ne-
spravné likviduji. Dostavaji se tak do odpadni vody, ktera je nejvétsim prokazanym zdrojem
kontaminace Zivotniho prostfedi. Béhem poslednich let bylo vybudovano nebo zrekonstruo-
vano velké mnozstvi Cistiren odpadnich vod. Problémem ovSem ziistala nedokonalé technolo-
gie, vhodna pro odbouravani téchto biologicky aktivnich latek. Ty totizZ nejen Ze nejsou
z odpadni vody zcela odstranény, ale také neblaze ptisobi na biologické procesy vyuzivané pii
¢isténi. Z téchto divodl se potom dostavaji do recipientu, povrchové vody a dale do riznych
slozek zivotniho prostiedi.

Pokud je prokazatelna zvysujici se spotieba téchto latek a jejich nasledny prunik do ekosys-
tému, je naprosto nezbytné tyto polutanty neustdle monitorovat a vyvijet nové a dokonalejsi
metody pro jejich stanoveni. Kapilarni zénova elektroforéza je metoda pomérné instrumental-
né nendro¢nd a rychld. Velkou vyhodou ve srovnani s chromatografickymi metodami, je vel-
mi mala spotfeba vzorku a chemikalii. S tim souvisi nejenom niz$i finanéni naklady, ale
zejména moznost vyssiho zakoncentrovani vzorku do mensiho objemu pfi extrakci, a tim do-
cilit nizsich limiti detekce. Cilem této prace je proto optimalizovat tuto metodu tak, aby bylo

mozné ji pouzit na sledovani cilovych analyti ve vodnim ekosystému.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Analgetika

Analgetika jsou latky, které snizuji, az potlacuji pocit bolesti, aniz by vSak vyrazné ovliviiova-
ly smyslové vnimani a védomi. Pfestoze analgetika neléci pti¢inu onemocnéni, jejich podava-
ni mize vyznamn¢ napomahat vlastnimu léceni tim, Ze snizuji zatéz a stres organismu zpuso-
beny bolesti, zanétem a zvySenou teplotou (1). Délime je na silné G¢innd, oznaovana jako
opioidni analgetika (anodyna) a analgetika-antipyretika, kterd souCasné pusobi centralnim
1 perifernim mechanismem. Jejich G€inek neni tak silny jako u opioidnich analgetik, ale kro-
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latky (NSAIDs) (2).

Hlavnim ptedstavitelem této skupiny i standardem pro srovnéni je kyselina acetylsalicylova
(aspirin). V soucasnosti existuje nckolik desitek NSAIDs, z nichz asi dvacet tvori hlavni
komponenty stovek hromadné vyrdbénych léCivych ptipravkil tlumicich bolest. Existuje
i mnoho kombinovanych ptipravkl, kde i adjuvantni 1ék muize nejen pfiznivé ovlivnit tera-
peuticky ucinek, ale zejména zesilit nezadouci ucinky.

Jedna se o latky spadajici do mnoha odlisnych chemickych skupin. Vétsinu jejich (i nezadou-
cich) Gcinki lze vysvétlit stejnym mechanismem jako jejich terapeutické ucinky. Kyselina
acetylsalicylova (ASA) a dalsi NSAIDs inhibuji cyklooxygenazu (COX); ve vysSich koncent-
racich inhibuji 1 fadu dalSich enzymi (podileji se na vzniku nékterych nezadoucich ucinki).
Utinek nékterych latek je napf. omezen jen na mista s nizkym obsahem peroxidi. To vysvét-
luje antipyreticky ucinek paracetamolu jeho piisobenim v hypothalamu, ale také chybéni jeho
periferniho protizanétlivého ucinku ve tkanich. Trombocyty jsou obzvlasté citlivé k ucinkim
ASA (nemaji schopnost regenerace COX). Tohoto efektu se vyuZziva k prevenci agregacnich
funkei krevnich desticek (2).

2.2 Distribuce 1é¢iv v organismu

Interakce 1écivo-organismus jsou pomérné komplikované a predstavuji soubor propojenych
a vzajemn¢ podminénych procesti. Distribuci 1é¢iva v organismu vyznamné ovliviiuje jeho
vazba na proteiny krevni plasmy. Lé€ivo ve volné formé je v organismu vétSinou vystaveno
pusobeni nespecifickych enzymovych reakei, pii kterych dochazi k jeho preméndm (biotrans-
formaci, metabolismu) na latky Iépe rozpustné ve vod¢, a proto schopné vylouceni (exkrece)
z organismu. Pii biotransformaci mohou vznikat metabolity, které vykazuji stejny farmakolo-
gicky ucinek jako pivodni latka. Metabolickd pfeména vSak mtize vést k net¢inné latce (inak-
tivace, detoxikace) nebo naopak k latce ucinnéjsi (aktivace). Jsou znamé i piipady, kdy meta-
bolickymi pfeménami vznikd latka toxicka nebo vyrazné toxictéjsi nez latka pivodni (napf.
preména methanolu na formaldehyd). Jen vyjimecné nedochdzi v organismu k biotrans-
formaci latek. Biotransformace je vétSinou dvoustupniovy proces. V prvni fazi probihéd oxida-
ce, redukce nebo hydrolyza za vzniku metabolitii, které jsou obvykle polarné;si, a proto 1épe
rozpustné v télnich tekutindch nez ptivodni latka. V druhé fazi probihaji konjugacéni (syntetic-
ké) reakce s endogennimi produkty normdlniho metabolismu a vznikly konjugat, ktery je ve
vode¢ rozpustny, se vylucuje ptrevazné moci, stolici a potem (1).



2.3 Cyklus 1é¢iva v Zivotnim prostiedi

V poslednich letech se rapidné zvySilo uzivani farmaceutickych a hygienickych ptipravkai.
Rocné je celosvétove vyprodukovano nekolik kilotun béznych nesteroidnich antiflogistik,
jako je napft. ibuprofen (3). LéCiva, ktera po poziti projdou travicim traktem, vstupuji do Cisti-
ren odpadnich vod a touto cestou se tak dostavaji do vodniho ekosystému a do vodniho hos-
podafstvi. Pokud jsou tyto farmaceutické vyrobky biologicky aktivni, maji negativni vliv na
vodni i suchozemské ekosystémy a mivaji tendenci k bioakumulaci (4). Jiné cesty pruniku
nepouzitych nebo proslych 1€éka (5). Dalsim problémem je to, ze vysoké procento 1€Civ je
z téla vylouceno v nemetabolizované formé a vstupuje do odpadnich vod jako biologicky ak-
tivni latky, jejichz environmentdlni dopad neni dosud jednozna¢né objasnén. Dal§imi procesy
se mohou tyto latky sorbovat do pidnich sedimentii nebo se mohou ¢astecné rozde€lit mezi
vodnou a organickou fazi a vstupovat tak do potravniho fetézce (6).

2.3.1 Zdroje pruniku 1é¢iv do Zivotniho prostiedi

Rezidua 1é¢iv vstupuji do zivotniho prostiedi tiemi zdkladnimi cestami; imyslnym nebo ne-
umyslnym unikem z podnikti vyrabéjicich 1é¢iva, vypousténim veterinarnich nebo zemédél-
skych farmak po terapeutickém nebo komerénim pouziti a prinikem humannich 1é¢iv, pte-
vazné z odpadnich vod (7).

2.3.1.1 Kontaminace 7 podniku vyrabéjicich lécCiva

Vyrobny 1é€iv jsou spojeny s relativné nizkym stupném kontaminace Zivotniho prostedi, ne-
bot’ jejich odtoky byvaji peclivé monitorovany. Mistni piedpisy obvykle predchazeji ja-
kymkoli zamérnym uniklim kontaminovaného materidlu do zivotniho prostfedi. Pokud dojde
k nehod¢, znecisténi do okoli byva vétsinou bodové a procesy dekontaminace byvaji zpravi-
dla okamzité a efektivni (8).

2.3.1.2 Kontaminace ze zemédélstvi

Veterinarni farmaka byvaji pouzivana v mnoha rozlicnych aplikacich, jako stimulatory riistu
u dobytka, kokcidiostatika u drtibeze, ptidavky do krmiva na rybich farmach, jako kombino-
vané veterinarni farmaceutické prostfedky nebo jako pesticidy (4). Mezi nej€astéji pouzivané
substance patfi n¢kolik druhii antibiotik, smési tézkych kovii a hormony. Antibiotika jsou
rozsadhle pouzivana v zivo¢isné vyrobé¢, kde ptinasi okamzity komercni ptinos. Naptiklad pro-
fylaktické uzivani antibiotik minimalizuje ztraty zptisobené chorobami a kontaminace je pii-
pustna diky vysoké hustoté zemédé€lské vyroby (9).

Léciva pouzivana v zeméd€lském primyslu vstupuji do zivotniho prostiedi prostfednictvim
zvitecich exkrementl pfimo nebo pii jejich aplikaci jako hnojiva (10). V kazdém ptipadé an-
tibiotika ptechdzi rovnou ze zvifat do zivotniho prostfedi, a to bez mozné transformace na
méné aktivni metabolity v Cistirndch odpadnich vod. Biodegradace probihajici v zazivacim
traktu zvifat ptipada sice v uvahu, avsak plati pouze pro omezené mnozstvi latek. Bylo doka-
zano, ze 30—90 % podané davky antibiotik vstupuje do Zivotniho prostfedi v nezménéné po-
dob¢ (4).
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2.3.1.3 Kontaminace 7 Cistiren odpadnich vod a ze skladek odpadii

Existuji dva hlavni zdroje humannich 1é&iv, které se nachéazeji v odpadech COV. Jsou to 1é-
¢iva a jejich metabolity pochazejici z domacnosti a od pacientli z nemocnic, klinik nebo ji-
nych I€katskych zatizeni, a to bud’ jako aplikovana nebo nevyuzitd. Rozdil mezi obéma typy
spodiva v tom, e nepouzita 1é¢iva vstupuji do COV v jejich u¢inné formé diky tomu, Ze se
vyhnula potencialni biotransformaci uvnitt téla (8).

Velké mnozstvi farmak, zahrnujici analgetika, stimulancia, nesteroidni antiflogistika, karba-
zepamin, artorvastatin, gemfibroxil a estradiol, bylo identifikovano v kalech a odpadnich vo-
dach z &istiren odpadnich vod, a to v rozmezi hodnot od ng.I"" do pg.I™" (6). Tyto koncentrace
se nalézaji v odtokovych vodach navzdory riznym stupiiim ¢isténi a poukazuji na skutecnost,
ze tradi¢ni metody Cisténi odpadnich vod, jakymi jsou mikrobialni degradace s koagulaci ne-
bo flokulaci, neposkytuji dostate¢nou zaruku odstranéni téchto kontaminantt (11).

2.4 Léciva v Cistirnach odpadnich vod
2.4.1 Procesy a provozni podminky

V Cistirnach odpadnich vod plisobi proti dal§imu Sifeni kontaminace 1é¢ivy dva hlavni proce-
sy: adsorpce/absorpce a biodegradace (12).

Adsorpce ma za nasledek odstranéni 1é¢iv bud’ pomoci koloidn¢ zachycenych castic, nebo
sedimentaci do kalu (13). Je zavisld pifimo na hydrofobnich a elektrostatickych interakcich
mezi léCivem a Casticemi nebo mikroorganismy a dale, a to v mnohem vétsi mife, na provoz-
nich podminkach v COV, jako jsou pH a hydraulicky reten¢ni &as. Polarni 1é&iva (ibuprofen,
naproxen, diklofenak, indomethacin), jejichz hodnoty pK, se pohybuji v rozmezi od 4,1 do
4,9, se ve vodé¢ nachédzi hlavn€ v disociovaném stavu a vykazuji tak malou tendenci
k sorbovani do kalu.

Proces koagulace popt. flokulace, jakozto sekundarni stupenn CiSténi, mize byt U¢inny
v piipad¢ odstraiiovani kontaminantli z volné vody, ale nemusi nutné sniZzovat potencialni
ohroZeni Zivotniho prostfedi témito kontaminanty. Cistirensky kal s vysokym obsahem orga-
nickych latek je dle pfislusnych natizeni, ktera upravuji nakladani s odpady, skladkovan. Na-
slednym vymyvanim se vSak kontaminanty mohou dostavat zpét do vodniho prostiedi (14).

Biodegradace, zprostfedkovana pusobenim mikroorganismu, je jeden ze dvou zplisobli bio-
transformace probihajicich na Cistirndch odpadnich vod (8). Je to primarni proces vedouci
k odstranéni rozpusténych latek, ktery probiha bud’ aerobné, za pomoci aktivovaného kalu,
anebo anaerobné, diky vyhnivani (15). Biodegradace je zdvisla na faktorech pfimo souviseji-
cich se zivotnim prostfedim (teplota a pH), mikrobidlnim sloZenim, chemickymi vlastnostmi
vyslednych sloucenin a provoznimi podminkami Cistirny. Napi. kdyz poklesne pH, adsorpce
mnoha polarnich disociovanych nesteroidnich antiflogistik mize vzristat diky snizeni jejich
potencialu pro biodegradaci. Mira biodegradace mtize byt také ovlivnéna hydraulickym re-
tencnim Casem (13). Mikrobialni aktivita je citlivd na velké mnozstvi riznych fyzikalnich
a chemickych podminek prostfedi a pritomnost nebo naopak absenci toxickych ¢initelii. Pod-
minky prostiedi ovliviiuji rychlost mikrobialni degradace kontaminantti plisobenim na druh
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a rychlost metabolické aktivity mikroorganismi. Komundlni odpady casto obsahuji relativné
vysoké koncentrace antibiotik a desinfekénich prostiedki. Koncentrace antibiotik v COV mii-
7e dosahovat az 50 pg.I”'. Bylo prokazano, e koncentrace desinfek&niho prostiedku ben-
zochloridu v odpadu z nemocnic byla cca 6 mg.I”' a amonnych ionti v komunalnim odpadu
v rozmezi 0,05 az 0,1 mg.I”" (6). Tyto sloudeniny jsou specialné uréeny k potlageni riistu mik-
roorganismi. V tomto piipadé muize mikrobidlni inhibice vést k poklesu organismi
v provoznich podminkach ¢istirny a naslednému poklesu ti¢innosti ¢isténi (16).

Proces oxidace provadény bud’ chemicky, nebo pomoci UV zafeni, ktery byva zahrnuty
v poslednim terciarnim stupni CiSténi, je spiSe nez na toxikologicka rizika spojena s léCivy,
zamétfen na odstranovani patogennich organismii. V podstaté vSak miize mit 1 opacny efekt,
ato v pfipadé¢, ze produkty oxidace mohou vykazovat jesté vyssi toxicitu nez primarni slou-
¢eniny (8).

2.4.2 Uinnost odstranéni

Nejbéznéjsim zplisobem detekce 1€Civ v prostiedi je méfeni jejich koncentraci na pfitoku do
COV a na odtoku z COV. Tato metoda viak nebyla standardizovana, a tak se vysledky velmi
li$i v zavislosti na pouzitych konstruk¢nich a Cisticich technologiich, hydraulickém reten¢nim
case, ro¢nim obdobi, pocasi a technikdch méteni (17). Méteni koncentrace kontaminantli na
pritoku a odtoku za standardizovanych podminek muze byt itak zavadéjici. Zaprvé, 1éciva
mohou byt sice z odtoku odstranéna, avSak jsou casto pouze piesunuta do komponentl kalu.
Zadruhé se neuvazuje s produkty degradace. Tyto produkty mohou obsahovat stejné nebez-
pecné nizkomolekuldrni latky nebo konjugaty biotransformace, které mohou byt nasledné
dekonjugovany a uvolnény jako ptivodni slouceniny (18). Navzdory vSem riznym technikam,
ovliviiyjicim pfitomnost 1é¢iv v prostiedi, je nékteré slouceniny nadmiru obtizné odstranit (6).



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Sledovana matrice

Sledovanou matrici byla odpadni voda odebirana na COV. U téchto druhu vod je piedpokla-
dana nejvétsi mira zne¢isténi biologicky aktivnimi latkami, tj. i 1é¢ivy. Voda byla na COV
odebirana jak na pfitoku, tak na odtoku, za ucelem porovnani ucinnosti odbourani cilovych
analytl. Dal§im sledovanym kritériem byl vliv pouZité technologie ¢isténi na odbourani 1éCiv.
Z toho diivodu byly vybrany dvé COV s rozdilnou kapacitou ekvivalentnich obyvatel (EO).

3.1.1 Odpadni voda z COV do 10 000 EO

Vybrana Cistirna byla projektovana pro 6 990 EO (soucasna kapacita je 5 250 EO) a jsou na ni
napojeny dvé mensi obce. Praméry piitok &ini 73,6 m® h™' a maximalni 95 m® h™'. Zadrz
Cistirny je cca 2 dny, v zavislosti na mnozstvi ptitékajici odpadni vody. Z hlediska technolo-
gie &i§téni se jedna o mechanicko-biologickou COV s dlouhodobou aktivaci a aerobni stabili-
zaci kalu v ob&hové nadrzi. Je urcena pro ¢isténi splaskovych a srazkovych odpadnich vod
komundlniho charakteru. Mechanicka ¢ast je tvofena jemnymi ¢eslemi, lapdkem pisku a des-
tovou zdrzi, biologickou tvofi dvojice obéhovych nadrzi a ¢tverice dosazovacich nadrzi. Ka-
lovou koncovku reprezentuje dvojice uskladiiovacich nédrzi a strojni odvodnéni stabilizova-
ného kalu.

Co se tyc¢e charakteristiky odpadni vody, jedna se (kromé sraZzkovych vod) pfedevsim o vody
splaskové a z ¢asti také o vody technologické pochézejici z mensich podnikti. Vzhledem ke
sledovanym analytlim je vSak nutné zminit, Ze v obcich se nachdzi zdravotnické zafizeni, pie-
devsim zdravotni stfedisko a soukroma poliklinika (19).

3.1.2 Odpadni voda z velkokapacitni COV

Dalsi vybranou ¢istirnou byla velkokapacitni COV v Brné-ModFicich, navrzena pro 630 tis.
EO s primérnym piitokem 7 020 m® h™' (max pfitok 15 199 m’>.h™"). Tato &istirna slouzi pro
gisténi odpadnich vod z mésta Brna a §irokého okoli (Kufim, Modfice, Zelesice, Ceska u Br-
na, glapanice, glapanice—Bedﬁchovice, Ostopovice, Moravské Kninice, Liptvka, Podoli, Po-
nétovice a Rozdrojovice). V pripadé¢ vyssiho pfitoku, napt. za desté, se voda nejprve kumuluje
v destové zdri s kapacitou 10 500 m® a teprve po skondeni destové udalosti je pieterpavana
zpét na COV. Zadrz ¢istirny je 24 hodin. Mechanickou &ast &istirny tvoii lapak hrubého tér-
ku, jemné Cesle, lapak pisku (se separaci tuku) a Sest usazovacich nadrzi. Biologicka cast je
tvofena dvéma aktivacnimi nadrzemi, které 1ze provozovat samostatn¢ nebo spole¢né. Voda je
pfivadéna nejprve do anaerobni nadrze s funkci defosfatace, nasledné¢ do ob&hové anoxické
nadrze s funkci prediazené denitrifikace. Poslednim stupném aktivace je oxickd cast
s jemnobublinou aeraci rozdélend na provzdusiovanou a neprovzdusiiovanou zonu.
Z aktivacnich nadrzi postupuje smés do Sesti dosazovacich nadrzi. Piebytecny aktivovany kal
je zpracovavan v kalovém hospodatstvi, které tvoii zahuStovaci nadrz primarniho kalu, flo-
tani zahustovac pro biologicky kal, homogeniza¢ni, vyhnivaci a uskladiiovaci nadrze, zafi-
zeni na odvodiovani kalu a susarna kalu. Bioplyn, produkovany pii vyhnivani kalu, je odva-
dén z vyhnivacich nadrzi, kumulovan ve dvou membranovych plynojemech a poté vyuzivan
pro vyrobu elektrické energie a tepla v kogeneracnich jednotkach (20).



3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Vybér vhodnych NSAIDs pro analyzu

Na zaklad& zprav Statniho Gstavu pro kontrolu 1é&iv (SUKL) byla vybrana tato analgetika:
paracetamol (PAR), ibuprofen (IBU), kyselina salicylova (SAL), diklofenak (DIC), ketopro-
fen (KET) a naproxen (NAP), jakozto 1éCiva obsazend v nejcastéji prodavanych piipravcich
pro potlaceni bolesti. Udaje byly zpracovany za obdobi let 2008-2010, a to vzdy po kazdém
ctvrtleti. Ziskané hodnoty informuji o distribuci 1é¢ivych piipravka 1ékarnam, jinym zdravot-
nickym zafizenim a prodejctim vyhrazenych léCiv.

3.2.2 Odbéry vzorkiu

Vzorky odpadnich vod byly odebirany béhem cervna — srpna 2011. V ptipad¢ velkokapacitni
Cistirny bylo k odbéru pouzito automatického vzorkovace, diky némuz byl ziskan slévany
24hodinovy smésny vzorek, ktery byl odebirdn kazdy den v 6 hodin rano. U cistirny do
10 000 EO byl odebiran prosty jednordzovy vzorek vzdy mezi 9—11 ranni hodinou. Vzorky
byly pted zpracovanim uchovavany v lednici, pii teploté¢ 4 °C. Pro ptepravu do laboratofe
byly v obou piipadech pouzity tmavé sklenéné vzorkovnice o objemu 1 litr, umisténé
v prenosné lednici s pasivnim chlazenim. Zpracovani vzorku probéhlo vzdy nejpozdé€ji do
2 dnil po jeho odbéru.

3.2.3 Uprava vzorki

Prvnim krokem tupravy vSech vzorkll byla vzdy filtrace, kterd byla provadéna z divodu od-
stranéni suspendovanych latek, které by komplikovaly dalsi preanalytickou tpravu. Odpadni
voda byla za snizeného tlaku filtrovana pies papirové filtry pomoci Biichnerovy nalevky, od-
savaci baniky a vodni vyvévy. U vzorkl z pfitoku byly postupné pouzity filtraéni papiry Mu-
nktell Filtrak s ozna¢enim 388 a 390, ¢imz bylo zajisténo dostatecné precisténi vzorku a zaro-
veil zachovéna potiebna rychlost filtrace. U odtokovych vzorkl byl pouzit pouze filtr 390.

Po prefiltrovani byla nasledné u vSech vzorkli zméfena a zaznamenana hodnota pH. Pro na-
sledujici preanalyticky postup, extrakci tuhou fazi (SPE), bylo pomoci koncentrované kyseli-
ny chlorovodikové upraveno pH vSech vzorkl na hodnotu 2. Vzorky odpadni vody byly poté
rozdéleny po 3x 300 ml do uzaviratelnych sklenénych nadob.

Pro extrakci tuhou fazi byly vybrany kolonky Oasis HLB se specidlnim sorbentem obsahuji-
cim hydrofilni i lipofilni slozku. Po provedeni extrakce do methanolu, byl vzorek pomoci du-
siku vysuSen a nasledné znovu rozpustén v zdkladnim elektrolytu, pro vlastni méfeni na kapi-
larni elektroforéze. Pii optimalizaci extrakce byly brany v potaz vlivy pH, objemy vzorku
a eluéniho Cinidla a také koncentracni hladina analytu ve vzorku.

3.2.4 Nastaveni optimalnich parametri CZE
Pfi separaci na kapilarni elektroforéze je nutné zajistit, aby cilové analyty nesly elektricky

naboj. V ptipadé sledovanych NSAIDs se pak jedna o latky se zapornym nabojem, vzniklym
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disociaci karboxylovych, ptipadné hydroxylovych skupin. Podle toho byly také optimalizova-
ny podminky separace.

Pouzitym detektorem bylo DAD, a proto byla nejdfive zjisténa absorpcni maxima vSech sle-
dovanych latek na UV/VIS spektrometru. Poté byly do pfistroje pro CZE zadany hodnoty
detek¢nich vinovych délek a ostatni optimalizované parametry. Kvantifikace v redlnych vzor-
cich byla provadéna pomoci sestavené kalibracni kiivky a spolu s ni byly vypocteny také li-
mity detekce a stanovitelnosti.

Pro snadnéjsi identifikaci analytd v redlnych vzorcich bylo pro rozpousténi odparku po SPE
vyuzito roztoku zékladniho elektrolytu se standardnim ptidavkem vsech stanovovanych 1é¢iv
o koncentraci 5 mg.I”". Tento roztok byl vzdy samostatn proméfen spolu se sadou vzorkd
odpadni vody, tak aby bylo mozné z kalibra¢ni kiivky odecist vzdy piesnou hodnotu koncent-
race vSech analyta.

Tab. 1: Hodnoty LOD a LOQ pro optimalizovanou metodu (v pg.1™")

PAR KET DIC IBU NAP SAL
LOQ 1,54 4,27 3,28 3,90 1,67 1,54
LOD 0,46 1,28 0,98 1,17 0,50 0,46
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4 VYBRANE PODSTATNE VYSLEDKY DIZERTACNI PRACE

4.1.1 Stanoveni NSAIDs na COV do 10 000 EO

Na vybrané Cistirn¢ bylo odebrano celkem 24 vzorkti, béhem mésicii ¢ervna a Cervence roku
2011. Ve vzorcich byla nejprve zméfena hodnota pH a poté dle vypracovaného postupu vy-
hodnoceny koncentrace sledovanych analytd. Dale byla sledovana u¢innost COV pii odbou-
ravani kontaminantl. Pfi vyhodnoceni bylo nutné zohlednit dobu zdrZeni odpadni vody, ktera

&inni cca 2 dny. Z toho diivodu bylo mozné vypocitat i¢innost COV pouze u nékterych vzor-
k.

Tab. 2: Koncentrace sledovanych NSAIDs v pg.I"' na ptitoku a odtoku COV do 10 000 EO

datum 22.6. 23.6. 27.6. 28.6.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR 2,08 | <LOD 3,39 | <LOD | 10,76 |<LOD 2,09 |<LOD
KET | 10,76 |<LOD | 19,52 | <LOD | 23,64 |<LOD 4,87 | <LOD
DIC | 22,18 1,26 | 38,67 | <LOD | 26,51 |<LOD 1,45 | <LOD
IBU | 54,77 332 | 57,37 1,46 | 45,19 | <LOD | 2643 |<LOD
NAP 1,56 | <LOD 889 |<LOD |<LOD |<LOD 143 | <LOD
SAL | 55,82 |<LOD | 64,40 |<LOD | 30,54 |<LOD | 53,52 |<LOD
datum 29.6 30.6. 4.7. 7.7.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR 4,52 | <LOD | 11,65 |<LOD | 12,01 |<LOD 941 | <LOD
KET 2,52 1,30 13,47 2,31 1,54 | <LOD 2,18 | <LOD
DIC 5,96 2,26 3,83 0,99 8,64 |<LOD |<LOD |<LOD
IBU 16,64 1,44 18,18 | <LOD | 48,58 2,74 14,28 | <LOD
NAP 8,57 0,99 2,88 1,08 9,07 0,68 12,05 0,55
SAL | 53,66 2,39 | 42,18 1,37 | 54,04 1,69 | 45,51 0,75
datum 18.7. 19.7. 20.7. 21.7.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pFitok | odtok | pritok | odtok
PAR | 11,95 |<LOD | 13,70 |<LOD | 12,11 1,63 2,05 1,29
KET 3,17 | <LOD 4,64 | <LOD 6,02 1,36 | <LOD | <LOD
DIC 3,76 | <LOD | 10,52 1,28 19,23 1,14 |<LOD |<LOD
IBU | 41,46 2,25 | 42,39 1,68 17,83 | <LOD 2,59 | <LOD
NAP 4,30 |<LOD 7,79 | <LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD
SAL | 34,95 0,93 39,74 0,81 62,80 1,04 5,07 1,30
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Obr. 1: Primérné koncentrace jednotlivych analytii na COV do 10 000 EO

Z vysledkt méteni vyplyva, ze nejéastdji detekovanymi analyty na ptitoku COV byla kyselina
salicylova (45,19 pg.I™") a ibuprofen (32,14 pg.I™"), coz odpovida ziskanym tdajim ze SUKL,
podle kterych patii mezi nejoblibenéjsi preparaty z této farmaceutické skupiny latek. Jako
dalsi by se mél podle téchto udaji ve vyssich koncentracich pohybovat i paracetamol, avSak u
tohoto analytu nebylo pfi skupinovém stanoveni dosazeno potifebnych hodnot G¢innosti ex-
trakce. Urcitou moZnosti pro vysvétleni je to, Ze je tato latka velmi dobfe odbouratelnd jiZ pfi
samotném metabolismu, nebo nasledném postupném rozkladu v odpadni vodé, jesté pied pfi-
tokem na COV.

Pii studiu u¢innosti COV pfi odbouravani sledovanych analyti (Tab. 3) bylo zjisténo, Ze nej-
1épe odbouratelnymi analyty jsou ibuprofen, kyselina salicylova a paracetamol, u kterych bylo
dosaZeno prumérné hodnoty nad 90 %. U ketoprofenu, diklofenaku a naproxenu se primérné
hodnoty pohybovaly mezi 70-80 %. Je vSak nutno dodat, ze ve vétSin¢ pripadi se hodnoty
koncentraci na odtoku pohybovaly pod mezi detekce nebo tésné nad ni. Nizké koncentrace
vSech analytli na pfitoku dne 21. 7. lze vysvétlit roztedénim odpadni vody jiz v kanalizaci
vodou srazkovou, v disledku vydatného desté.
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Tab. 3: Uginnost COV do 10 000 EO pfi odbouravéni cilovych analyti (v %)

4.1.2 Stanoveni NSAIDs na velkokapacitni cov

Na velkokapacitni COV Brno-Modfice bylo odebrano celkem 40 vzorkt, béhem mésict &er-

datum | .0 | 286 | 187. | 197

odbéru
PAR | =100 | =100 26 91
KET 95 53 57 | ~100
DIC 91 31 70 | ~100
IBU 97 | ~100 | ~100 | ~100
NAP | <LOD 25 | =100 | =100
SAL 92 97 97 97

vence a srpna roku 2011.

Tab. 4: Koncentrace sledovanych NSAIDs v pg.I"' na piitoku a odtoku velkokapacitni COV

datum 25.7. 26.7. 27.7. 28.7.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pFitok | odtok | pritok | odtok
PAR | 10,12 |<LOD | 11,33 0,94 11,31 1,65 1,00 | <LOD
KET | <LOD |<LOD |[<LOD |<LOD |<LOD |<LOD 2,15 | <LOD
DIC 8,92 1,09 5,94 1,02 1,36 | <LOD 1,59 | <LOD
IBU | 20,79 |<LOD | 21,16 |<LOD | 18,59 |<LOD | 10,94 |<LOD
NAP 1,95 1,22 1,04 0,51 |<LOD 0,52 |<LOD | <LOD
SAL | 30,38 2,77 | 28,98 1,46 | 23,64 1,09 13,60 | <LOD
datum 29.7. 1.8. 2.8. 3.8.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR 1,26 | <LOD 2,67 |<LOD |<LOD |<LOD 3,72 | <LOD
KET 524 | <LOD |<LOD [<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD
DIC 9,46 | <LOD 6,39 1,72 5,89 2,17 1,55 1,36
IBU 1791 | <LOD | 27,02 1,37 | 21,74 | <LOD | 20,68 |<LOD
NAP | <LOD [<LOD 3,71 2,35 1,44 1,30 0,61 |<LOD
SAL | 21,29 |<LOD | 40,27 3,53 30,21 2,72 | 42,80 2,44
datum 4.8. 5.8. 8.8. 9.8.
odbéru | pritok | odtok | piitok | odtok | pFitok | odtok | prFitok | odtok
PAR 1,34 | <LOD 6,44 0,73 4,59 1,02 5,51 0,77
KET | <LOD |<LOD 6,50 1,43 |<LOD | <LOD 2,23 | <LOD
DIC 240 |<LOD 5,03 |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD
IBU | 2433 |<LOD | 25,85 |<LOD | 16,50 |<LOD | 14,67 1,19
NAP | <LOD [<LOD 0,66 0,65 |<LOD |<LOD 1,14 | <LOD
SAL | 41,15 2,23 26,73 | <LOD 5,58 | <LOD | 17,37 | <LOD
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datum 10.8. 11.8. 12.8. 15.8.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | prFitok | odtok | pritok | odtok
PAR 544 | <LOD 5,02 | <LOD 2,02 | <LOD 6,32 | <LOD
KET | <LOD |<LOD 2,18 |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD
DIC 8,01 1,52 6,20 2,08 2,30 |<LOD | <LOD 1,09
IBU | 26,50 1,28 | 42,32 1,68 | 27,26 1,41 20,84 | <LOD
NAP 1,68 | <LOD 2,00 0,65 5,68 1,06 3,89 1,26
SAL | 34,74 0,90 | 35,67 1,49 | 2541 0,97 15,59 | <LOD
datum 16.8. 17.8. 18.8. 19.8.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pFitok | odtok | pritok | odtok
PAR 9,80 0,52 14,61 | <LOD 9,94 | <LOD 742 | <LOD
KET | 28,21 |<LOD | 23,26 6,46 9,78 2,97 4,81 1,34
DIC 1,74 | <LOD |<LOD |<LOD 2,01 |<LOD 1,09 | <LOD
IBU | 3542 1,31 12,57 2,75 | 26,34 1,18 | 30,82 2,12
NAP 5,75 0,75 14,48 0,59 5,04 2,19 9,87 0,52
SAL | 20,76 0,47 | 30,06 |<LOD | 44,15 |<LOD | 3594 |<LOD
M pfitok  odtok
45 ~
40 - 28,21
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23,11
30
= 25
2
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0 T | T A= T
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Obr. 2: Priimérné koncentrace jednotlivych analytii na velkokapacitni COV

Z vysledki vyplyva, Ze nejéastdji detekovanymi analyty na p¥itoku do COV byly opét kyseli-
na salicylova (28,21 pg.I™") a ibuprofen (23,11 pg.I™"). Ostatni sledovana analgetika se pri-
meérn& pohybuji pod koncentraci 10 pg.I™". P¥i studiu G&innosti COV (Tab. 5) bylo zjiiténo, Ze
u vSech sledovanych analytd, kromé naproxenu, se primérnd hodnota odbourani pohybuje
nad 90 %. Koncentrace naproxenu se na piitoku pohybuji okolo 4 pg.I™", aviak uéinnost jeho
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odbourani Casto klesala az k 50 %. Potvrdil se tak zjiStény poznatek z mensi Cistirny, Ze se

jedna o kontaminant pomérné tézko odbouratelny.

Tab. 5: Uéinnost velkokapacitni COV pii odbouravani cilovych analytd (v %)

datum | oo | 266. | 27.6. | 286. | 18. 2.8. 3.8. 4.8.
odbéru
PAR 91 85 | ~100 | ~100 | ~100 | <LOD | ~100 | ~100
KET | <LOD | <LOD | <LOD | ~100 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
DIC 89 | ~100 | ~100 | ~100 66 77 | =100 | =100
IBU | ~100 | ~100 | ~100 | =100 | ~100 | =100 | ~100 | =100
NAP 74 50 | <LOD | <LOD 65 | ~100 | ~100 | <LOD
SAL 95 96 | ~100 | ~100 93 92 95 | ~100
datum | oo | 9¢ | 108. | 11.8. | 158. | 168. | 17.8. | 188.
odbéru
PAR 83 | ~100 | =100 | ~100 92 | =100 | =100 | =100
KET | <LOD | ~100 | <LOD | ~100 | <LOD 77 87 86
DIC | <LOD | <LOD 74 | =100 | <LOD | =100 | <LOD | ~100
IBU 93 91 94 97 94 92 91 92
NAP | <LOD | =100 61 47 81 90 85 90
SAL | ~100 95 96 97 97 | ~100 | ~100 | ~100

4.1.3 Porovnani vybranych COV p¥i odbouravani sledovanych analytd

Pii srovnani dvou riiznych COV je tfeba zvazit nékolik riiznych faktord. Prvnim z nich je cha-
rakteristika pfitékajici odpadni vody. V obou piipadech se jednd z vétSi miry o komunalni
splaskové vody doplnéné o primyslovou odpadni vodu, ovSem s témét 100nasobné rozdilny-
mi objemy na pfitoku.

Dalsim velkym rozdilem mezi Cistirnami je pouzitd technologie. U mensi Cistirny je zcela
vynechan mechanicky stupen ¢isténi pomoci usazovacich nadrzi. Lze tedy predpokladat, ze
u velkokapacitni COV je &ast kontaminanti odbouréna jiz pfi tomto procesu, a odchazi tak
z vody spolu s primdrnim kalem. U velkokapacitni Cistirny je také mnohem propracovangjsi
biologicky stupen ¢isténi.

V neposledni fadé je také tieba zminit rozdilnou dobu zdrzeni odpadni vody na COV. U vel-
kokapacitni Cistirny je tato doba 24 hodin, kdeZto u mensi Cistirny je to asi 2 dny, a to
v zavislosti na pritoku.

Vsechny tyto faktory se ve vysledku, ve vétsi nebo mensi mife, promitnou na t¢innost odbou-
rani kontaminantt z odpadni vody. Na Obr. 3 je zobrazena rozdilna uc¢innost dvou vybranych
COV pti odbouravani sledovanych analytil. Z grafu je patrné, Ze analyty paracetamol, ibupro-
fen a kyselina salicylova jsou snadno odbouratelné na obou typech COV. U ketoprofenu
a diklofenaku je vidét mirny pokles u¢innosti na velkokapacitni COV, ov§em na mensi &istir-
né jiz dochazi ke znaénému snizeni. Posledni sledovany analyt, naproxen, je ze vSech nejhtire
odbouratelny, a to na obou vybranych ¢istirnach.
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Obr. 3: Srovndni uicinnosti dvou riiznych COV

Pti sledovani koncentraci jednotlivych analgetik v pfitokové odpadni vodé, bylo vidét podob-
né procentualni zastoupeni. Nejcastéji detekovanymi kontaminanty byly v obou piipadech

kyselina salicylova a ibuprofen (Obr. 4). Ostatni analyty byly obsazeny v nizSich koncentra-
cich.
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Obr. 4: Srovnani koncentraci sledovanych analytii na piitoku dvou vybranych COV

Z namétenych hodnot vyplyva, ze z vybranych analytd jsou ty nejcastéji pouzivané, zaroven
1 nejlépe odbouratelné. Dalsi analgetika, zejména naproxen, patii sice mezi méné vyuzivana
1é¢iva (Obr. 4), jejichz koncentrace v odpadni vodé se vétsinou pohybuje v jednotkach pg.I™",
zato jsou v§ak hife odbouratelna na COV, a Ize proto predpokladat jejich zvyseny prinik do
povrchovych vod.

4.2 Porovnani ziskanych dat s publikovanymi udaji

V ramci vyzkumného zdméru, fesicim i problematiku 1é¢iv v Zivotnim prostiedi, se na Ustavu
chemie a technologie ochrany zivotniho prostiedi, Fakulty chemické, VUT v Brné, zabyva
feSitelsky kolektiv pod vedenim prof. RNDr. Milady Vavrové, CSc. Problém vyskytu analge-
tik v povrchovych a odpadnich vodach fesila ve své dizertacni praci také Ing. Lucie Vydrova,
Ph.D. Zvolenou metodou pro stanoveni byla v tomto ptfipad¢ vysokoucinna kapalinova chro-
matografie s hmotnostnim detektorem. Monitorovany byly povrchové a odpadni vody v CR,
Skotsku a na Taiwanu. Namétené primérné koncentrace vybranych analgetik v odpadni vodé
prokazané v CR uvadi nasledujici tabulka.

Tab. 6: Koncentrace vybranych analgetik v odpadni vodé (HPLC/MS) (21)

analyt PAR KET DIC IBU NAP SAL
¢ [ng.I] 355 68 2394 5191 774 16

Dals$im ¢lenem feSitelského kolektivu, ktery se rovnéz zabyva stanovenim analgetik ve vo-
dach, je Ing. Petr Lacina, ktery jako analytickou koncovku vyuziva dvoudimenzionalni ply-
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novou chromatografii (GCxGC) s hmotnostnim detektorem doby pruletu (TOF). Pomoci této
separaéni metody byly naméfeny koncentrace vybranych analgetik na velkokapacitni COV

Brno-Modfice béhem listopadu 2010; zjisténé hodnoty jsou uvedené v nésledujici tabulce.

Tab. 7: Koncentrace vybranych analgetik v odpadni vodé (GCxGC/TOF) (22)

¢ [pgd]
PAR 1,1-20,1
KET 0,4-3.8
DIC 3,7-17,1
IBU 13,2-45.9
NAP 0,5-3,4
SAL 20,2-51,9

Z porovnani dat naméfenych pomoci GCxGC/TOF a CZE vyplyva, Ze obé pouzité metody
poskytuji velmi podobné hodnoty koncentraci v pfitokové odpadni vodé z COV Brno-

Modrice, a to i pies to, Ze vzorky byly odebirany v riznych ¢asovych obdobich.

Problematikou stanoveni 1é¢iv ve vodach se zabyvaji odbornici z oblasti environmentéalni ana-
lyzy na celém svété a jiz byla publikovéana cela fada odbornych ¢lankl na toto téma. Pro sta-
noveni této skupiny kontaminantd jsou neustéle vyvijeny nové separacni, ale i predseparacni
metody, vhodné pro Gpravu, precisténi a zakoncentrovani readlnych vzorka.

Celosvétoveé patii analgetika bezpochyby k nejcastéji uzivanym 1é¢iviim, avSak vzhledem
k rizné rozvinutému farmaceutickému primyslu, distribuénim firmdm a dodavateliim, jsou
v jednotlivych zemich konkrétni 1éCiva rizné€ procentudlné zastoupend. Koncentrace vybra-
nych 1é¢iv uvadi nasledujici tabulka.

Tab. 8: Koncentrace analgetik v odpadni vod& pro réizné zemé (v ng.I™")

PAR | KET DIC IBU NAP SAL
Francie (23) — 1 081 486 219 289 52
Rakousko (24) — — 4114 | 2679 — —
Velka Britanie (25) — — — 405 — —
Svédsko (26) - - 111 751 | 5153 -
Spanélsko (27) 10194 | 451 250 516 99 —
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5 ZAVER

Ptedlozena dizertacni prace byla zamétena na sledovani vybranych 1é¢iv ve vodach a jejich
prunik do zivotniho prostiedi. Toto téma je celosvétové velmi aktualni, a proto bylo cilem
prace vypracovat novou a rychlej$i metodu pro stanoveni téchto specifickych kontaminanti.

-----

byly vybrany z diivodu jejich Casté a nadmérné konzumace.

Analytickou metodou, vhodnou pro stanoveni vybranych analgetik, byla zvolena kapilarni
zonova elektroforéza s detekci diodovym polem. Pro extrakci a zakoncentrovani analytii byla
vyuzita extrakce pevnou fazi spouzitim specidlniho sorbentu, tvofeného kopolymerem
s hydrofilni a lipofilni ¢asti.

V prvni ¢asti experimentu byla nejprve vybrana vhodna analgetika pro analyzu, a to na zakla-
dé zavérecnych zprav Statniho ustavu pro kontrolu 1é¢iv za posledni tfi roky. Podle téchto
udajii a z vysledkt jinych naSich experimenti byla vybrana 1éCiva: diklofenak, ibuprofen,
ketoprofen, kyselina salicylova, naproxen a paracetamol.

V dal$im kroku byly optimalizovany podminky pro separaci vybranych analyti na kapilarni
zonové elektroforéze, a to za pouziti nepokryté kiemenné kapilary s vnitinim primérem
75 um. Po optimalizaci metody byly pro vSechny sledované analyty sestrojeny kalibracni
ktivky a vypocitany meze detekce a stanovitelnosti.

Aby bylo dosazeno co nejvyssi ucinnosti pfi zakoncentrovani analytii béhem extrakce, byla
také optimalizovana metoda SPE. Béhem tohoto experimentu byla vénovana pozornost vli-
vim pH, objemiim vzorku a elu¢niho ¢inidla a také porovnani Gi¢innosti na tfech koncentrac-
nich hladinach.

Zkoumanou matrici byla odpadni voda ze dvou Cistiren odpadnich vod. Divodem bylo nejen
porovnani koncentraci zkoumanych analytii, ale pfedev§im porovnani G€¢innosti dvou rozdil-
nych technologii ¢isténi. Redlné vzorky odpadnich vod byly odebirany béhem mésict ¢ervna
az srpna roku 2011 a pomoci ziskanych vysledkll byly vyhodnoceny koncentrace sledovanych
analytli na piitoku a odtoku COV.

Nejcastéji se vyskytujicim analytem v odpadni vod¢ odebrané na obou Cistirnach byly kyseli-
na salicylovéa a ibuprofen. Ostatni analyty byly ve vzorcich také obsazeny, avSak v nizSich
koncentracich. To plné potvrzuje fakt, ze tato 1é¢iva patii k nejcastéji uzivanym pii 1é¢bé bo-
lesti.

Pti sledovani u€innosti Cistiren na odbourani sledovanych kontaminant byl pozorovan rozdil
mezi obéma COV, a to zejména pfi odstranéni ketoprofenu a diklofenaku. Zatimto u velkoka-
pacitni &istirny se Giinnost pohybovala nad 90 %, u COV do 10 000 EO tato klesla k 70 %.
Analyty paracetamol, ibuprofen a kyselina salicylovd byly na obou ¢istirnach odstranény
z vice jak 90 %, na rozdil od naproxenu, kde se uc¢innost pohybovala kolem 70 %.
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8 ABSTRAKT

V poslednich letech se z hlediska environmentalni analyzy stala na celém svété velmi popu-
larni otazka priniku rezidui 1éCiv do slozek zivotniho prostiedi. Tyto kontaminanty patii mezi
biologicky aktivni latky, odliSujici se svymi fyzikalné-chemickymi a biologickymi vlastnost-
mi, vykazujici vysoky sklon k bioakumulaci. Do Zivotniho prostfedi pronikaji zejména se
stale zvySujici se spotfebou, piipadné také nespravnymi postupy pii jejich likvidaci. Mezi
nejcastéji vyuzivana farmaka patii Iéky proti bolesti — analgetika a z této skupiny tzv. nestero-
nost. Z této velmi obsahlé skupiny latek byla pro monitoring vybrana léciva diklofenak,
ibuprofen, ketoprofen, kyselina salicylova, naproxen a paracetamol, jelikoz jsou jako Uc¢inné
latky obsazené v nejvice pouzivanych preparatech. Sledovanou matrici byla odpadni voda ze
dvou gistiren odpadnich vod (COV), odebirana na piitoku a odtoku, aby mohly byt porovnany
nejenom rozdilné koncentrace cilovych analytl, ale zejména zjisténa ucinnost jejich odstrané-
ni, a to v zavislosti na pouzitych technologiich ¢isténi. Pro extrakci sledovanych kontaminan-
ti byla vyuzita extrakce pevnou fazi (SPE) a jako analytickd koncovka kapilarni zénova elek-
troforéza (CZE) s detekci diodovym polem (DAD). V ramci experimentu byla identifikovana
a nasledné¢ kvantifikovana vSechna sledovana analgetika, a to jak na pfitoku, tak i odtoku
COV; bylo potvrzeno, Ze se tyto polutanty dostavaji do povrchovych vod i do dalsich slozek
zivotniho prostiedi.
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