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ABSTRAKT

Predlozena bakalafskd prace se zabyvd problematikou [é¢iv v Zzivotnim prostiedi.
Stanovovana skupina léCiv, B-blokéatory jsou znacné rozsifena a klinicky dulezitd 1éciva
pouzivana k 1é¢beé kardiovaskularnich onemocnéni, jakymi jsou hypertenze, arytmie a anginy
pectoris. Tato skupina 1é€iv byla zvolena z diivodu jiZ prokdzané toxicity téchto latek na
vodni organismy. Sledovanou matrici byla odpadni voda z COV Veterinarni a farmaceutické
univerzity v Brné. Tato prace je krom¢ toho zaméfena na optimalizaci analytické metody pro
identifikaci a kvantifikaci cilovych analytl této skupiny 1é¢iv. Pro izolaci analyti ze vzorkt
odpadni vody byla pouzita metoda extrakce tuhou fazi (SPE), pro finalni analyzu metoda
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) sUV-VIS detekci pomoci
diodového pole (DAD). Cilovymi analyty byly methoprolol a propranolol.

ABSTRACT

The thesis discusses the issue of pharmaceuticals in the environment. Beta — blockers are
clinically important drugs which are highly used to treat cardio-vascular diseases such as
hypertension, arrhytmia and angina pectoris. This group of drugs was chosen because of their
already proven toxicity on aquatic organisms. The matrix examined was a wastewater from a
wastewater treatment plant of a University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences in
Brno. The thesis focuses on an optimization of an analytical method for the identification and
quantification of analytes in this group of drugs. A solid- phase extraction ( SPE) was used
for the isolation of analytes in a wastewater sample. A method of ultra - high performance
liquid chromatography (UHPLC) with the UV-VIS detection using a diode array detector
(DAD) was used for the final analysis. Target analytes were metoprolol and propanolol.

KLICOVA SLOVA
betablokatory, metoprolol, propranolol, odpadni voda, extrakce tuhou fazi, ultra-
vysokoucinna kapalinova chromatografie

KEY WORDS
betablockers, metoprolol, propranolol, waste water, solid phase extraction, ultra-high
performance liquid chromatgraphy
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1 Uvob

Vzhledem k tomu, Ze celosvétova produkce a spotieba 1é¢iv neustale stoupd, zacala se
1é¢iva dostavat do vSech slozek zivotniho prostiedi. Jejich pfitomnost je zjiStovana v pudé a
zejména ve vodnim prostfedi, kde dosahuji koncentraci v rozmezi pg - mg/l vody. Protoze
neni mozné omezit obchod s 1éCivy, je nutné zamezit jejich neuvazenému piedepisovani a
S tim souvisejicimu nekontrolovatelnému uvoliiovani do zivotniho prosttedi. Proto je dalezité
nejen vodu Cistit, ale 1 sledovat u¢innost tohoto procesu pii odstraiiovani 1é¢iv a dalSich
polutantt pfitomnych ve vode.

Mezi ¢asto pouzivané medikamenty patii beta-blokatory, které jsou jednou z hlavnich
indikacnich skupin 1€kt v kardiologii. U této skupiny 1é¢iv byly prokézany toxické ucinky na
vodni organismy. Z téchto poznatkl jednoznacné vyplyva, ze je zapotiebi sledovat obsah této
skupiny 1é¢iv v odpadnich vodach a je nezbytné stale hledat rychlé, cenové dostupné
a dostatecné citlivé analytické metody pro jejich stanoveni.

Tato prace je zaméfena na optimalizaci metody ultra-vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (UHPLC) s UV-VIS detekci pomoci diodového pole (DAD) pro identifikaci a
kvantifikaci cilovych analytd z téhle skupiny 1é¢iv — metoprololu a propranololu.



2 ODPADNIi VODY

2.1 Definice odpadnich vod

Odpadni vody jsou vody pouzit¢é v obytnych, pramyslovych, zeméd¢€lskych,
zdravotnickych a jinych stavbach, zafizenich nebo dopravnich prostiedcich, pokud maji po
pouziti zménénou jakost (sloZzeni nebo teplotu), jakoz i jiné vody z téchto staveb, zatizeni
nebo dopravnich prostfedkii odtékajici, pokud mohou ohrozit jakost povrchovych nebo
podzemnich vod. Odpadni vody jsou i1 prusakové vody z odkalist, s vyjimkou vod, které jsou
zpétn€ vyuzivany pro vlastni potfebu organizace, a vod, které odtékaji do vod dillnich, a dale
jsou odpadnimi vodami prisakové vody ze skladek odpadu[1].

Rozd€leni odpadnich vod:

e splaskové

e mgéstské

e pramyslové
o zemédélské
o destové

Splaskové a méstské odpadni vody (splasky) jsou odpadni vody z domacnosti a socialnich
zafizeni, zavodl (kuchyni, zdchodl, umyvaren), které neobsahuji odpadni vody primyslové.
Pokud neni vdaném mésté¢ zadny pruamysl, jsou meéstské odpadni vody pouze vodami
splaskovymi [2].

Primyslové odpadni vody vznikaji primyslovou ¢innosti, pfi ziskdvani anorganickych a
organickych surovin a pfi jejich primyslovém zpracovani. Lisi se charakterem znecisténi,
chemickym slozenim a fyzikdlnimi vlastnostmi. Jejich slozeni a mnozstvi zaviseji na
charakteru vyroby a systému vodniho hospodaistvi jednotlivého podniku. Do této kategorie
patii i zemédélské odpadni vody (odpadni vody z rostlinné a zivoc¢isné vyroby) [2,3].

Atmosféricka (srazkova) voda vznika v ovzdus$i z vodnich par pti poklesu teploty pod rosny
bod. Muze byt v kapalném (dést, rosa, mlha) nebo tuhém skupenstvi (snih, led, jinovatka,
naledi). Dest'ové odpadni vody jsou vody z atmosférickych srazek odvadéné stokovou siti.

2.2 SlozZeni odpadnich vod

2.2.1 Anorganické latky v odpadnich vodach

Anorganické latky jsou obsazeny v odpadni vod¢ v rozpusténé formé, obvykle se stanovi
jako obsah iontl a soli v jejim zdroji. Pfitomnost vétSiny téchto latek neni dilezitd, pokud
nepifesahnou koncentraci 10 g/l. Soucasny trend Cisténi odpadnich vod je zaméfen na sniZeni
obsahu dusiku, soli fosforu a tézkych kovi. Zvyseny obsah dusiku a fosforu ve vodach mize
mit za nasledek eutrofizaci (rast fas, sinic, apod.).

2.2.1.1 Fosfor (P)

Fosfor se vyskytuje v metabolitech pfedev§im ve formé fosfatové (fosforecnany),
vylu¢ovanych moci. Mensi ¢ast fosforu je vadzana do organickych sloucenin, z nichZz nejvétsi
vyznam maji nukleové kyseliny — ribonukleova a deoxyribonukleovd, obsazené ve vSech
zivych organizmech (v bunécnych jadrech). Specificka produkce fosforu je vSak podstatné



vy$§i nez odpovidd metabolickym produktim, nebot’ znaény jejich podil je obsazen zejména v
polyfostatech, které byvaji soucasti pracich prostiedkd.

2.2.1.2 Dusik (N)
Dusik je v odpadnich vodach pfitomen jak ve formé organickych sloucenin, tak i v
anorganickych formach (amoniakové, dusitanové a dusi¢nanove).

2.2.1.3 Nerozpusténé latky (NL)
Vyjadiuji obsah pevnych latek v odpadni vodé, obvykle se déli na usaditelné a
neusaditelné [4].

2.2.2 Organické latky v odpadnich vodach
Organické latky ve vodach mohou byt ptiivodu bud’ ptirodniho, nebo antropogenniho.

Mezi piirodni organické zneciSténi lze zafadit vyluhy z pidy a sedimentd (ptdni a
raSelinny humus, vyluhy z listi a tlejiciho dfeva) a produkty Zivotni ¢innosti rostlinnych a
zivociSnych organismt a bakterii. Jde o latky vétSinou biogenniho plvodu, piedevSim o
huminové latky.

Organické latky antropogenniho pivodu pochdzeji ze splaSkovych a primyslovych
odpadnich vod, z odpadli ze zemédélstvi, ze skladek a mohou vznikat i pii upravé vody
chloraci. Nékteré organické latky mohou byt jak ptfirodniho, tak i antropogenniho piivodu, a
proto v téchto pripadech nelze povazovat jejich pritomnost za jednoznaény prukaz znecisténi
pfirodnich vod odpady z primyslu, mést nebo zemé&délstvi (napi. nékteré alifatické a
aromatické uhlovodiky nemusi byt vzdy ropného plivodu; v malych koncentracich mohou
vznikat v eutrofizovanych vodach biologickymi pochody v planktonnich a benthickych
mikroorganismech a jsou produktem metabolismu nékterych bakterii, plisni i rostlin).

Pro stanoveni veskerych organickych latek ve vodé se pouziva:

a) stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK) dichromanem nebo manganistanem
draselnym

b) stanoveni organického uhliku (TOC, DOC)

c) stanoveni biochemické spotieby kysliku (BSK)

Mezi organické latky vyskytujici se ve vodach a majici zvlastni hygienicky vyznam patii:

e Uhlovodiky
Hlavnim zdrojem uhlovodikl jsou produkty ziskdvané z ropy: benziny, petrolej, motorova
nafta. Pti styku uhlovodikti s vodou mize dochazet k jejich rozpousténi, tékani, emulgaci,
sorpci na tuhych fazich, fotooxidaci a biochemickému rozkladu. Uhlovodiky ve vodach
zhorduji jejich organoleptické vlastnostil, mohou pisobit toxicky na vodni organismy a
povrchové filmy omezuji pfistup vzdusného kysliku do vody, ¢imz je nepiimo ovlivnéna
samocistici schopnost.

e Organické halogenderivaty
I kdyZ se obecné hovoii o organickych halogenderivatech, jedna se ptevazné o chlorderivaty.
Jsou to latky vétSinou znacné toxické, znichz nékteré maji potencialné karcinogenni a

! Vlastnosti, které jsou zjistitelné smyslovymi organy (teplota, barva, zakal, pach a chut)
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mutagenni ucinky. Jedna se pfedevSim o alifatické a aromatické polychlorované derivaty
(PCB, trihalogenmethany, dibenzofurany, chlorované pesticidy aj.). Vzhledem ke své
kumula¢ni schopnosti a chemické a biologické stabilité se mohou hromadit v prostredi,
zejména v sedimentech, biomase a piide.

e Fenoly a polyfenoly
Fenoly patii mezi hlavni komponenty znecisténi odpadnich vod z tepelného zpracovani uhli.
Protoze jednosytné fenoly mohou byt pii¢inou organoleptickych zévad piti chloraci vody,
odlisuji se analyticky od vicesytnych. Pro spravnou interpretaci vysledkti sumarniho stanoveni
fenoli je vSak nutné odlisit jednotlivé derivaty instrumentalni analyzou.

e Huminové latky
Jsou béZnou soucasti pfirodnich vod. Ve vodach jsou chemicky i biochemicky stabilni.
Projevuji se barvou, kyselosti a kompletacni schopnosti. Z ekotoxikologického hlediska
nejsou sice zavadné, ovliviiuji vSak do zna¢né miry organoleptické vlastnosti vody (barvu).

e Tenzidy a detergenty
V sou€asné dobé¢ tenzidy nepatii mezi vyznamné kontaminanty odpadnich vod (s vyjimkou
odpadnich vod z vyroby detergentll). Soucasnym problémem je tvorba biologicky
rezistentnich a event. toxickych meziprodukt biodegradace n€kterych typt tenzidii. Problém
s detergenty spociva ve slozeni aktivacnich piisad. Preferuje se ndhrada polyfosfore¢nanti
zeolity, pripadné kiemicitany.

e Pesticidy
Pesticidy pfichazeji v ivahu jako mozné kontaminanty pfedevSim povrchovych vod. Jejich
vyskyt je vétSinou sezonni. Problémem jsou piedevsim organochlorové pesticidy, které jsou
znaéné chemicky i1 biochemicky stabilni a mohou proto kontaminovat prostiedi po velmi
dlouhou dobu.

¢ Komplexotvorné latky
Mohou do zna¢né miry ménit jak chemické tak i biologické vlastnosti vody. Skodlivé mohou
pusobit pfedevsim latky, které jsou biologicky rezistentni. [5].

e Léciva
Distribuce farmak do Zivotniho prostfedi se pon€kud li§i v porovnani s tradi¢nimi polutanty.
Primarnim zdrojem odpadnich 1€Civ a jejich metabolitd jsou pacienti nebo napt. Zeny uzivajici
hormonalni antikoncepci. Aktivni latky jsou po uziti 1éku z téla vylu€¢ovany bud’ v nezménéné
podobé, nebo ve formé jejich metabolitli prostfednictvim vykald a moci a odchézeji diky
splaskim az na &istirny odpadnich vod (COV). Zde v$ak nejsou nékteré z nich dostatednd
zachycovany a ptechéazeji tak dale do recipienti?, kde nasledné mohou piisobit na fi¢ni
biocenézu® a také se transportovat do dalsich ¢asti ekosystému. Za dalsi vyznamny zdroj jsou
povazovany léky s proslou trvanlivosti, které se do kolob&hu dostavaji bud’ formou prisakil
ze skladek, nebo diky splachnuti do odpadu. Mezi mensi zdroje 1ze zaradit napft. stabilizovany
kal z COV, farmaceuticka vyrobni zafizeni a dalsi [6].

2 Vodni ttvar, do néhoZ vyuastuji povrchové vody nebo zne¢isténé odpadni vody

3 Soubor populaci viech druhi rostlin, Zivo¢ichti, hub a mikroorganismd, které ziji v ur¢itém biotopu; existuji
mezi nimi uréité vztahy
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3 LECIVA

3.1 Definice 1é¢iv

Léciva latka je ucinna slozka 1é¢ivého piipravku (IéCiva). Pojem lé¢ivo jasné definuje
legislativa Ceské republiky, konkrétng zakon & 378/2007 Sb. Podle n&j je lé¢ivem
(farmakem):

a) latka nebo kombinace latek prezentovand s tim, ze ma léebné nebo preventivni
vlastnosti v pfipad¢ onemocnéni lidi nebo zvitat, nebo

b) latka nebo kombinace latek, kterou lze pouzit u lidi nebo podat lidem, nebo pouzit u
zvifat nebo podat zvifatim, a to bud’ za uc¢elem obnovy, Gpravy nebo ovlivnéni
fyziologickych funkci prostfednictvim farmakologického, imunologického nebo
metabolického G¢inku, nebo za Gicelem stanoveni 1ékaiské diagnozy [7].

Lékova forma predstavuje zptsob Upravy léCiva do formy vhodné pro lécebné pouziti.
Lékova forma musi byt pfizplisobena pozadované cesté podani 1é¢iva do organismu a musi
respektovat jeho fyzikalné-chemické vlastnosti [8].

3.2 Historie l1éCiv

V pribéhu nekolika tisicileti, v tzv. etapé ptirodnich 1é¢iv, bylo empiricky, metodou pokus-
omyl, nashromazdéno obrovské mnoZzstvi poznatk o ucincich riznych pfirodnich latek na
lidsky organismus. Jednalo se pfitom nejen o ucinky lé€ivé. Bylo objeveno i1 psychotropni
pusobeni riznych materialt, jako omamné ucinky opia, psychostimulaéni G¢inky listi koky
aj. Léciva vznikla v této etapé se Casto oznacCuji jako léfiva prvni generace. Paracelsus
predpokladal, ze latky chemického ptivodu jsou jako 1é¢iva rovnocenné latkdm ptirodnim.
Zduraznoval vyznam pozorovani a experimentu. Formuloval vztah mezi davkou a toxicitou
(,nevratnost u¢inku &ini z latky jed”). Svym udenim polozil zaklady iatrochemie?,
piredchiidkyné farmaceutické chemie. latrochemici zavedli do léCebné praxe pouzivani
anorganickych latek, pfedevsim jednoduchych sloucenin kovi (oxidd, sulfidi, soli). Pokrok,
ke kterému doslo v oblasti experimentalni chemie na prelomu 18. a 19. stoleti, umoznil izolaci
mnoha organickych latek obsazenych v pfirodnim materialu. Jednou z nejvétSich osobnosti
uvedeného obdobi byl Scheele, ktery ziskal v ¢istém stavu napi. glycerol, kyselinu
benzoovou, jablecnou, vinnou a mocovou. Velkym piinosem pro rozvoj farmaceutické
chemie byla izolace alkaloidu morfinu z opia, kterou provedl roku 1803 Sertiirner.

Pramyslové se zacalo izolovat antimalarikum a antipyretikum chinin z kiary chininovniku.
Objevila se prvni organickd léciva, pro jejichz struktury neexistuje v piirodé obdoba -
inhala¢ni anestetika diethylether a chloroform, sedativum a hypnotikum chloralhydrat,
antipyretikum a analgetikum acetanilid - antifebrin a mnohé dalsi. Chemicka lé¢iva z obdobi
iatrochemie a z obdobi extenzivniho rozvoje organické chemie v 19. stoleti se oznacuji jako
lé¢iva druhé generace. Znalosti o biologické aktivité téchto latek byly ziskavany empiricky,
casto vlivem ndhody. Za vyznamny meznik ve vyvoji chemickych 1éCiv je povazovana
Knorrova syntéza antipyretika fenazonu. Vyznam této Knorrovy syntézy nespocival ani tolik

4 Z teckého iatros = lékaf
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v antipyrinu samém, nybrz spise v pfistupu k hledani novych 1é¢iv. Pfedstava, ze stejnou nebo
podobnou biologickou u¢innost mohou mit i analoga mate¢né slouceniny, znamenala poc¢atek
skutecného farmaceutického vyzkumu. Latky, které vznikly cilenou obménou struktury
slouéenin piirodniho nebo syntetického piivodu o znamém biologickém ucinku, se povazuji
za léciva treti generace. Rozvoj biochemie ve 20. stoleti vyznamné ovlivnil i vyvoj 1éCiv.
Vznikl novy védni obor zvany farmakologie, ktery se zabyva vzajemnymi interakcemi léciva
a organismu. Farmaka, jejichz struktura byla navrzena s vyuzitim korela¢nich vztaht mezi
strukturou a biologickou aktivitou sloucenin, se oznacuji jako lé¢iva &tvrté generace. V
poslednich letech se objevil zcela novy ptistup k vyhleddvani latek s biologickou aktivitou.
Jde o kombinatorialni chemii, kterou se pfipravuji tzv. chemické knihovny. Tato metodika
umoziuje provést neobycejné rychle a s relativné nizkymi ndklady syntézu a zakladni
screening biologické aktivity stovek az desetitisicti slouc¢enin. Farmaka vznikla s vyuZzitim
kombinatoridlni chemie lze plnym pravem povazovat za dalSi generaci 1é¢iv. Posledni
desetileti rovnéz vyznamné ovlivnila farmaceutickou vyrobu. V zajmu ochrany spotiebitele
(pacienta) uzakonily vSechny vyspélé staty zavazna pravidla pro farmaceutickou vyrobu,
nazyvané spravnd vyrobni praxe (SVP). Cilem uvedenych opatfeni je minimalizace rizika, ze
by se v dusledku selhani lidského faktoru nebo jinou nestastnou souhrou okolnosti ve
farmaceutické vyrobé dostal na trh 1ék nevyhovujici kvality, pfipadné jinak nevhodny pro
pouziti v humanni nebo veterinarni mediciné [8].

3.3 Klasifikace lé¢iv

Kazd¢ 1écivo je predev§im chemickou latkou, takze ma sviij chemicky nazev. UZiva se
vSak pouze vyjimecné; pro pouziti v 1ékaiské literatufe je nevhodny, nebot’ je obvykle velmi
slozity a existuje v nékolika variantach. Zakladnim nazvem kazdého 1é¢iva v daném jazyce je
nazev genericky. Je obvykle jednoslovny a vytvari se podle urcitych pravidel. Genericky
nazev je obvykle podobny ve vSech jazycich, ale nemusi tomu tak byt vzdy. Ve shaze
sjednotit generické nazvy vydava WHO pro kazdé 1é¢ivo tzv. mezinarodni nechranény nazev
(rINN — recommended International Nonproprietary Name). Tyto nazvy jsou dnes
celosvétoveé preferovany. Jsou stanovovany v lating, angli¢ting, francouzstiné a Span¢lsting.
Generické a mezindrodni nechranéné ndzvy novéjSich 1éCiv obvykle obsahuji informaci o
terapeutické nebo chemické skuping€, ke které¢ dana latka nélezi. Jsou vytvafeny tak, ze
obsahuji spoleény morfém (tj. nejmensi seskupeni hlasek), coz mize byt predpona, kmen
nebo — nejéastéji — pripona nazvu. Nazev, pod kterym je 1é¢ivo uvedeno v 1ékopise, se nazyva
1ékopisny. Pro laickou vefejnost je nejvyznamnéjsi vyrobni ndzev, ktery oznacuje konkrétni
ptipravek a je vlastnictvim vyrobce. VétSina 1€¢iv je vyrabéna nékolika rliznymi vyrobei, ktefi
pouzivaji nazvy, ze kterych neni mozno odvodit, o jako latku se jedna, coz miize zpusobit
nebezpecné komplikace. Nejsou vyjimecné ani ptipady, kdy pacienti uzivaji jednu G¢innou
latku ve dvou, nékdy 1 vice pfipravcich, coz vede k predavkovani a ohrozeni jejich zdravi.
Zvlasté vysoké je toto riziko u volné prodejnych 1é¢iv [9,10]. V anatomicko-terapeuticko-
chemickém (ATC) klasifikaénim systému jsou latky rozdélené do rtznych skupin podle
organu (organového systému), ktery ovliviiuji a terapeutickych, farmakologickych a
chemickych vlastnosti [11].
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4 SYMPATOLYTIKA

Sympatolytika (SL, adrenergni® blokatory) jsou farmaka, kterd blokuji adrenergni reakce.
Jsou to nejen latky pusobici na adrenergni receptory piimo, ale i latky pisobici neptimo, tj.
ovlivnénim d&ji v nervovém zakonceni. Sympatolytika rozd¢lujeme podle toho, zda
prednostné blokuji alfa- nebo beta- receptory. SL se Casto pouzivaji k 1é¢bé zavaznych
onemocnéni, napt. hypertenze.

4.1 Piimo pusobici sympatolytika

4.1.1 Neselektivni a-sympatolytika
Blokuji a1 i a2 receptory.

Pouzivané latky: nicergolin, dihydroergocristin dihydroergotoxin, phentolamin
tolazolin, dihydroergotamin,

4.1.2 Selektivni a1 sympatolytika
Tyto blokatory snizuji krevni tlak sniZzenim periferni rezistence. Selektivné blokuji aa
receptory. Nezpusobuji vyrazné reflexni zvysSeni srde¢ni frekvence. Pouzivaji se u:

e hypertenze a srde¢niho selhani
e obstrukci mocovych cest
e benigni hyperplazie® prostaty

Zavaznym nezadoucim ué¢inkem je synkopa’ se ztratou védomi a dale zavratg, bolesti hlavy,
unava, ospalost, prajem aj.

Pouzivané latky: prazosin, terazosin, metazoon, urapidil, indoramin, alfuzosin a
doxazosin.

5 tykajici se noradrenalinu
6 zvétseni organu &i jeho ¢asti v diisledku zvyseni poctu jeho bungk

7 kratkodoba ztrata védomi, ktera je zptisobena nedostatkem okysli¢ené krve v mozku
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4.1.3 Selektivni a2 sympatolytika

Jedinou pouzivanou latkou z této skupiny je yohimibin, pusobi selektivné na a»
receptory a zvySuje vydej noradrenalinu z nervového zakonceni. Dochazi k tachykardii a
zvySeni krevniho tlaku. Pouziti u:

e poruch erekce
e inkontinenci

4.1.4 Neselektivni p sympatolytika

a) bez VSA:
Ptevazné pouzivany ke snizeni nitroocniho tlaku pfi arytmii. Do této skupiny patii naptiklad
propranolol, ktery je nejstar§im pouzivanym B-blokatorem.

b) sVSA:
Zvysuji srde¢ni frekvenci v klidu, no snizuji srde¢ni frekvenci pfi ndmaze. Jsou to napf.
oxoprenolol, alprenolol aj.

4.1.4.1 Propranolol

. OH
O\/I\/NH\(CH3
CH,

Obrazek 1: Strukturni vzorec propranololu

4.1.5 Selektivni p1 sympatolytika

Jsou kardioselektivni latky, které maji méné¢ nezadoucich ucinkti nez latky neselektivni.
Jsou vhodné k terapii anginy pectoris a hypertenze. Délime je podle toho, zda maji nebo
nemaji vnitini sympatomimetickou aktivitu (VSA):

a) bez VSA — atenolol, bisoprolol, metoprolol, betaxolol, esmolol, talinolol
b) s VSA —acebutol, celiprolol

4.1.5.1 Metoprolol

OH

CH,

Obrazek 2: Strukturni vzorec metoprololu
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4.1.6 Selektivni 2 sympatolytika
Butoxamin a jemu podobné latky maji zatim vyznam pouze experimentalni.

4.1.7 Sympatolytika s kombinovanymi u¢inky
Labetalol blokuje reflexni tachykardii, jeho isomer dilevalol ma vyhodné hypotenzivni
ucinky. Karvedilol ma blokujici ucinek jak na beta; a alfa; tak i na vapnikové kanaly.

4.2 Neprimo piusobici sympatolytika
Do této skupiny lze tadit tii skupiny farmak:

a) Falesné prekurzory
Jsou latky, které organismus vyuzije jako substrat k syntéze neplnohodnotného
neurotransmiteru. Typickym piikladem je alfa-metyldopa.

b) Latky vedouci k depleci katecholamina
Hlavnim pfedstavitelem této skupiny je reserpin, ktery velmi snadno pronikd do nervovych
zakonceni a do CNS. Blokuje pfijem noradrenalinu do zasobnich vezikul a nésledn¢ snizuje,
az vycerpava jeho obsah v téchto skladujicich tutvarech. Patii mezi antihypertenziva a
neuroleptika.

¢) Latky blokujici uvoliiovani katecholamin z nervovych zakonceni
Tlumi uvoliiovani neurotransmiterti z nervovych zakonceni, blokuji také pfijem noradrenalinu
do nervového zakonceni a maji 1 slaby lokalné anesteticky tc¢inek. K témto latkdm fadime
guanetidin, guanadrel a bretylium [12].
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5 METODY STANOVENI LECIV VE VODACH
Obecny postup pripravy vzorku pied vlastni analyzou zahrnuje tyto kroky:

e (Odbér vzorku
e Extrakce
e Analyza

5.1 Odbér vzorku

Vlastnimu rozboru vody piedchazi odbér vzorku zkoumané vody a i doprava tohoto
vzorku do laboratofe. Analyzovany vzorek musi reprezentovat jakost vody v mist¢, v bodu i
dobé odbéru vzorku. Chyby vzniklé nespravnym odbérem vzorku nebo nesprdvnym
skladovanim odebrané¢ho vzorku po dobu jeho uchovani pfed zapocetim analyzy, nelze jiz
obvykle napravit. Druh vzorku, misto, bod a druh odbéru vcetné Casové a prostorové
navaznosti odbéri a zplsob (metodika nebo technologie) odbéru se fidi ucelem rozboru.
Ukazatele jakosti vody, které se mohou béhem dopravy vzorku do laboratofe zménit a které
nelze uchovat beze zmény, je nutno stanovit ithned na misté¢ odbéru. Ukazatele jakosti vody,
které Ize konzervovat, se konzervuji ithned na misté po odbéru vzorku. Pti kazdém odbéru
vzorku je nutno vyplnit privodni list (protokol) se zaznamem o podminkach a zptsobu
odbéru vzorku.

Misto odbéru vyznacuje lokalitu odbéru (ndzev obce, upravny vody, Cistirny odpadnich
vod) a podrobnéjsi ureni (napf. ptitok, odtok vody, pravy nebo levy bieh vodniho toku).

Bod odbéru piesné uréuje prostor ve vodnim ttvaru, odkud je vzorek odebiran (napf.
hloubka x metri).

Prosty vzorek je jednordzové a nahodile odebrany vzorek z vodniho utvaru v ¢asové
zavislosti.

Smésny vzorek jsou dva nebo vice vzorkli smisenych ve vhodnych znamych pomérech
poskytujicich pozadovany vysledek veli¢iny.

Mnozstvi vzorku se fidi rozsahem rozboru a urci se z mnozstvi vzorku, pozadovaného
pro stanoveni jednotlivych slozek rozboru. Pfi vypoctu mnozstvi vzorku je nutné vzdy pocitat
s rezervou vzorku pro piipadné opakovani nékterého stanoveni.

Vzorek se odebird do sklenénych nebo plastovych lahvi — vzorkovnic. Bézné uzivané
vzorkovnice jsou reagen¢ni sklenéné lahve, vyrobené z bézného sodno-vapenato-kiemicitého
obalového skla. Druh a pocet vzorkovnic musi odpovidat pozadavkim na rozbor.
Vzorkovnice musi byt fadné oznaceny, aby nebylo mozné vzorky zameénit.

Vzorek se odebird bud piimo do vzorkovnice, nebo s pouzitim vzorkovaci.
Vzorkovace jsou pfistroje a zafizeni, ktera umoziuji jednordzové nebo opakované odebrat
vzorek bud’ z mista obsluze nepfistupného (hlubinné vzorkovace), nebo bez ptitomnosti
obsluhy (automatické vzorkovace).

Doba, ktera uplyne mezi odbérem a rozborem vzorku by méla byt co nejkratsi. Nejlepsi
shody vysledkii rozboru a jakosti odebrané vody mulzeme ocekdvat u vzorkt vod,
analyzovanych bezprostiedné¢ po odbéru. Konzervaci vzorku se rozumi uchovani stejnych
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hodnot ukazatelti vzorku vody od doby odbéru az po zacatek rozboru. Zpusob konzervace
zavisi na slozce, kterd je konzervovdna i na analytické metod¢, kterou bude slozka
stanovovana [13].

5.2 Extrakce

Je to separacni (d€lici) proces, pti kterém jsou v kontaktu dvé vzijemné nemisitelné
faze. Analyty se rozd€luji mezi tyto fdze na zdklad€ rGzné rozpustnosti (rozdilnych
rozdélovacich koeficientl) v pouzitych rozpoustédlech. Cim vétsi je rozdil mezi
rozdélovacimi koeficienty latek, tim dokonalejSi je jejich oddéleni. Cilem extrakce je
selektivni az specifické oddéleni analytu od ostatnich slozek vzorku nebo naopak oddé¢leni
rusicich slozek od analytu.

Pro stanoveni specifickych organickych latek ve vodé se prakticky vylu¢né jako
analytické koncovky pouzivaji chromatografické metody. I kdyz chromatografické techniky
vynikaji v soucasné dobé vysokou citlivosti, jejich citlivost nepostacuje k tomu, abychom
mohli analyzovat pifimo vzorek vody na urovni tak nizkych koncentraci, které jsou
pozadovany. Proto je nutné nejdiive cilové latky z vody izolovat. Podle fyzikaln&-chemickych
vlastnosti latek volime jeden z nize uvedenych postupti. Dulezité je, aby izola¢ni metoda
poskytovala vysoky koncentra¢ni faktor a pokud mozno soucasné¢ I dostatecné vysoky
vytézek celého izola¢niho postupu [13].

5.2.1 Extrakce kapalinou

Extrakce kapalinou je proces, pti kterém se odpadni voda, ze které je tieba oddélit
urCitou slozku, uvede do intenzivniho styku se vhodnym rozpoustédlem (extrakénim
¢inidlem). Podminkou uspésného pribchu je to, Ze separovand slozka je podstatné Iépe
rozpustnd v pfidaném extrakénim ¢inidle, nez v odpadni vodé. Pfi styku zpracovavané
kapaliny s extrak¢nim ¢inidlem dochazi k prestupu extrahované latky pies fazové rozhrani,
které se vytvari v disledku omezené misitelnosti obou kapalin. Rychlost ptestupu se urychluje
intenzivnim michanim. Vysledkem kontaktu je vznik dvou fazi, extraktu a rafinatu, ve kterych
je zastoupeni oddélované slozky jiné nez pted jejich smichanim. Extrakt vznika z ptfidaného
rozpoustédla a odd€lovand slozka je zde zakoncentrovdna, rafinat tvoii piivodni kapalina a
odd€lovana slozka ma nizsi koncentraci nez pied extrakci. Oddéleni extraktu od rafinatu se
uskutecituje na zakladé€ rozdilnych hustot obou fazi. Pro polarngjsi latky je vSak pro dosaZeni
dobrého vytézku nutnd né€kolikanasobnd extrakce. Zde je ovSem nutné spojené extrakty
zahustit (zpravidla odpafenim rozpoustédla), aby se dosahlo vyssiho koncentra¢niho faktoru
celého postupu. Odpateni rozpoustédla vSak v sob€ skryva nebezpeci ztraty tékavéjSich latek
a zahusténi nedistot z rozpoustédla [2, 13].

5.2.2 Extrakce plynem
Medium, do kterého v tomto ptipadé piestupuji organické latky z vody, je plyn.

5.2.3 Extrakce tuhou fazi

V tomto piipad¢ jsou analyzované latky zachycovany piimo ze vzorku vody na
vhodném sorbentu. Sorbent je pak vysuSen a latky jsou z jeho povrchu uvolnény vhodnym
organickym rozpoustédlem. Tento roztok je podroben chromatografické analyze.

Proces extrakce tuhou fazi se sklada z nasledujicich krokd:
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Aktivace sorbentu — solvatace organickym rozpoustédlem

Aplikace vzorku — béhem prutoku vzorku kolonou je analyt z vetsi casti
zachycen na sorbentu a tim oddélen od matrice vzorku

Promyti sorbentu — zde dochazi k odstranéni interferujicich slozek z povrchu
sorbentu promytim malym mnozstvim vody, pfipadné pufru

Eluce analytu — analyt je desorbovan vhodnym rozpoustédlem.
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Obrazek 3: Schéma SPE [18]

5.3 Analyza

5.3.1 Chromatografie

Separacni proces, ktery je zaloZzeny na rozdilné afinit€ délenych latek ke staciondrni
(nepohyblivé) a mobilni fazi. Mobilni faze unési vzorek prostorem, ve kterém dochazi
k separaci, stacionarni faze predstavuje nepohybujici se napln separa¢niho prostoru. Pfi
prichodu vzorku separacnim prostorem dochazi k jeho opakované interakci se stacionarni
fazi. Komponenty vzorku jsou touto interakci selektivné brzdény ve svém pohybu, mira
brzdéni je imérné vazebné sile této interakce. Distribuci vzorku X mezi mobilni a stacionarni
fazi mizeme popsat distribu¢nim pomérem D, piipadné distribuéni konstantou Kp,

[x],

Ko =1x],

S rostouci hodnotou Kp bude latka vice zadrZzovéana stacionadrni fazi, bude se pomaleji
pohybovat separacnim prostorem a pozd€ji tento prostor opusti. Komponenty vzorku
S riznymi rychlostmi budou od sebe odd€lovany, komponenty se shodnymi Kp nebudou
rozdéleny.
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Obrazek 4: Schéma chromatografie [14]

Podle typu pohyblivé faze lze chromatografické metody rozdélit na:

» Kapalinovou chromatografii (LC) - mobilni fazi je kapalina

* Plynovou chromatografii (GC) -mobilni fazi je plyn

* Chromatografii s nadkritickou mobilni fazi (SFC) - mobilni fazi je tekutina
v nadkritickém stavu. [15]

5.3.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie je instrumentalni technika, vyuZzivajici kolon s
naplni tvofenou malymi ¢asteCkami sférického tvaru (primér castecek je dnes 5 um, 3 um i
mén¢) s uzkou distribuci velikosti. Tyto kolony jsou vysoce u¢inné, avsSak kladou vysoky
odpor prutoku mobilni fize, a proto se musi vyuzivat vysokotlakych Cerpadel schopnych
dodévat na kolonu konstantni tok mobilni faze bez tlakovych pulst v rozsahu pratokt
nejcastéji od desitek pl/min do jednotek ml/min. Eludt opoustéjici kolonu pak protékd mérnou
celou detektoru, kde je kontinualné sledovana néjaka jeho vlastnost a pfevadéna na elektricky
signal zpracovatelny pomoci pocitace, ktery registruje tzv. chromatogram — casovou zavislost
odezvy detektoru. Na chromatogramu jsou piky — zoény separovanych latek -
charakterizované reten¢nim ¢asem (doba od nésttiku vzorku po maximum daného piku), ktery
slouzi k identifikaci dané latky, a plochou nebo vySkou piku, kterd je vyuzivana ke
kvantifikaci.
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V ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografii (UHPLC, Ultra-High Performance
Chromatography) je velikost pouzivanych ¢astic obvykle v rozmezi od 1,5 do 2 m. Kolony
maji délku 50 az 150 mm a vnitini pramér vétSinou 2,1 mm. Uspotfadani UHPLC pistioje je
velice podobné uspotddani HPLC. Rozdil je pouze v tom, ze v piipadé UHPLC
se nepouziva predkolona, ale pouze filtr pted kolonou (in-line filter). Pfevod metody HPLC
na UHPLC je pomérné jednoduchy, lze si piepocitat pratok mobilni faze, velikost nasttiku
a dobu analyzy

Separacni proces u kapalinové chromatografie mize byt ovlivnén vybérem staciondrni
faze, parametry kolony, slozenim mobilni faze (typ rozpoustédla, izokratickd nebo
gradientova eluce), pritokem a teplotou. [16]

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto casti:

e zafizeni pro uchovavani a transport mobilni faze (vysokotlaké ¢erpadlo)
e zafizeni pro davkovani vzorku

e zafizeni pro separaci latek (chromatografickd kolona, termostat kolony)
e zafizeni pro detekci latek popft. sbéra¢ frakci

HPLC Column
- Packing Malerad - Chromatogfam
a ' R Pasks » Yollow, 1ted, Buo
Injector
AutoSampler 3
Sample Manager
) | =
: Computer Data Station

e
Solvent — ) ) — -

{Mobile Phase) Sample
Researvoir

Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Obrazek 5: Schéma HPLC [17]
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité pristroje a vybaveni

» zatizeni pro piipravu milli-Q vody Milli-Q= Academic, Millipore, Francie
» pH metr inoLab® 730, WTW Series, WTW, Nmecko
» SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuovou pumpou Barmany, Co., USA
» SPE kolonky:
o Supel™-Select HLB (200 mg) SPE Tube, Sigma-Aldrich, Nmecko
o J.T.Baker®(500mg), VWR, USA
> ptistroj EVATERM pro suseni vzorkti proudem dusiku, LABICOM, Ceska Republika
» kapalinovy chromatograf Agilent 1 290 Infinity, Agilent, USA
» stiikackové filtry LUT Syringe Filters, PTFE, 4mm, 0,45um, orange, Labicom, Ceska
republika
» stiikackové filtry LUT Syringe Filters, PTFE, 4mm, 0,22um, purple, Labicom, Ceska
republika

» bézné laboratorni vybaveni

6.2 Pouzité chemikalie

Metoprolol tartrat, cistota > 98 %, Sigma-Aldrich, Némecko

Propranolol hydrochlorid, ¢istota > 99 %, Sigma-Aldrich, Némecko

Deionizovana voda upravena piistrojem Milli-Qe

Methanol HPLC Gradient Grade, ¢istota > 99,8 %, J. T. Bakere, Nizozemsko
Acetonitril Gradient Grade for HPLC, ¢istota > 99,9 %, Sigma-Aldrich, Némecko
Dihydrogenfosforenan draselny, ¢istota > 99,5 %, Fluka, Sigma-Aldrich, Némecko
Kyselina chlorovodikova ONEX CHEMIE, s.r.0., Ceska republika

YVVVVYVYVYYVYY

6.3 Sledovana matrice

Analyzovanou matrici byla odpadni voda odebrand z Cistirny odpadnich vod situované
v aredlu Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno. Za uc¢elem porovndni Gi€innosti Cistirny
odpadnich vod byly vzorky odebirany na ptitoku i na odtoku COV.

6.4 Postup stanoveni

6.4.1 Odbér vzorkii

Odpadni voda z COV z arealu VFU Brno ma ponékud jiny charakter nez ostatni vody
z komunalnich COV. Odpadni voda ma na &istirné kratkou dobu zdrZeni a upravené odpadni
vody jsou z Cistirny vypoustény do stokové sit¢ mésta Brna. Vzorek byl odebiran v
jednodennich intervalech na pfitoku a na odtoku z COV (25.4.2016 — 29.4.2016). Vzorky
byly odebirany personalem Cistirny a pielévany do tmavych sklenénych vzorkovnic, které
byly transportovany, pokud to bylo mozné, byly ihned zpracovany, ptipadné uskladnény pfi
teploté 5°C v lednici a nasledné zpracovany, a to nejdéle do 24 hodin od zahajeni odbéru.

6.4.2 Filtrace vzorki

Odebrany vzorek odpadni vody zpravidla obsahuje drobné nerozpustné Castice, které
je zapotiebi odstranit. Pro separaci pevnych necistot se pouziva klasicka filtrace. Filtruje se
bud’ ptes celuldzové filtry, nebo pies specialni filtry ze skelnych vlaken, a to s primérem port
0,45 nebo 0,75 um za pouziti vodni vyvévy.
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6.4.3 Extrakce

Ihned po prefiltrovani vzorka ptes kruhové papirové filtry byla provedena extrakce
tuhou fazi (SPE). Kolonky byly nejdfiv aktivovany methanolem a Milli-Q vodou. Nasledné
byl na kolonku kvantitativné nanesen vzorek. Objem odpadni vody pro analyzu byl 100 ml.
Potom byl sorbent promyt Milli-Q vodou a suSen proudem vzduchu 15 minut. Nasledovala
eluce methanolem; eluat byl jiman do 12 ml vialek a potom odpafen pod proudem dusiku.
Odparek ve vialce byl rozpustén v 1 ml methanolu a prefiltrovan ptes stiikackové filtry LUT
Syringe do 1,8 ml vialek. Optimalizovany postup SPE je uveden v tabulce ¢. 1.

Tabulka 1: Pouzity postup SPE

Aktivace sorbentu 6 ml methanolu, 4 ml Milli-Q vody
Naneseni vzorku 100 ml odpadni vody z COV
Promyti 3 ml Milli-Q vody

Suseni proudem vzduchu 15-20 min
Eluce 2 x4ml methanolu

6.4.4 Finalni analyza

Finalni analyza stanovovanych latek byla provedena na kapalinovém chromatografu
(UHPLC) Agilent 1290 Infinity. K samotné separaci dochazelo na koloné Zorbax SB C18 od
firmy Agilent. Analyty byly potom detekovany ultra-i¢innou kapalinovou chromatografii se
specifickym UV/VIS detektorem s diodovym polem (DAD). Optimalni chromatografické
podminky jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 2: Optimalni chromatografické podminky

Nastrik 2 ul

Teplota kolony 35°C

Mobilni faze 10 mM KH2POg4 pufr (pH=3) + acetonitril
Pritok mobilni faze 0,3 ml/min

Typ eluce gradientova (tabulka ¢. 3)

VInova délka 224 nm

Tabulka 3: Gradient mobilni faze

Cas [min] Acetonitril [%]  KH2PO4 pufr [%6]
0 8 92
1,2 8 92
2 27 73
3 40 60
4 40 60
5 60 40
/ 60 40
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Obrazek 6: Ukazka chromatogramu standardi pri zvoleném gradientu

Kvalitativni charakteristikou sledovanych analytii je retenéni Cas a kvantitativni
charakteristikou plocha piku po integraci. Analyty byly kvantifikoviny metodou externi
kalibrace, tj. vyuzitim vicebodové kalibra¢ni kiivky sestrojené zvlast' pro kazdy analyt.

Tabulka 4: Retenéni ¢asy sledovanych analyti

Retencni ¢as [min]
Metoprolol 3,404
Propranolol 4,021
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Optimalizace SPE

Soucasti optimalizace extrakce tuhou fazi byl vybér vhodnych SPE kolonek. Testovany
byly kolonky Supel Select ™ HLB (200 mg) od firmy Sigma-Aldrich — vyt&znost 70% a J.T.
Baker® (500mg) — vytéznost 45%. Na zékladé porovnani vytéznosti byly dile pouZiviny
kolonky Supel Select ™ HLB.

7.2 Optimalizace pH sloZek mobilni faze

Jako vodni slozka mobilni faze byl pouzivan fosfatovy pufr. Pii pouziti mobilni faze
s vodni slozkou o pH 4,5 dochazelo k znaénému rozmyvani pikd. Po upravé pH pufru na 3
k rozmyvani nedochazelo, a proto byla pro celou analyzu zvolena mobilni faze s vodni
slozkou o pH 3.

7.3 Kalibra¢ni kiivky

Pro kvantifikaci sledovanych analytli v redlnych vzorcich odpadni vody byla pouzita
metoda externi kalibrace; za tim u€elem bylo zapotiebi sestrojit kalibracni kiivky, a to jako
zavislosti plochy piku sledovaného analytu na jeho koncentraci. Pro jejich sestrojeni bylo
pfipraveno Sest smésnych roztokd o koncentracich 1; 2,5; 5; 10; 25 a 50 pg/ml, které byly
meéteny pii vinové délce 224 nm. Sestrojené kalibracni kiivky jsou zobrazeny na obrazcich.

1 metoprolol, DAD1 B
[ Area =92424227"Amt +2.1827881

Aes 1po| Resd%(1): -7.211
500

0 — Comelation: 0.9997
. . v T v . . T v .
0 20 40 Amcunt] e/mi)

Obrazek 7: Kalibra¢ni kifivka metoprololu
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Obrazek 8: Kalibracni kfivka propranololu

7.4 Limit detekce a limit kvantifikace

Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) metody byly vypocitany zvlast’ pro
kazdy analyt pomoci rovnic (1) a (2). Pfi vybéru téchto vztaht pro vypcoet LOD a LOQ se
vychazelo z literatury [19]. Z nejniz§iho bodu kalibrace, tj. pti koncentraci ¢ byla odec¢tena
vyska signalu sledovanych B-blokatorii, coz pfedstavuje hodnotu S. Ze Sumu zékladni linie
bylo nahodné vybrano patnact piki reprezentujicich Sum a odectena vyska jejich piki.
Praimérna hodnota vysek pikt Sumu pak piedstavuje N. V tabulce jsou uvedeny vypocitany
hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivé -blokatory.

LOD =3~

=l o

LOQ =10 -

S
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Tabulka 5: Hodnoty LOD a LOQ

LOD [ul/] LOQ [nl/1]
metoprolol 0,0756 0,2517
propranolol 0,0494 0,1794

7.5 Realné vzorky

Cely pracovni postup stanoveni, zahrnujici odbér vzorkl, extrakci tuhou fazi
a findlni analyzu pomoci UHPLC, byl uspésné aplikovan pro analyzu odpadni
vody. Vzorky odpadni vody byly analyzovany paralelné dvakrat a prezentované naméfené
hodnoty jsou praimérem z téchto dvou hodnot. Zjisténé koncentrace sledovanych B-blokatord
ve vzorcich odpadni vody prezentuje tabulka.

Tabulka 6: Naméiené koncentrace sledovanych latek v odpadni vodé

den pritok/odtok koncentrace [ug/1]
metoprolol propranolol
25 4 pitok 5,217 1,022
' odtok <LOD <LOD
6.4 ptitok 1,031 0,4606
' odtok <LOQ <LOD
97 4 ptitok 1,012 0,3416
' odtok <LOQ <LOD
98.4 pritok 3,030 <LOQ
' odtok <LOQ <LOQ
9.4 pitok 1,530 0,2172
' odtok <LOQ <LOQ

7.6 Posouzeni i¢innosti COV

Za uéelem posouzeni tg¢innosti COV v arealu Veterinarni a farmaceutické fakulty v Brné
pii odstranovani B-blokatord z odpadnich vod byla provedena analyza odpadni vody odebrané
na pritoku i na odtoku. Koncentrace stanovovanych latek na odtoku byla ve vSech ptipadech
mensi nez na pfitoku, a Ize jednoznacné¢ konstatovat, ze k odbourani sledovanych latek béhem
procesu ¢isténi dochéazi. Nutno si vSak uvédomit, ze nizké koncentrace téchto 1éCiv jsou
detekovatelné i ve vy¢isténé odpadni vod¢, odkud se mohou dostavat i do vod povrchovych.
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8 ZAVER

PtredloZend bakalafska prace tesi problematiku stanoveni 1€¢iv v odpadni vodé. Toto téma
je velmi aktudlni, vzhledem ke stoupajici spotfebé 1éCiv a jejich ndslednému negativnimu
dopadu na zivotni prosttedi. Vybranou skupinou 1é¢iv pro tuto praci byli B-blokatory, a to
konkrétné metoprolol a propranolol.

Vzorky odpadni vody byly odebrany z Cistirny odpadnich vod, situované v aredlu
Veterinarni a farmaceutické fakulty v Brn¢, a to jak na ptitoku, tak i na odtoku.

Pro stanoveni vybranych 1é¢iv byla vybrdna metoda ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) s UV-VIS detekci pomoci diodového pole (DAD). Pro izolaci a
zakoncentrovani analyti z vodni matrice byla pouzita metoda extrakce tuhou fazi (SPE). Pro
sledované analyty byly stanoveny meze detekce a kvantifikace.

Pomoci vybraného postupu byly vypocteny koncentrace sledovanych 1é¢iv v fadech
nékolika pug v jednom litru na piitoku. Koncentrace na odtoku byly nizsi, pfesto se i po
procesu ¢isténi 1éciva v odpadni vodé nachazela.

Sledovanou matrici byla odpadni voda z COV Veterinarni a farmaceutické univerzity
Vv Brn¢. Tato Cistirna slouzi pro ptredCisténi a hygienizaci odpadnich vod produkovanych v
jednotlivych ¢astech univerzity. Lze proto predpokladat, Ze pii analyze odpadni vody
z velkych Ccistiren, jejichz prutok odpovida vice nez 5 000 ekvivalentnich obyvatel, jakou je
napiiklad COV Brno-Modfice, by mohla byt koncentrace stanovovanych 1é&iv podstatné
vétsi. [20]

Na zavér lze konstatovat, Ze tato prace poukazuje na dulezitost Cistirenskych procest
aplikovanych v COV a jejich nezbytnou kontrolu, aby se co nejvic zamezilo priniku téchto
latek do povrchovych vod a do zivotniho prostfedi, coz by mohlo mit negativni dopad na
vodni ekosystémy i na ¢lovéka.
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