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ABSTRAKT
Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu rezidui 1é¢iv v odpadnich vodach z ¢istiren
odpadnich vod slouzicich pro mensi zdroje zne¢isténi (do 2000 ekvivalentnich obyvatel).
Léciva dostavajici se do zivotniho prostiedi jsou velmi diskutovanym tématem, zejména kvili
vzniku antibiotické rezistence, negativnim vliviim na necilové organismy, rostlinstvo apod.

Préce se v teoretické ¢asti vénuje mensim Cistirndm odpadnich vod ¢i kofenovym ¢istirnam,
které dosahuji vynikajicich vysledkl v oblasti odstrafiovani organického znecisténi. Vénuje se
jejich detailnéjSimu popisu, fungovani ¢i rozdéleni. Pozornost je vénovana lé¢iviim obecné,
mechanismim jejich odstranéni a metodam jejich stanoveni v odpadnich vodach. Pro analyzu
bylo vybrdno celkem 24 1éCiv ze skupiny betablokatorii, makrolidovych antibiotik,
nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv, antiepileptik, antidepresiv a sulfonamida.

V experimentélni ¢asti diplomové prace byly provedeny odbéry vzorkd odpadni vody
z domovnich ¢istiren odpadnich vod (typ AT 6, AT 12 Plus, AT 30 a AT 150) a z drazovické
kotenové Cistirny. Vzorky byly zpracovany nejprve pomoci optimalizované extrakéni metody
(extrakce tuhou fazi) a nasledné analyzovany pomoci optimalizované metody UPLC-ESI-MS.
Ve vsech analyzovanych odpadnich vodéach byla potvrzena ptitomnost rezidui 1é¢iv. Nejvyssi
koncentrace byly detekovany u nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv — ibuprofenu a diklofenaku.

KLICOVA SLOVA

Domovni ¢istirny odpadnich vod, kofenové Cistirny odpadnich vod, 1é¢iva, extrakce tuhou fazi,
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci



ABSTRACT
This diploma thesis is focused on the analysis of pharmaceuticals residues in wastewater from
wastewater treatment plants used for smaller sources of pollution (up to 2000 population
equivalent). Pharmaceuticals entering the environment are a highly discussed topic, especially
due to the emergence of antibiotic resistance, negative effects on non-target organisms,
vegetation etc.

The theoretical part of the thesis deals with smaller wastewater treatment plants or root
sewage treatment plants, which achieve excellent results in the field of organic pollution
removal. It deals with their detailed description, functioning or division. Attention is paid
to pharmaceuticals in general, mechanisms of their removal and methods of their determination
in wastewater. In total of 24 drugs from the group of beta-blockers, macrolide antibiotics, non-
steroidal anti-inflammatory drugs, antiepileptics, antidepressants and sulfonamides were
selected for analysis.

In the experimental part of this diploma thesis, wastewater samples were taken from domestic
wastewater treatment plants (type AT 6, AT 12 Plus, AT 30 and AT 150) and from the root
sewage treatment plant of Drazovice. The samples were first processed using optimized
extraction method (solid phase extraction) and then analyzed using optimized UPLC-ESI-MS
method. The presence of pharmaceuticals residues was confirmed in all analysed wastewater.
The highest concentrations were detected for the non-steroidal anti-inflammatory
pharmaceuticals — ibuprofen and diclofenac.

KEY WORDS
Domestic wastewater treatment plants, root water treatment plants, pharmaceuticals, solid
phase extraction, liquid chromatography with mass spektrometry
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UvoD

Z ditvodu meéniciho se klimatu dochazi k velkému nartstu poctu lidi, kteti nemaji piistup
k pitné vodé. Do roku 2030 se predpoklada, ze 47 % svétové populace bude zit v oblastech, kde
bude problém dostat se k pitné vodé. To mize vést k nedostateéné produkci plodin, energie, ale
i K nepokojim mezi lidmi. Je proto nutno zamyslet se nejen nad Setrnymi zpusoby vyuziti vody,
ale zejména nad jeji ochranou tzn. neznecistovanim. Celkové ochrana vod, at’ uz povrchovych
nebo podpovrchovych, znamena, ze je tieba vyfeSit v prvé fadé problém malych zdroji
zne€isténi, nebot’ nejveétsi producenti maji ¢isténi odpadnich vod vyieseno [1].

Otazka ¢isténi odpadnich vod je uz zna¢nou dobu diskutované téma z diivodu stale vyssich
pozadavki na kvalitu zivotniho prostfedi, Vtomto pfipadé na cCistotu vod podzemnich
a povrchovych. Do oblasti ¢isténi odpadnich vod uz v minulosti bylo vyznamné investovano
a zasahovano riznymi stavebnimi pracemi, které mély za nésledek omezeni vypousténého
znecisténi z velkych mést, primyslovych zatizeni apod. Doslo k pomalému zlepSeni kvality
vodnich zdroji. V soucasné dobé se do popiedi zdjmu dostavaji mensi zdroje znecisténi, které
ptichazeji ptedev§im z mensich obci (cca do 500 ekvivalentnich obyvatel), decentralizovanych
Casti obci, rekreacnich objektl, jakou jsou napf. chaty, chalupy, penziony. Jedna se o oblasti,
které se potykaji s obtiznym problémem, jak nalozit s odpadnimi vodami [2].

Z divodu zptisiujicich se legislativnich pozadavkl na kvalitu vody na odtoku, od zejména
mensich producentii znecisténi, je tfeba se timto problémem vice zabyvat. Lidé obyvajici obce
do 500 ekvivalentnich obyvatel vétSinou fesi piedev§im ekonomickou stranku, protoze
vybudovani systému hospodateni s odpadni vodou je ¢asto velmi finan¢né naro¢né, a to jak pro
jednotlivce, ktery vlastni onu nemovitost, tak i pro celou obec. Je proto nutné navrhnout takové
feseni, které bude dostate¢né ucinné, které bude vyhovovat legislativnim pozadavkum, a které
bude respektovat ekonomické moznosti [2].

Znecisténi vody léCivy je v soucasné dobé velmi pal¢ivym problémem, jelikoZ spotieba l1é¢iv
dosahuje zna¢né vysokych hodnot. Lidé bézné uzivaji n€kolik druhii Ié¢iv, které obsahuji néco
kolem t# set riznych G¢innych latek. Nejcastéji uzivanymi 1é¢ivy jsou analgetika, antibiotika,
antidepresiva, hormonalni antikoncepce, betablokatory a mnoho dalsich. Uginné latky té&chto
1é¢iv jsou v lidském téle metabolizovany, a poté je ¢ast z nich z téla vyloucena v aktivnim
stavu. Casto se stavé, Ze se lidé 1é¢iv s proslou dobou pouzitelnosti zbavuji napt. splachnutim
do toalety nebo je vyhazuji do odpadu. Zhruba dvé tietiny 1é¢iv s proSlou expira¢ni dobou
skonci v odpadu a az jedna pétina kon¢i v odpadni vodé. Ke znecisténi vody 1éCivy vSak mize
dojit i dalsimi zptsoby, napf. prostiednictvim unikd z vyrob humannich ¢i veterinarnich 1é¢iv,
prusaki ze skladek, zejména cernych, Kkteré nejsou nijak zabezpeCeny proti Unikim
nezadoucich latek do pudy a déale do podzemnich i povrchovych vod popiipadé jsou
zabezpeceny velmi $patné [3].



TEORETICKA CAST

1 Kvalita odpadnich vod

Hlavnim parametrem pro vyjadieni zneci$téni je tzv. ekvivalentni obyvatel (EO). Jde
0 znecisténi, které bylo vyprodukovano 1 obyvatelem a odpovidd primérnému mnozstvi
120 az 150 litrd odpadni vody za den (konkrétni hodnoty jsou uvedeny viz Tabulka 1). Pokud
potiebujeme stanovit potiebny vykon Cistirny, predevsim Casti biologické, je kapacita ¢asto
CHSK, NL, Nc, Pc a pH. Rychlost biochemickych reakci v odpadni vodé je do zna¢né miry
ovlivnéna jeji teplotou. V naSich podminkach se primérna rocni teplota vody, ktera pritéka
z Cistiren, pohybuje v rozmezi 10-20 °C. Malé ¢istirny odpadnich vod jsou na rozdil od téch
méstskych vyrazné citlivéjsi na kolisani teplot, které ma nepfiznivy vliv na ¢istici procesy, proto
je nutno s touto skute¢nosti pocitat napiiklad snizenim nitrifika¢nich procesii v zimnim obdobi
[4, 5].

Latky, které jsou pfitomny v odpadni vodé pochézeji z:

e pitné vody, kterou je obyvatelstvo zasobeno,

e produkti metabolismu od zivych organism,

e produktl lidské ¢innosti v domacnostech (napf. praci a Cistici ptipravky, zbytky jidel
apod.),

e produktl primyslovych a zemédélskych ¢innosti,

e balastnich vod,

e odpadnich srazkovych vod [4].

Tabulka 1: Hodnoty znecisténi na 1 EO [6]

BSKs[G-0S1.DY] | CHSK [G-0S™D] | NL [G-0S1D?] | Nc [G-0S-DY] | Pc[G-0SDY]

60 120 55 11 2,5

2 Malé Cistirny odpadnich vod (1-50 EO)

Pitnou vodu vyuzivdime v domécnosti pii spousté ¢innosti, napf. pii osobni hygien¢, prani,
vafeni, umyvani nadobi, splachovani toalety a mnoho dalSich. VSechnu vyprodukovanou
odpadni vodu je nutno odvadét a néjakym zpusobem bud’ zlikvidovat nebo vy¢istit. Odpadni
vody nemohou byt vypoustény volné¢ do terénu, do silni¢nich ptikopli ani do destoveé
kanalizace. Pokud neni mozné piipojeni k vefejné kanalizaci s centralni Cistirnou odpadnich
vod, je tfeba premyslet nad tim, jak problém nejlépe vyfesit, a to pravé i v souladu
s legislativou. Vzhledem k tomu, Ze ten, kdo potiebuje odpadni vodu odvadét, muze byt
limitovan vlastni ekonomickou situaci, umoznuje stavajici legislativa (zakon ¢. 254/2001 Sb.,
o vodach a 0 zméné nékterych zakon) fadu moznosti:

e bezodtokovou jimku (Zumpu),
e (istirnu odpadnich vod,
e jiné zpusoby likvidace odpadnich vod (septik, zemni filtr atd.) [4].
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Dulezitou roli pii rozhodovani by mély hrat referaty Zivotniho prostfedi. Tyto referaty by
mély mit pfedstavu o jisté koncepci pro feSeni kazdé lokality s ohledem na budoucnost.
V mistech, kde je velmi nédkladné realizovat kanaliza¢ni sit’ a centrdlni Cistirnu, je lepsi objekty
sdruzit na n¢kolik malych cCistiren nebo pro kazdy objekt zrealizovat samostatnou Cistirnu, nez
aby dochazelo k akumulaci odpadni vody v bezodtokovych jimkach. Je vSak nutno zvazit
realnost vazby na centralni Cistirnu kvili kapacité a moznym technologickym problémtm pfi
spole¢ném vyvozu daného obsahu jimek. Také je nutno brat v potaz lidsky faktor, jelikoz
Vv ptipad¢ bezodtokovych jimek u rodinnych domi, chat, chalup apod. je znamo, Ze nebyvaji
pravidelné vyvazeny. Muze tedy dojit k poruSe jejich vodc€odolnosti, at’ uz umyslnym
porusovanim nebo nedbalym piistupem. Specidlnim piipadem jsou potom objekty, které se
nachazi v chranéné oblasti, oblasti se zdroji pitné vody aj. Tam je kladen specificky diraz na
zpusoby likvidace odpadni vody [4].

2.1  Bezodtokové jimky (Zumpy)

V dnesni dobé je ve vétsin€ domécnosti vodovodni ptipojka, koupelna a WC. Pii takové vybave
je spotieba vody zhruba 150 litri na osobu a den. V tomto pfipadé je nutné, aby jimka méla
objem okolo 15-20 m? pro &tyfélennou rodinu, pti frekvenci vyvazeni jednou za mésic. Obsah
jimky musi byt pravidelné vyvazen a neni mozné jeji obsah vypoustét do vodnich tokd, piikopd,
ani jim pfihnojovat pole, louky a zahrady v dobé vegetace. Je velmi dilezité, aby mnozstvi
odpadni vody bylo kontrolovano kvuli pieplnéni jimky. Pokud odpadni voda piekroéi uréitou
vysku hladiny, je potfeba odstavit vnitini kanalizaci. Naklady na odvoz naakumulované
odpadni vody naptiklad pro ¢tyfélennou domacnost ¢ini cca 3500 K¢&/mésic (viz Tabulka 2).
Odpadni voda je odvazena do nejblizsi centralni Cistirny odpadnich vod, kde je volna kapacita.
Néklady na pofizeni samotné jimky, at’ uz plastové nebo betonové, ¢ini zhruba 55-85 tisic
korun. Plastové jimky piedstavuji vyhodu v rychlosti stavebni prace a jeji snadné montaze.
Ptdorys je ¢asto zvolen ve tvaru kruhu nebo obdélniku a jimka je usazena pod Urovni terénu.
Kazda jimka ma minimalné jeden otvor o rozmérech 600x600 mm. Jimku je vhodné umistit
tak, aby manipulace s odpadni vodou pii vy€erpani jimky byla co nejsnazsi, a aby piipadné
prisaky nezpiisobily zne€iSténi vodnich zdrojii. Aby bylo mozné dokonale vycerpat jimku, je
doporucovano, aby dno jimky mélo sklon alesponl 2 % k mistu ¢erpani. Minimalni vzdalenost
mezi jimkou a sténou budovy je volena 1 metr [4, 6].

Vypocet velikosti zumpy:
V=n-q-t[m’,
kde n je pocet obyvatel, g je specificka spotieba vody a t je interval vyvazeni.

Jimky je vhodné pouZit v pfipadé€ rekreacnich objekti nebo domil bez vodovodil, obytnych
domt nebo rekreacnich objektl, které nemaji moznost napojeni na centralni Cistirnu. Dale pro
obytné domy a rekreacni objekty, kde chybi recipient pro vypousténi vycisténé odpadni vody
nebo pro obytné domy, které budou v blizkém ¢asovém horizontu napojeny na centralni
Cistirnu. Je nutno zvazit i nevyhody jimek jako napf. vysoké potizovaci néklady, provozni
naklady, docela velky zastavény prostor, moznost zapachu pii manipulaci s odpadni vodou [4].
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Tabulka 2: Naklady na odvoz naakumulované odpadni vody z jimky [6]

Velikost jimky Pocet osob | Pocet vyvozii za rok | Cena za 1l vyvoz | Cena zarok
5m?® 2 15 1500 K¢& 22 500 K¢&
10 m? 3 12 2200 K¢& 24 200 K&
12 m? 4 11 3500 K¢& 42 000 K¢&

2.2 Domovni cistirny odpadnich vod

Domovni &istirny odpadnich vod se v Ceské republice vyskytuji prevazné v kontejnerovém
provedeni. Jsou vyrabény z plasti, napf. polypropylenu, laminata anebo z nerezu. U domovnich
Cistiren rozliSujeme dva zakladni zptsoby ¢isténi odpadnich vod, zejména anaerobni, aerobni
nebo jejich kombinace. V obou piipadech je princip ¢isténi zaloZzeny na biologickém
odbouravani privedeného znecisténi pomoci mikroorganismuil. Proces anaerobni je proces bez
pristupu kysliku a jeho t¢innost €isténi je nizsi nez v ptipad€ aerobniho procesu, ktery potiebuje
dodavat kyslik do aktivacni smési, a to prostiednictvim napf. dmychadla, biokontaktoru,
cerpadla s injektorem aj. Metodicky postup pro vybudovani vlastni domovni Cistirny je
nasledujici. Je potteba provérit podminky a moznosti vypousténi pred¢isténych odpadnich vod,
zajistit navrhové parametry (mnozstvi a kvalita odpadnich vod), zvolit typ technologie, vybrat
Cistirnu, zajistit projektové dokumentace, vyftidit vodopravni fizeni, vyfidit povoleni, provést
stavebni ptipravenost, instalovat COV, kolaudovat stavbu, uvést do zkusebniho a nasledné
trvalého provozu a teprve poté je mozné nechat Cistirnu pracovat [4].

2.3 Jiné zpusoby likvidace odpadnich vod

2.3.1 Septiky

V septiku dochazi k anaerobnimu rozkladu zachycenych pevnych a plovoucich latek. Jde
0 pruto¢nou nadrz (ptitok, odtok), ktera se d€li na dve nebo tfi komory. Co se velikosti septiku
tyCe, zavisi na poCtu pripojenych obyvatel. Doba zdrzeni odpadni vody v septiku je
doporuovana cca 3-5 dni, kterd zajistuje minimalni G¢innost odstranéni organického
znecisténi az 30 %. Kvuli nizké ucinnosti €isténi 1ze jen vyjimecné piedéisténou odpadni vodu
vypustit do recipientu bez dal$iho docisténi (pouze do 5 EO) [4].

Pro étyiélennou rodinu s produkci odpadni vody 0,6 m® za den je potieba septik o u¢inném
objemu 3 m® (jedna se o minimalni objem podle CSN 75 6402). Finanéni naklady na septik
s piskovym filtrem se pohybuji okolo 60-85 tisic korun. Je doporuceno vyvazet septik
minimalné jednou za rok. Mnozstvi kalu, které je ur¢ené k odvozu je cca 90 litrti na osobu a rok.
Zhruba 0,15 metrt kalu je pfi odvozu ponechévano v septiku kvili jeho zaockovani. Vzdy je
septik vybaven pevnym stropem, ktery obsahuje kontrolni otvory v kazdé komote, aby bylo
zajisténo dokonalé odvétrani. Stejné jako u jimek se doporucuje minimalni vzdalenost 1 metr
mezi sténou budovy a septikem. Pfivadét destovou vodu do septiku neni dovoleno [4].

Vypocet velikosti septiku
V=a-n-q-t. [m3],

kde a je soudinitel vyjadiujici kalovy prostor (1,5), n je pocet obyvatel, g je specificka spotieba
vody at je doba zdrZeni (3-5 dni).

12



Septiky jsou vhodné pro rekreacni objekty nebo pro domy bez teplé vody a pro obytné domy,
které budou v blizké dobé napojeny na centralni ¢istirnu. Vyhodou septikti jsou jejich nizké
provozni naklady, neni potfeba zadna elektrickd energie a jsou provozné nenarocné.
Nevyhodou je potom omezena zivotnost filtrti (cca 15 let), nizka ucinnost ¢isténi a vysoky spad
na filtru cca 0,9-1,2 metra [4].

2.3.2  Zemni filtry

Funkce zemnich filtri je zaloZzena na schopnosti porézniho materidlu podporovat chemické,
fyzikdlni a biologické procesy, které probihaji pfi odstrafiovani zneciSténi. Lze je pouzit
na ¢isténi piredcisténé odpadni vody (septik) nebo po ¢isténi biologicko-mechanickém
(domovni Cistirna). Jedna se o objekt, ktery zahrnuje horni rozvadéci drendz, filtra¢ni loZe
a dolni sbérnou drenaz. Zemni filtr je od okolniho terénu oddélen vodotésnou folii. Je tieba,
aby horni ¢ast zemniho filtru byla vodorovna. Filtra¢ni loze (vrstva 0,6-1 m) filtru byva
vyplnéno piskem nebo podobnym materidlem s primérem c¢astic v rozmezi 2-4 mm (napf.
materidly s obsahem ionti Zeleza). Rozvodna potrubi jsou uloZena ve §térkovém obsypu a jsou
navrhovana s minimalni svétlosti DN 100. Sbérny drén je vybaven odvétravacim potrubim,
které je vyvedeno alespoil 50 cm nad terén. Délka jednoho ptitokového a odtokového potrubi
by neméla presahovat 30 m [4, 7].

Zemni filtry jsou vhodné jako tieti stupen cisténi po mechanicko-biologickém piecisténi
odpadnich vod a pro docisténi po mechanickém ptedcisSténi odpadnich vod. Vyhodou zemnich
filtra jsou jejich nizké provozni naklady, nulova spotieba elektrické energie a pomérné vysoka
uc¢innost ¢isténi. Nevyhodou je potom omezena zivotnost filtrii (cca 15 let), vysoky spad filtru
cca 0,9-1,2 metrti a zastavéna plocha [4].

3 Malé cistirny odpadnich vod (50-5000 EO)
Rozhodujicim znakem ¢istiren odpadnich vod je zejména pozadovana kvalita vy¢isténé vody.
Je proto tfeba, aby tomuto pozadavku byla podfizena i volba zpiisobu ¢isténi a obecné celéd
struktura technologické linky. K problému muze dojit v pfipadé¢, kdy je potfeba navrh blize
upfesnit, protoZze pohled provozovatele a ekonoma bude odlisny. Je tedy nutno z pohledu
nakladl zvazit, jestli je tfeba vystavba kanalizacni sit€¢ a centrdlni Cistimy odpadnich vod
(tzv. centralizovany systém) nebo provozovat vice stokovych siti, které by byly zakonéeny
mens$imi Cistirnami (tzv. decentralizovany systém). Z pohledu obce muze byt kvili rozptylené
zastavbé druhd varianta lepsi. Budouci provozovatel Cistirny dé nejspi§ piednost systému
centralizovanému, protoZe nese nizsi pocet strojnich zatizeni, a tudiz i mensi pravdépodobnost
vzniku poruch, vétsi stabilitu provozu nez u vétSich Cistiren odpadnich vod atd. VSechny
Cistirny odpadnich vod by mély byt navrhnuty tak, aby vyhovovaly pro danou potiebu. Pti
navrhovani je tieba pokazdé ptihlizet k zatézovym parametrim, ale také k charakteru stokoveé
sité¢. To znamen4, Ze pro stejny pocet EO technologicka linka nebude vypadat stejné na oddilné
dosazovaci nadrze a na akumulaci destovych vod [4].

Navrh fesSeni technologické linky by mél zacit pozadavkem na kvalitu vy¢isténé vody. Ten
musi byt vsouladu s legislativou, zejména s nafizenim vlady 61/2003 Sb., o emisnich
a imisnich limitech. Mistn¢ pfislusny vodohospodaisky organ, ktery natizuje odtokové limitni
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hodnoty, musi pfedev§im zohlednit mistni podminky, zvlastni zajmy, vyznam recipientu apod.

[4].

3.1 Zpiisoby cisteni
Technologickych zptsobi odstranéni znec€isténi odpadnich vod je nékolik a lze je vzajemné
kombinovat [4].

3.1.1 Mechanické cisteni

Mechanické neboli priméarni ¢isténi vody je nejjednodussim zptisobem, jak odstranit znecisténi.
Jedné se 0 mechanickou separaci zneéistujicich latek. Casto je provadéna ve dvou krocich, kde
v prvnim kroku dochazi na ceslich a v lapacich pisku k oddélovani hrubsiho materialu. Dale
ve druném kroku dochazi k odstranéni latek, které se usazuji prostou sedimentaci. Rychlost
sedimentace Castic zavisi na jejich velikosti, tvaru, hustot€ a viskozité. Témito kroky je mozné
snizit koncentraci organického znecisténi v komunalnich odpadnich vodach zhruba o 15-30 %.
Je zjevné, Ze takové sniZeni je nedostatecné, a tudiz je mechanické Cisténi pouzivano predevsim
pro tzv. ptedc¢isténi. Tento krok je velice dilezity, protoze timto chrdnime dal$i ¢asti Cistiren,
u kterych by mohlo dojit k poskozeni [4, 8].

3.1.2 Biologické cisteni

V piipad¢ biologickeého, resp. sekundarniho ¢isténi je vyuzivano schopnosti mikroorganismu
rozkladat ono organické znecisténi ve vodach. V praxi je v aktivacni nadrzi jisté mnozstvi
biomasy, ktera rozkladd pomoci svého metabolismu organické latky v odpadnich vodach
aznavodu a oxid uhli¢ity. Redukované anorganické latky a zoxidovaneé slouceniny
organickych latek slouzi jako energie pro mikroorganismy. V dusledku toho potom
mikroorganismy rostou a dochdazi tim k odstranéni substratu z roztoku a ke zvySeni mnozstvi
kalu v systému. Narustajici mnozstvi kalu je tieba pravidelné odebirat a udrzovat pii zhruba
stejném mnozstvi po celou dobu. Kal je nasledné odvazen a zpracovan v kalovém hospodarstvi.
Aplikace odvodnénych kalti (napf. v zemédélstvi) S sebou nese jisté potize vzhledem
k moznosti nejen mikrobialniho zne¢isténi, ale také znecisténi organickymi latkami jako jsou
1é¢iva, konkrétné antibiotika. Tyto latky se dostavaji do ptudy a plodiny vypéstované z dané
pidy se dostanou do potravniho fetézce a mohou byt pivodcem naptiklad antibiotické
rezistence [4, 9].

Proces rozkladu je velmi komplikovany a rychlost tohoto procesu je zavisla na nékolika
faktorech jako je napf. teplota, typ zneciSténi, pH, obsah kysliku ve vod¢, pfitomnost latek
toxickych atd. Pfi biologickém C¢isténi dochazi k odstranovani urcitého mnozstvi znecisténi
(zivin), které je nasledné uzito na dalsi stavbu bunécné hmoty. Predpoklad je takovy, Ze
se odstrani umérny pomer parametrd BSKs : N : P (uhlik : dusik : fosfor) na ptitoku 100 : 5 : 1.
Tyto udaje znamenaji, Ze kazdych 5 mg dusiku (N) a 1 mg fosforu (P) je moZzno odstranit
biologickou cestou 100 mg BSKs. V principu se jedna o zvySeni ucinnosti samocisticich
procest, které probihaji ve vodach povrchovych. Kli¢ovym rozdilem je rychlost odbourani.
Ta je ve srovnani s Cistirnou pomérné mald. Z toho divodu je mozné dosahnout v Cistirng
stejného efektu, ale za znacn¢ kratsi dobu. Dlivodem je rozdilna koncentrace mikroorganismd,
které se vyskytuji ve vodach povrchovych a v ¢istirnach. Pro zachovani biologickych procestu
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je nutno vytvorit dostatecné podminky. Pti biologickém ¢isténi je vyuzivano nékolik riiznych
metod jako je napf. aerobni, anaerobni anebo jejich kombinace [4, 8].

3.1.3 Chemické cisteni

Zpusoby chemického (téz terciarniho) c¢isténi sestavaji ze smésovaciho kroku, ve kterém je
miseno srazedlo s vodou za vzniku chemického kalu neboli vloéek. V tomto stupni dochazi
Kk odstranéni anorganickych iontt vapniku a hot¢iku, dusiku a fosforu. U komunalnich
odpadnich vod, kde nedochazi k primyslovému zneci$téni, jsou pouzivany napf. metody
srazeni fosforu za pomoci soli hliniku nebo Zeleza, ozonizace, filtrace (membranova, piskova
¢i pres aktivni uhli). Tento krok je velmi dilezity a je na n¢j kladen stale vétsi duraz kvali
moznosti vzniku negativnich ucinku fady latek na zivotni prostiedi [4, 10].

4  Kofenové Cistirny odpadnich vod
Kofenové &istirny, téZ nazyvané vegetaéni kofenové &istirny, jsou v Ceské republice V soutasné
dobé béZn¢ vyuzivany k ¢isténi odpadni vody z malych obci a rodinnych domd. Jedna
se o Cistirny, které se fadi do skupiny extenzivnich zpisobu ¢isténi odpadnich vod. Jsou vhodné
zejmeéna pro mensi obce zhruba do 2000 EO a pro rekreacni objekty jakou jsou chaty nebo
chalupy. Jsou ov§em pouzitelné i pro mnohem vyssi poéty EO. Jedna se o Cistirny, které ¢isti
odpadni vodu se stejnou Gc¢innosti jako klasické ¢istirny. Princip ¢i$téni kofenové Cistirny je
totozny s principem ¢isténi u klasickych ¢istiren odpadnich vod. Na sniZeni znecisténi se zde
podileji pfevazné bakterie. Ty vyuzivaji latky, které vodu znecist'uji ke svému metabolismu.
Kromé téchto biologickych procesti dochazi k procesim chemickym, kdy dochazi k reakci
latek se substratem a dal§imi latkami a také dochazi k procestim fyzikalnim, pti kterych dochazi
k filtraci riznych ne€istot. Dalsi soucasti kofenové Cistirny je ur€ity typ vegetace (rdkos obecny,
chrastice rakosovita, orobinec Sirokolisty, kosatec Zluty aj.). Vegetace zde plni podptrnou
funkci a na ¢isténi se podili jen z ¢asti (asi 10 %). To je divodem, pro¢ kofenové Cistirny funguji
bez problémil i v zimnim obdobi, kdyZ jsou rostliny ve fazi vegeta¢niho klidu [4, 11, 12].

Jedna z hlavnich vyhod téchto Cistiren spociva v naroku na elektrickou energii. Kofenové
Cistirny na rozdil od téch klasickych vyZaduji pouze minimalné€ nebo viibec Zadnou elektrickou
energii k ¢isténi odpadni vody. Vyhodou jsou také nizké provozni naklady, ke kterym piispiva
niz$i narocnost na kvalifikaci obsluhy, ktera miize byt zajiSténa v ramci bézného provozu
objektu nebo obce. Tyto Cistirny zvladaji i velmi nizké koncentrace znecisténi, coz byva
problém u dcistiren klasickych. A v neposledni fad¢ funguji i za pferusovaného provozu
s rozdilnym organickym i hydraulickym zatizenim [12].

Co se tyCe dalsiho vyuziti téchto &istiren, jsou vyuzivany napiiklad v petrochemickém
a dilnim pramyslu, kde jsou pomoci nich c¢istény skladkové vody nebo odpadni vody
ze zemédelské vyroby apod. [12].

4.1 Rozdeleni korenovych Cistiren
Kofenové Cistirny rozd€lujeme na zaklad¢é rtiznych parametri. Bézné je rozdélujeme podle
druhu vegetace, vyskytu vodni hladiny a podle sméru proudéni vody [12].
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4.1.1 Rozdeleni podle druhu vegetace

Podle druhu vegetace rozdélujeme kotenové Cistirny na Cistirny s vynofenou vegetaci,
ponofenou vegetaci a vegetaci s plovoucimi listy. Prvnim typem jsou kofenové Cistirny
S vynofenou vegetaci, které jsou nejbéznéjsim a nejpouzivanéjsim typem kotenovych ¢istiren
jak u nas v Ceské republice, tak i ve svété. Pouzita vegetace je zde zasazena do filtraéniho
materidlu (napf. Stérk) nebo do substratu a znac¢na ¢ast rostliny vycniva nad povrch filtraéniho
loze nebo popiipadé nad vodni povrch. Dal§im typem jsou kofenové Cistirny S ponofenou
vegetaci, které se zacinaji uplatiiovat ve stale vétsi mife po celém svéte. Pro tento typ Cistiren
je tteba vzhledem Kk fyziologii rostlin zajistit, aby ve vodé nebyly vysoké koncentrace
nerozpus$ténych latek, a aby tim nedochazelo k limitaci fotosyntézy z divodu nedostateéného
svétla. Déle ponofené rostliny davaji pfednost vodé, kde je vyssi obsah rozpusténého kysliku.
Zejména z téchto davodu je tento typ kofenovych Eistiren vyuzivan na ¢isténi odpadnich vod
s nizkym obsahem organickych latek nebo slouzi k do¢ist'ovani odpadnich vod. Tento typ neni
v Ceské republice jesté b&zny. Poslednim typem je kofenova ¢istirna s plovouci vegetaci. | tento
typ neni béZné vyuzivan u nas, ale pfedevsim v tropickych a subtropickych oblastech [12, 13].

4.1.2 Rozdéleni podle vyskytu vodni hladiny

Podle vyskytu vodni hladiny rozdélujeme kotfenové Cistirny na Eistirny s volnou hladinou
a na Cistirny s podpovrchovym prutokem. Kofenové Eistirny s volnou hladinou jsou dosti
podobné ptirozenym moki-adiim a klasickym rybnikéim v Ceské republice. Lze je kombinovat
S riiznymi typy vegetaci. Tyto mokiady patii mezi nejvice rozsifené typy kofenovych Cistiren.
Jsou nejvice naro¢né na plochu bez pouZziti provzdusinovani nebo jinych intenzifika¢nich metod.
Koftenové Cistirny s podpovrchovym pritokem patii mezi nejrozsifenéjsi typ téchto Cistiren jak
v Ceské republice, tak i ve svéte. Principem zde je, Ze voda protéka pod povrchem filtraéniho
materidlu bez ptitomnosti vodni hladiny. Vyhodou je velky povrch filtracniho materialu pro
narust biofilmu. Tento druh Cistiren ma tedy vétSinou vétsi ucinnost ¢isténi nez Cistirny s volnou
hladinou [12, 13].

4.1.3 Rozdeleni podle sméru priitoku vody
Podle sméru pratoku vody rozdélujeme kotenové Cistirny na Cistirny s horizontalnim pritokem
a vertikalnim pritokem [12].

Kofenové Cistirny s horizontalnim pritokem patii mezi nejrozSifenéjsi typ kofenovych
Sistiren v Ceské republice i ve svétd. A to z toho divodu, Ze u mokiadii s volnou hladinou
se jiny smér pratoku nepouziva. Ov§em problémem u tohoto typu je zajisténi co mozna nejvice
jednotného rozdéleni vody na pfitoku i na odtoku. V piipadé opatném pak muize dojit
k vytvoteni tzv. zkratovych proudd. Tyto proudy snizuji dobu zdrZeni vody v nadrzi, tudiz
I ucinnost ¢isténi odpadni vody. Dal$im problémem je znacné pocatecni zatizeni znecisténi jen
na malé ¢asti z celkové plochy filtru a tim pddem muze dochédzet k zanaSeni filtra¢niho
materialu [12-14].

Kofenové Cistirny s vertikalnim pritokem lze pouzit jen u podpovrchové protékanych filtri
S vynofenou vegetaci. Pritok vody je mozny obéma sméry, resp. shora dolti i zdola nahoru,
ovSem prvni zptisob je ¢astéjsi. Chybi zde souvisla vodni hladina, a to umozituje mnohem lepsi
pfistup vzduchu do volnych porti ve filtracnim materidlu, a tudiz i G€¢inngj$i ¢isténi odpadni
vody. Vertikdlni pritok zpravidla vyzaduje tzv. davkové napousténi vody, coz v piipadé
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kotfenovych Cistiren s horizontdlnim pratokem neni tfeba. Voda je za pomoci rozvodného
potrubi rozdistribuovana po celé plose filtracniho pole a u dna (popi. pii povrchu) je sbirana
drenaznim odtokovym potrubim [12-14].
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Obréazek 1: Mozné uspordadani KCOV
1 — biologicky septik, 2 — privod odpadni vody, 3 — vegetacni korenové pole, 4 — kontrolni odtokova
Sachta, 5 — vodni tok ¢i docistovact rybnik, 6 —Stérkovy filtr, T — tésnici folie, 8 — drén, 9 — odpad,
10 — vyust' [15]
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Tyto tfi zakladni typy kofenovych Cistiren je mozné kombinovat a tim lze ziskat velky pocet
riznych typt kofenovych Cistiren jako napft. kofenové ¢istirny s horizontalnim podpovrchovym
prutokem, vertikalnim podpovrchovym pritokem atd. [12].

4.2 Vystavba a princip korenovych cistiren

Kotenové Cistirny odpadnich vod fadime mezi Cistirny ptirodni, Které vyuzivaji ptirozenych
biochemickych procesi, probihajicich v mokiadnim a vodnim prostiedi, k odstranéni polutantti
z vod. Principem je pratok odpadni vody skrze porézni substrat a za spolutiCasti rostlin (rakos
obecny, orobinec $irokolisty, stulik zluty, Kosatec Zluty apod.) a riznych mikroorganismu.
Vlivem toho dochézi kombinaci chemickych, biologickych a fyzikalnich procest k odstranéni
zneCisténi [16].

4.2.1 Predcisteni vody

Mechanické pied¢isténi vody je tfeba proto, aby se dostate¢né odstranily nerozpusténé latky,
které by nasledné¢ mohly ucpavat filtracni loze. Byva zatazeno pied kotfenovou ¢istirnou.
Mechanické ptred¢isténi je nutné zatadit pred vlastni kofenovou Eistirnu. Pro domovni ¢istirnu
je Casto vyuzivan pouze jednoduchy septik ¢i usazovaci nadrz apod. Pro malé obce je vétSinou
vyuzito kombinace Gesli a §térbinové nadrze. Casto jsou vyuzivany prefabrikaty, které zna¢né
usnadni realizaci. Pouzivany jsou konstrukce z nejruznéjSich lehkych materiald napf.
sklolaminat ¢i plast. Pfi vybéru je dobré dat pfednost samonosnym konstrukcim, u kterych neni
tieba dalsi betonovani. Je-li zvolena technologie s obetonovanim, je nutno dodrzet
technologicky postup, protoze pii nedodrzeni by mohlo dojit k deformaci nadrze [13, 17, 18].

4.2.2 Korenové pole

Provedeni vlastniho kofenového pole je zalozeno na vytvotfeni zemni jimky, ktera méa hloubku
zhruba 60-80 cm. Dno i stény nadrze je nutno potfadné zhutnit, aby nedoslo k naslednym
deformacim. Dalsi dilezitou soucasti je izolace (plastova fdlie), diky které nedochazi
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Kk prisakim do pudy. Na izolaci se u mensich kotfenovych poli pouziva zejména PVC 803
o tloustce 1 mm a u vétSich kofenovych poli je vhodnéjsi pouzit izolacni folie z PE-H
0 tloust’ce 1,5-2 mm. Po svafeni je provadéna zkouska té€snosti a nasledné se vklada napln tak,
aby nedoslo k poruseni. Je ticba vybrat takovy substrat, ktery je dostate¢né propustny, aby
nedochazelo k ucpani. Filtrani substraty tvofi prostiedi pro zivot mikroorganisma a rostlin,
zachytavaji rozpusténé latky, poutaji dusik a fosfor atd. V soucasné dobé je nejcastéji pouzivan
prany $térk, drcené kamenivo a kacirek se zrnitosti minimalné 4-8 nebo 8-16 mm. Jakmile je
do kotenového pole nasypan filtra¢ni material, je povrch zaplaven a vodorovné zarovnan podle
vodni hladiny. Vyrovnani je nutné, protoze jinak dochazi ke vzniku mist, kde se hladina vody
drzi nad povrchem filtracniho materidlu, nebo sussich mist, na kterych se §i#i nezadouci
vegetace plevela [13, 17, 18].

4.2.3 Zemni filtr

Zemni filtr je analogii kofenového pole, jen smér proudéni vody je vertikalni. Jedna se o zemni
nadrz, kterd je izolovana stejn¢ jako v pfipadé¢ kofenovych poli. Je vyplnéna filtracnim
substratem, ktery byva zpravidla jemnéjsi (nejcastéji pisek). Aby byla zajisténa spravna funkce
zemniho filtru, je podstatny vyskovy rozdil mezi ptitokem a odtokem. Zemni filtr je umistovan
tak, aby zakladova spéra byla nad hladinou podzemni vody, nebo tak, aby zemni filtr byl
izolovan od podzemni vody. Zemni filtr je nutno chranit pted ¢asticemi, které by ho mohly
ucpat, coz by tvofilo problém vzhledem k tomu, Ze hlavnimi procesy probihajicimi v zemnim
filtru jsou procesy biologické a chemické. Dal§im parametrem pro dobrou funkci zemniho filtru
je rovnomérné rozdéleni vody na celé plose filtru. Tvar filtru je nejcastéji obdéInikovy s delsim
rozmérem ve sméru rozvodného potrubi. Piistup vzduchu do filtra¢nich vrstev je zajiStovan
drény a potrubimi, ale i tim, Ze téleso filtru a sbérného potrubi neni zatopené [18].

4.2.4 Rozvod vody

Rozvod vody je zajist'ovan nejcastéji pomoci plastovych potrubi z PE, PVC, ktera maji velky
otvor, aby bylo zabranéno piipadnému ucpani. Ukolem t&chto potrubi je rovnomérné rozdélit
mechanicky pted¢isténou odpadni vodu po celé plose vtokové ¢asti filtra¢niho pole. Rozvodna
potrubi jsou nejcastéji ulozena na povrchu a byvaji prevrstvena hrubym kamenim. Nékdy je
mozné rozvodnou drendz ulozit i pod uroveii filtraénich poli. Je nutno zvazit, vzhledem
K mistnim klimatickym podminkam, realizaci dvou rozvodnych potrubi. Jedno slouzici
k béznému provozu umisténo u povrchu ¢i zcela na povrchu pole a druhé, které je umisténo ve
vétsi hloubce pro pouziti v zimnich obdobich pti velkych mrazech. Zamezit promrzani Ize také
pomoci tepelné€ izolacniho obsypu. Je nutnd pravidelna udrzba a ¢isténi rozdélovaciho potrubi
a vytokovych otvora kvili zaneseni [13, 17, 18].

4.2.5 Regulace vysky hladiny

Regulace vysky hladiny je zajiStovana regulacnimi Sachtovymi pielivy, které jsou tvofeny
vyskové nastavitelnymi tzv. flexibilnimi hadicemi, které jsou zavéSeny na nosné konstrukci
(Casto plastoveé fetézy) a spodni ¢asti jsou piipojeny na vypustni potrubi. Je tieba brat v potaz
zivotnost zavéSeni a pravideln¢ ¢istit pielivné hrany [18].
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5 Lé¢iva na ¢istirnadch odpadnich vod

Problematika odstranovani mikropolutanti z vod je feSena celosvétove stale ve vétsi mife.
Cisténi odpadnich vod je u nas sice na vysoké Grovni, ale neni vzdycky mozné odstranit z vody
vSechny nezadouci latky. Ve vod¢ byly zaznamendany jisté koncentrace hormont, nejriiznéjSich
humannich i veterinarnich 1é¢iv, desinfek¢nich latek, drog ¢i jinych bézné uzivanych latek.
Vyzkumy se soustifed’uji na blizsi zkoumani vlivu téchto koncentraci na zivotni prostiedi, lidsky
organismus, necilové organismy nebo rostlinstvo. Protoze klasickym ¢istirnam délaji problémy
pravé latky jako jsou hormony nebo 1é¢iva, zacinaji se stdle vice uplatiovat biologické Cistirny
odpadnich vod jako jsou jiz zmitiované kotfenové Cistirny. Ty diky dob¢ zdrZeni, rozmanitosti
Cisticich procesu a pritomnosti rostlin, dokazi velmi dobie odstranovat riizné chemické latky,
1é¢iva i hormony. Je mozné uplatnit je pro vSechny typy odpadnich vod, ale jsou zatim nejvice
vyuzivany zejména pro mensi zdroje zne€isténi zhruba do 2000 EO [19, 20].

6 Léciva (farmaka)

6.1 Definice pojmii

Pojmy 16¢iva latka a 16¢ivy piipravek jsou v Ceské republice podrobné definovéany v zikond
0 1éc¢ivech ¢. 378/2007 Sb.

Lécivé latky

Jedna se o latky, které jsou urcené k tomu, aby se staly soucasti 1é¢ivého piipravku. Jsou
to latky, které zpisobuji jeji ucinek, ktery je zpravidla farmakologicky, imunologicky
¢ispoCiva v ovlivnéni metabolismu. Jde predevS§im o latky Zivocisného, rostlinného,
chemického a lidského ptvodu [21].

Lécivy pripravek

Za léCivy pripravek lze povazovat latku ¢i kombinaci latek, kterd ma 1écebné nebo preventivni
vlastnosti v ptipadé onemocnéni lidi nebo zvitat. LéCivym ptipravkem se dale rozumi latka
nebo kombinace latek, kterou je mozno pouzit u lidi ¢i zvifat anebo podat lidem ¢&i zvifatim
zaucelem obnovy, upravy nebo ovlivnéni jejich fyziologickych funkei prostfednictvim
farmakologického, imunologického nebo metabolického ucinku nebo za Géelem stanoveni
Iékarské diagnozy [21].

Léciva, respektive farmaka, jsou fazena do skupiny tzv. ,,novych* environmentalnich polutantt.
Jedna se o latky, které¢ jsou do zivotniho prostfedi uvolnovany fadové nékolik desitek let,
nicméné o jejich osud a celkové plisobeni na zivotni prostfedi se lidé zacali zajimat pomérné
nedavno [22].

Z pohledu ochrany Zivotniho prostfedi 1ze 1é€iva délit na:

e latky biologicky lehce odbouratelné, kam fadime napft. kyselinu acetylsalicylovou,

o latky stélé a hydrofilni, kam fadime napft. latky ovliviiujici hladinu lipidd,

o latky stélé a lipofilni, kam fadime latky protizanétlivé (jedna se o nejvice nebezpecnou
skupinu latek),

e antibiotika,

e endokrinni disruptory [22].
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I pfesto, Ze se nékterd l1é¢iva vyznamné adsorbuji na usazeniny a pudni Castice, zaroven
zustavaji dostatecné mobilni na to, aby znecistily vodu. Jistd ¢ast 1éCiv se adsorbuje na ptidni
castice a jelikoz je recyklovana voda Casto vyuzivana pti zavlazovani, dochézi tak ke zvySeni
koncentrace ptimo v pudé, popiipadé také dochazi ke kontaminaci zeméd¢lskych plodin, které
lidé konzumuji. Tim dochazi naptiklad ke zvySeni antibiotické rezistence ¢i nezadoucim vlivim
na necilové organismy apod. Mobilngjsi 1é¢iva mohou dale prosakovat az do spodnich vod
a pusobit stejné potize jako v padé. Aktivni latky byly nalezeny ve skute¢nosti ve vSech
slozkach prostiedi v Sirokém rozsahu koncentraci (od 1 ng/l az po 1 mg/l). Obrazek 2 popisuje
schéma toku 1é¢iv a jejich metabolitii v Zivotnim prostiedi [22].

PRODUKCE VE FAMACEUTICKEM PRUMYSLU

A
DISTRIBUCE/PRODEJ

/\

HUMANNI PRIPRAVKY VETERINARNI PRIPRAVKY
VYLUCOVANI HNOJEN(
PUDA SKLADKY
KANALIZACE SEPTIK

\ CISTIRNA ODPADNICH VOD

— \/

POVRCHOVA VODA PODPOVRCHOVA VODA

\/

UPRAVNA VODY

l

PITNA VODA

STABILIZOVANY KAL

A

Obrazek 2: Tok léciv a jejich metabolitii do Zivotniho prostiedi [22, 23]
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6.2 Zakladni kategorie léciv:

e Antibiotika
e Analgetika
e Hormony

e Cytostatika

e Antipyretika

e Antirevmatika

e Kancerostatika

e Kontrastni latky pouzivané pfi rentgenovém vysetieni [22]

6.3 Zdroje léciv

e Pfirodni (biologické)
Vznikaji pfi biochemické syntéze prostfednictvim nékterych druhli mikroorganismi (tento
zdroj kontaminace Ize povazovat za naprosto zanedbatelny) jako jsou napf. plisn€¢ druhi
Aspergillus, Penicillium a Cephalosporium. Tyto rody produkuji jedny z nejstarsich antibiotik
— peniciliny. K vyrob& penicilini je v dne$ni dob& pouzivano Penicillium chrysogenum,
ze kterého jsou ziskavany volné kyseliny nebo sodné a draselné soli penicilint [22].

e Antropogenni (vznikajici ¢innosti ¢lovéka)
Mezi antropogenni zdroje patii zdroje primyslové a neprimyslové. Priimyslové zdroje jsou ty,
kterou jsou b&éZzné obsazeny v odpadnich vodach z primyslovych odvétvi jako je napt.
farmaceuticky primysl nebo zivoci§na vyroba, resp. veterinarni ptipravky. Neprimyslovymi
zdroji jsou napt. zdravotnicka zatizeni a domacnosti [19, 22].

Léciva uzivana populaci jsou z organismu vylucovana v ptivodni formé (napf. karbamazepin,
hydrofilni betablokatory, 10 % ibuprofenu, ¢ast sulfonamidu, hydrofilni antibiotika), ale zna¢na
cast je z téla vyluCovana predevsim ve formé metabolitii (napft. lipofilni betablokatory, 90 %
ibuprofenu, vice jak 90 % ketoprofenu, ¢ast sulfonamidd, lipofilni antibiotika). Tyto metabolity
jsou podstatné méné biologicky aktivni neZ jejich volné formy. Nicméné uz Vv pribchu
transportu odpadnich vod kanalizaci dochazi k dekonjugaci, tedy k pfeméné metabolitu zpét
najeho primarni formu, ¢imz miZe dochazet k narlistu koncentrace daného Iéciva.
Tapokracuje dale pii kontaktu s aktivovanym kalem na Cistirnach odpadnich vod.
Za dekonjugaci jsou zodpovédné piedevsim bakterie Escherichia coli [19, 22, 26].
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Tabulka 3: Srovnani distribuce lécivych pripravkii do zdravotnickych zarizeni dle Anatomicko-
terapeuticko-chemickych (ATC) skupin v roce 2014 a 2019 [27, 28]

Rok 2014 Rok 2019
ATC1 , Pocet DDD Pocet DDD
kéd Nazev ATC1 baleni celkem baleni celkem
[mil.] [mil.] [mil.] [mil.]
A Trévici trakt a metabolismus 36,57 990,55 38,42 1169,86
B Krev a krvetvorné organy 17,69 740,40 11,50 801,83
C Kardiovaskularni systém 52,66 2 305,43 45,68 2 397,42
D Dermatologika 12,68 2,87 12,21 2,74
G Urogenitalni trakt a pohlavni hormony 8,30 411,83 7,56 368,28
H Systémové,hormonailnz lé(T:iva l?r(:mé 556 188,94 6.26 210,84
pohlavnich hormonu a insulint
J Antiinfektiva pro systémovou aplikaci 14,82 85,02 15,57 71,33
L Cytostatika a imunomodula¢ni latky 2,53 44,89 2,89 61,14
M Muskuloskeletarni systém 22,33 312,99 22,64 322,19
N Nervovy systém 46,40 613,64 46,11 710,03
P Antiparazitika, insekticidy a repelenty 0,45 2,41 0,46 2,60
R Respira¢ni systém 31,83 519,45 35,01 599,71
S Smyslové organy 6,42 69,29 6,24 84,63
Vv Rizné pripravky 5,97 0,86 5,38 1,38
Celkem: 264,23 | 628858 | 25592 | 6803,97
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Tabulka 4: Distribuce veterinarnich antimikrobialnich latek v 31 evropskych zemich v roce 2018 [29]

Zemé Tablety [tuny] | Ostatni lékové formy [tuny] | Celkem [tuny]
Belgie 2,0 195,0 197,0
Bulharsko 0,1 47,8 48,0
Ceska republika 1,0 40,2 41,2
Dansko 0,8 93,6 94,3
Estonsko 0,1 6,1 6,2
Finsko 1,1 9,3 10,3
Francie 15,2 456,2 471,4
Chorvatsko 0,1 19,6 19,7
Irsko 0,8 98,6 99,4
Island 0,1 0,6 0,6
Italie 10,3 932,1 942.,4
Kypr 0,1 53,4 53,5
Litva 0,1 10,7 10,8
Lotyssko 0,1 6,0 6,1
Lucembursko 0,1 2,1 2,2
Mad’arsko 0,3 150,2 150,4
Malta 0,04 2,1 2,2
Némecko 9,6 753,1 762,7
Nizozemsko 3,2 183,9 187,1
Norsko 0,4 57 6,1
Polsko 1,8 782,2 784,0
Portugalsko 1,2 1918 193,0
Rakousko 0,7 48,0 48,6
Rumunsko 3,8 230,7 2345
Recko 0,5 113,0 113,6
Slovensko 0,3 12,1 12,4
Slovinsko 0,4 7,8 8,2
Spanélsko 0,5 17241 1724,6
Svédsko 0,8 9,8 10,6
Svycarsko 0,7 32,9 33,6
Velka Britanie 13,2 2129 226,2
Celkem 69,3 6431,4 6 500,7

Tabulka 4 je rozdélena na distribuci tablet, které jsou uzivany pievazné domacimi zvitaty
(kocky, psi) a na ostatni 1€kové formy, které jsou uzivany prevazné hospodaiskymi zvifaty

(kravy, prasata, kozy).
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6.4 Mechanismy odstranéni léciv
Existuje nékolik druhd procest, pii kterych dochazi k odstrafiovani organickych slou¢enin
z vod povrchovych. Radime sem:

e fotodegradaci,
e sorpci,
e biodegradaci [19].

6.4.1 Fotodegradace

Za hlavni cestu, ktera vede k samovolnému rozpadu 1é¢iv v povrchovych vodach Ize povazovat
fotochemickou neboli abiotickou degradaci. Obecné rozliSujeme dva zakladni mechanismy:
ptimou fotolyzu a radikalovy rozpad. V piipadé¢ ptimé fotolyzy dochézi k absorpci slune¢niho
Utinnost zavisi predev§im na absorpénim spektru vybrané molekuly a dale také na intenzité
slune¢niho zafeni, kterou ovliviiuje hloubka, ve které se v dany moment nachazi absorbujici
molekula. Tento fakt vychazi ze skute¢nosti, ze slune¢ni zateni je pohlcovano mimo Ié¢iv i
dalsimi rozpusténymi latkami a v prvé fadé samotnou vodou, z ¢ehoz vyplyva, Ze aktivni latky,
které se nachazeji ve vétsi hloubce, degraduji v daleko mensich mnozstvich. K radikélovému
rozpadu dochdzi vlivem pisobeni silnych oxidovadel, kam miiZzeme zatadit napf. atomarni
kyslik, hydroxylovy radikal (+«OH), alkyperoxyl (RO>-) a dalsi [19].

6.4.2 Sorpce

Pfi odstraiiovani 1é€iv se u bézné uzivanych distiren odpadnich vod uplatituje mechanismus
sorpce na aktivovany kal. Uplatiuji se zde dva hlavni mechanismy — adsorpce a absorpce.
Adsorpce je zpusobena pusobenim elektrostatickych sil mezi zaporné nabitym povrchem
biomasy a pozitivné nabitymi skupinami xenobiotik. Naopak pii absorpci dochazi
k hydrofobni interakci alifatickych a aromatickych skupin 1é¢iv s lipofilnimi ¢astmi kalu
a lipofilni membranou mikroorganismu [19].

6.4.3 Biodegradace
V piipadé biodegradace mluvime o Uplném rozlozeni 1é¢iv nebo jejich ¢aste¢nou transformaci
na produkty degradace vlivem mikrobiélni aktivity aktivovaného kalu. Kvuli nizkym
koncentracim 1é¢iv v odpadni vodé dochazi na Cistirnach odpadnich vod pouze k Castecné
degradaci. Uginnost odstranéni 1é¢iv je ovliviiovana nékolika parametry, kam fadime napf.
dostupnost 1é¢iv v matrici, stafi kalu v aktivaci, aerobni/anaerobni podminky prostiedi, pH,
sorpci, celkové usporadani systému a dalsi [19].

Protoze stavajici systém ¢isténi odpadnich vod neni zcela dostacujici z pohledu odstraniovani
1€¢iv, je nutno hledat nové moznosti. V dnesni dob¢ existuje nékolik moznosti, které se lisi
principem, ale také pfedevsim provoznimi naklady. Mezi tyto dalS$i mechanismy patii:

e pokrocilé oxidacni procesy,
e membranové metody,
e aktivni uhli [19].
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6.4.4 Pokrocilé oxidacni procesy

Podstatou pokrocilych oxidac¢nich procest je tvorba oxidanti (ozon, hydroxylovy radikal)
Vv prostiedi ¢isténé vody, které poté mohou reagovat s organickymi latkami jako jsou praveé
1é¢iva. Jednim z nejsilnéjsich oxidovadel je hydroxylovy radikal, ktery je tvoten pii rozkladu
peroxidu vodiku iniciaci UV zafenim nebo reakci excitovaného atomarniho kysliku s vodou
Vv atmosféte. Dal$i z moznosti je ozonizace, kterou lze G¢inn¢ odstranit znecisténi 1éCivy i pies
svou znacnou selektivitu via¢i nekterym funkénim skupindm (dvojné vazby, thioly,
alkylaminy). Ve studiich bylo dokazano, Ze za pouziti ozonizace je mozné uplné odstranit
napiiklad paracetamol v roztoku, kde byla pocatecni koncentrace 5 mmol/l, uz béhem 20 minut
za vzniku jednoduchych dikarboxylovych kyselin a oxidu uhli¢itého. Metodu lze pouzit pro
Siroké spektrum jinych latek. Dodate¢na dezinfekce vody je vedlej$im G¢inkem 0zonizace,
presto je diky tomu zabranéno vypousténi dalSich patogenti do povrchovych vod. Produkty,
které vzniknou po degradaci, ztraci svoji biologickou aktivitu. Dojde ke snizeni jejich
Skodlivého potencialu, budou Iépe rozpustné ve vodé, ¢imz dojde ke zvyseni jejich dostupnosti
pro dalsi biotransformace [19, 24, 25].

6.4.5 Membranové metody

Mezi zna¢n€ progresivni metody v oblasti ¢isténi odpadnich vod fadime membranové procesy,
které dosahuji velice dobrych vysledku pii separaci cizich latek o nizkych koncentracich.
PouZivaji se zejména k zachytavani estrogent, které jsou diky jejich silné sorpci chyceny
k membranovému materidlu. Nejpouzivanéj$i metody pro odstranéni 1é¢iv jsou nanofiltrace
areverzni osmdza nebo mikro/ultrafiltrace v kombinaci s reverzni osmézou. Tyto metody
se pouzivaji ptedevs§im pro upravu pitné vody, ale lze je pouzit i pro odpadni vody [19].

6.4.6 Aktivni uhli

Aktivni uhli je v podobé prasku ¢i granuli pouzivano pro odstrafiovéni celé fady odpadnich
organickych latek, které jsou zejména nepolarni. Pfi pouziti aktivniho uhli nedochazi k tvorbé
zadnych metabolitd ¢i meziproduktli, coz poskytuje velkou vyhodu. Dal§imi vyhodami jsou
snadnd manipulace a likvidace, ktera je provadéna nejCastéji spalenim, kdy dochazi
Kk odstranéni veskerych organickych latek i absorbovanych 1é¢iv. Mezi nejlépe sorbujici latky
fadime karbamazepin, ktery je za normalnich podminek téZko odbouratelny, a proto pouZiti

aktivniho uhli patfi mezi velmi perspektivni techniky pro odstrafiovani znecisténi odpadnich
vod [19].

Pro snizeni koncentraci 1é¢iv v zivotnim prostiedi se dale vyuzivaji kofenové Cistirny
odpadnich vod. Principem téchto Cistiren je tzv. rhizofiltrace. Jedna se o metodu, ktera
ke snizeni ¢i odstranéni znedisténi vyuziva kofeny rostlin. Dochézi zde k precipitaci
znecistujici latky na kofenovém systému nebo piimo k absorpci v kotenech. V dnesni dobé
kotfenové Cistirny odpadnich vod dosahuji vynikajicich vysledkti v oblasti odstraiiovani
organického znecisténi. Degradovat napft. antibiotika ve vysokych koncentracich dokazi vodni
rostliny jako je napt. azola americkd (Azolla filiculoides), stolistek vodni (Myriophyllum
aquaticum), babelka fezanovita (Pistia stratiotes) a mnoho dalSich. Vyhodou téchto Cistiren
jsou jednoznacné jejich nizké naklady na provoz oproti jinym typtim Cistiren [19, 30].
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Dalsi moznou alternativou pro snizovani patogennich organismti, syntetickych organickych
latek, anorganickych latek a tézkych kovu je pouziti biouhli. Jedna se o levny adsorbent, ktery
je vyrabén nejcastéji pyrolyzou naptiklad Cistirenskych kald ¢i gastroodpadu. Jde tedy o jednu
Z potencialnich moznosti pro Gpravu pitné vody [31, 32].

6.5 Vybrana léciva

Bylo vybrano siroké spektrum 1é¢iv (24) zahrnujici analgetika, antibiotika, antidepresiva,
betablokatory a dalsi. Byla vybrana 1é¢iva, ktera jsou v soucasné dobé fazena mezi
nejpouzivandjdi nejen v Ceské republice, ale také ve svété. Nékolik z nich je pfitomno
na seznamu potencialnich latek, které zne€ist'uji povrchové vody (znamy jako Watch List) [33].
Seznam byl vydan na zaklad¢ doporucéeni JRC (Joint Research Centre) a souhlasu ¢lenskych
stata Evropskou komisi. Dal§im divodem je ptitomnost nékterych z nich na listu kriticky
vyznamnych antimikrobialnich latek (CIA = critically important antimicrobials) vydaném
organizaci WHO (World Health Organization) [34]. Tento list vydava organizace WHO od
roku 2005 a je pravideln€ aktualizovan. Jedna se o seznam vSech antimikrobialnich latek dosud
pouzivanych v humanni i veterinarni medicing. Je rozdélen do tii hlavnich kategorii — Kriticky
vyznamné antimikrobialni latky (makrolidy — azithromycin, erythromycin, klarithromycin
a roxithromycin), vysoce vyznamné antimikrobidlni latky (sulfonamidy — sulfamethazin,
sulfamethoxazol, sulfathiazol a trimethoprim) a vyznamné antimikrobidlni latky. Nekteré
z jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6 [34].
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Tabulka 5: Neékteré fyzikalni a chemické vVlastnosti vybranych léciv [35-37]

Monoizotopické

Nazev Vzorec hm'\:t(:g:tu[lglvrsol] molekulova pKa
hmotnost [g/mol]

Acebutolol CigH28N204 336,432 336,205 9,52/9,67
Atenolol C14H22N203 266,341 266,163 9,60
Azithromycin CsH72N2012 748,996 748,509 8,50
Bisoprolol Ci8H31NO4 325,443 325,225 9,57
Citalopram Ca0H21FN20 324,392 324,163 9,78
Diklofenak C14H11CI2NO; 296,148 295,017 4,15
Erythromycin Cs7Hes7NO13 733,930 733,461 8,88
Fluoxetin Ca7H1sFsNO 309,326 39,134 9,80
Ibuprofen C13H180> 206,285 206,131 5,30
Karbamazepin Ci5H12N20 236,274 236,095 13,90

Pjaorialrf‘ea:;fi'g' CisH12N20; 252,268 252,090 i

Ketoprofen C16H1403 254,281 254,094 4,45
Klarithromycin | CzgHsgNO13 747,964 747,477 8,99
Metoprolol Ci5H25NO3 267,364 267,183 9,70
Naproxen C14H1403 230,259 230,094 4,15
Norsertralin Ci6H15CIoN 292,203 291,058 9,73
Paroxetin C19H20FNO3 329,365 329,143 9,90
Propranolol Ci16H21NO2 259,349 259,157 9,42
Roxithromycin | C41H76N2015 837,047 836,525 9,27
Sertralin C17H7CIN 306,229 305,074 9,16
Sulfamethazin | C12H14N4O3S 278,330 278,084 7,59

Sulfamethoxazol | C10H11N303S 253,279 253,052 1,60/5,70
Sulfathiazol CoHoN30,S> 255,317 255,014 7,20
Trimethoprim C14H18N40O3 290,323 290,138 7,12
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Tabulka 6. Nékteré dalsi fyzikalni a chemické viastnosti vybranych léciv [35-37]

Tepl
Nazev Vzhled Dobré rozpoustédlo ,eF,J czta
tani [°C]
Acebutolol bily krystalicky prasek voda, 96% ethanol 119-123
Atenolol bily prések methanol, DMSO, 146-148
kyselina octova
Azithromycin pevna amorfni latka ethanol, DMSO 113-115
Bisoprolol bila krystalicka latka voda, methanol, ethanol | 100-103
Citalopram jemny bily az slabé Zluty prasek methanol, ethanol, DMSO | 182-188
Diklofenak bila krystalicka latka methanol 283-285
Erythromycin | bily az slabé& Zluty krystalicky prasek aceton, chloroform 135-140
Fluoxetin bila krystalicka latka methanol, ethanol 193-197
Ikohol rganicka
Ibuprofen bezbarvé a2 bils krystalicka latka alkonoly aorganicka |- 25 77
rozpoustédla
: s s methanol, ethanol
Karbamazepin bila krystalicka latka 189-192
chloroform, aceton
K in- Y
arbamazep.ln bila krystalicka latka chloroform, MDSO 204-206
10,11-epoxid
Ketoprofen bily zrnity prasek ethanol, chloroform 94
. . 4 az svétl zdloutla i irné hanol
Klarithromycin bezbarva az svet/e nazdloutl4 pevna aceton, mirn€ methano 917-220
latka a ethanol
Metoprolol bila krystalicka latka voda, methanol 120
Naproxen bily krystalicky prasek methanol, chloroform 152
Norsertralin bily krystalicky prasek ethanol -
Paroxetin Sedo-bily prasek organické rozpoustédla 120-138
Propranolol bila krystalicka latka voda, ethanol 96
Roxithromycin bily prasek ethanol, DMSO 115-120
Sertralin bily krystalicky prasek ethanol, DMSO, DMF | 245-246
Sulfamethazin bily az kremove,vbﬂy krystalicky aceton 198,5
prések
Sulfamethoxazol bilé a2 Iehce nazloutlé latka aceton, zfedéné roztoky | o/
NaOH, kyselin
Sulfathiazol bila krystalicka latka vodné kyseliny a baze 189
Trimethoprim bila krystalicka latka methanol, chloroform, - g 554

N,N-dimethylacetamid
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Tabulka 7: Vybrana léciva a jejich zarazeni do prislusné skupiny podle funkce

Lécivo

Skupina 1é¢iv

Acebutolol

Atenolol

Bisoprolol

Metoprolol

Propranolol

Betablokatory

Azithromycin

Erythromycin

Klarithromycin

Roxithromycin

Makrolidova antibiotika

Citalopram

Fluoxetin

Norsertralin

Paroxetin

Sertralin

Antidepresiva

Karbamazepin

Karbamazepin-10,11-epoxid

Antiepileptika

Diklofenak

Ibuprofen

Ketoprofen

Naproxen

NSAID — nesteroidni protizanétliva 1é¢iva

Sulfamethazin

Sulfamethoxazol

Sulfathiazol

Trimethoprim

Sulfonamidy a trimethoprim
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6.5.1 Betablokatory

Betablokatory dokazi kompetitivni vazbou na betareceptory zabranit stresovym hormontim
jako je noradrenalin ¢i adrenalin v t¢inku a eliminovat tak negativni dusledky jejich zvysené
aktivace. Touto vazbou dochazi ke zpomaleni srde¢ni akce, snizeni namahani srde¢ni svaloviny
a ke snizeni spotieby kysliku srdeénim svalem. Betablokatory muZzeme podle jejich charakteru
délit na kardioselektivni, neselektivni, s vnitini sympatomimetickou aktivitou
a s vasodilata¢nim ucinkem na cévy. Jsou vyuzivany pii 1é¢bé dysrytmii, vysokého tlaku,
srdec¢niho selhani, kardiomyopatie apod. Z vybranych 1é¢iv sem fadime acebutolol, metoprolol
a propranolol jako lipofilni betablokatory, atenolol jako hydrofilni betablokétor a bisoprolol
jako smiSeny betablokator [38, 39].
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Obrézek 3: Betablokatory
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6.5.2 Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika neboli makrolidy sestavaji z makrocyklického laktonoveého kruhu
nejcastéji obsahujiciho 14 az 16 atomt, ke kterému jsou pomoci glykosidické vazby pfipojeny
cukry. Lze je délit na 14¢lenné makrolidy (erythromyciny A-F, roxithromycin, klarithromycin),
15¢lenné (azithromycin) a 16¢lenné (spiramycin, rosaramicin). Makrolidova antibiotika maji
antibakterialni vlastnosti a jsou aktivni vi¢i grampozitivnim bakteriim. PouZzivaji se k 16¢bé
stafylokokovych infekci, které¢ jsou rezistentni vici penicilinu a dale predstavuji alternativu pro
pacienty, ktefi jsou alergicti na penicilin [38, 40].
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Obréazek 4: Makrolidova antibiotika
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6.5.3 Antidepresiva

Jedna se o léCiva pouzivand proti depresim, ke kterym dochdzi pifi snizeném obsahu
neurotransmiterti katecholaminového typu a serotoninu v mozku. Mnozstvi téchto medidtorti
Ize v synaptické oblasti zvySit pomoci dvou typt 1é¢iv — thymoleptika (brani zpétnému chodu
katecholaminii ze synaptické oblasti do oblasti presynaptickych membran) a thymoeretika
(zvySuji koncentraci katecholaminii a serotoninu v mozku tim, Zze inhibuji enzymy
metabolizujici dané mediatory = monoaminoxidazy). Thymoleptika jsou slozena
z tricyklickych struktur a fadime sem fluoxetin, sertralin, norsertralin, paroxetin, citalopram
a dalsi. Mezi thymoeretika fadime naptiklad fenelin, iproniazid [38].
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Obrézek 5: Antidepresiva (SSRI)
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6.5.4 Antiepileptika

Jedna se o 1éCiva pouzivana zejména pii 1é¢bé epileptickych zachvatt, coz jsou nahlé
a opakujici se z&chvaty a dale pti 1é¢bé jedincti s bipolarni poruchou. Existuje Siroké spektrum
antiepileptik, tudiz jejich mechanismy ucinku se u jednotlivych typua caste¢né 1isi. Obecné vSak
pomahaji ke stabilizaci membrany nervovych bunék, zesiluji vliv GABA (gamaaminomaselna
kyselina) neurotransmiteru v mozku a blokuji vliv jiného neurotransmiteru glutaméatu. Mezi
nejvice uzivana antiepileptika patii karbamazepin, jehoz hlavnim u¢inkem je blokace napétove
fizenych sodnych kanala [41-43].

S H,>N
FO
N
N
)\NHQ O
© O
Karbamazepin

Karbamazepin-10,11-epoxid

Obrazek 6: Antiepileptika

----------

a analgeticka ¢inidla. Snizuji horecku, ulevuji od bolesti svalti, pomahaji pti migrénach apod.
Jejich hlavnim mechanismem U¢inku je inhibice enzymu cyklooxygenazy (COX), ktery je
nutny K pfeméné kyseliny arachidonové na tromboxany (adheze krevnich desticek),
prostaglandiny (vasodilatace) a prostacykliny. Za syntézu prostaglandini jsou zodpovédné dva
izoenzymy cyklooxygendzy oznacované jako COX-1 (pIni fyziologické funkce) a COX-2
(Gtlum lokalni interakce). NSAID jsou nejcastéji délena podle chemickeé struktury a selektivity:
acetylované salicylaty (aspirin), neacetylované salicylaty (diflunisal, salsalat), kyseliny
propionove (naproxen, ibuprofen), kyseliny octove (diklofenak, indometacin), enolové
kyseliny (meloxikam, piroxicam), antranilové kyseliny (meklofenamat, kyselina mefenamova),
naftylalanin (nabumeton) a selektivni inhibitory COX-2 (celecoxib, rofecoxib) [44, 45].
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Obrézek 7: Nesteroidni protizanétliva léciva (NSAID)
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6.5.6 Sulfonamidy a trimethoprim

Antibakterialni chemoterapeutika jsou 1éCiva, ktera jsou pouzZivana pii 1é¢bé zejména
bakterialni infekci. Jedna se o latky pfipominajici antibiotika, ale predevsim kvuli jejich
chemické struktufe. Mezi nejCastéji uzivana chemoterapeutika patii sulfonamidy
(sulfamethoxazol, sulfathiazol, sulfamethazin) a chinolony (ciprofloxacin, ofloxacin). Jak jiz
bylo zminéno, je uzivan pti 1é¢bé bakteridlnich infekci napt. sulfamethoxazol je nejcastéji
v kombinaci s trimethoprimem vyuzivan k 1é¢bé mocovych infekci (BISEPTOL) a dale jako
antimalarikum [38].
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Obrézek 8: Sulfonamidy a trimethoprim

6.6  Nepriznivy vliv nékterych vybranych léciv na necilové organismy
Jak jiz bylo zminéno, 1éCivé piipravky maji 1éCebné ¢i preventivni vlastnosti v piipadé
onemocnéni lidi nebo zvitat. Zbytky 1é¢iv a jejich metaboliti mohou byt stale po vstupu
do vodniho prostfedi biologicky aktivni a mohou néjakym zplisobem ovlivnit necilové
organismy. V fad¢ studii (viz Tabulka 8) bylo potvrzeno, Ze existuji riznd 1é¢iva, ktera jsou
i v mensich koncentracich $kodliva napt. pro nejriznéjsi druhy ryb a vodnich zivo¢ichi. Muze
u nich dochazet k deformaci Ustnich ¢asti, metabolickym zménam, zménam rychlosti ristu,
reprodukénim porucham atd. Pro piiklad jsou uvedena néktera 1éCiva jako je karbamazepin,
ktery je obecné Spatné rozlozitelny v pfirod€ a je vyluCovan zejména ve formé metaboliti,
diklofenak, ktery je opét Spatné rozlozitelny kvili dvéma atomim chloru vazanych
na aromaticky kruh, dale ibuprofen jako jedno z nejpouzivangjsich 1é¢iv vibec a dalsi [46—49].
Dals$im problémem je antibiotickd rezistence neboli schopnost mikroorganismi, zejména
bakterii, odolavat latkam, které vic¢i nim diive uc¢inkovaly. Lékafi ¢asto nedostate¢né oveétuji,
zda jde o bakteridlni onemocnéni a rovnou nasadi antibiotika. Ro¢né jich ptedepisuji zhruba
70 tun resp. 15 miliont baleni. Rozvoj rezistence ale neni zptsoben pouze naduzivanim
Ci Spatnou diagnozou, je tieba uvazovat nad omezenim uzivani piipravka s antibakterialni
slozkou [50, 51].
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Tabulka 8: Viiv nekterych léciv na necilové organismy

blesivec obecny
(Gramarus pulex)

nebo lokomoce.

Lécivo Necilovy organismus Negativni udinek Citace
medaka japonska
(Oryzias latipes) . .
Zmény chovani — zpomaleni rychlosti pohybu — [52, 53]
3 zraniteln&j$i ve vodnim prostiedi. '
Karbamazepin pstruh duhovy
(Oncorhynchus mykiss)
kapr obecny Negativni a¢inek na aktivitu enzymi transaminaz [54]
(Cyprinus carpio) (v jatrech, zabrach a svalech).
L Umrti supt, ktefi piijimali diklofenak z masa
sup africky ) ) )
. a vnitinosti zvifat — akumulace, néslednd otrava [55]
(Gyps africanus)
asmrt.
Diklofenak slavicka mnohotvarna | SniZzeni funkce travicich Zlaz a poruchy [56]
(Dreissena polymorpha) | mitochondrii.
Doch&zi k porucham ledvin a gastrointestinalniho
fada obratlovci [57]
traktu (GIT).
medaka japonska ) . .y ) .
. . NaruSeni funkce 7laz s vnitini sekreci. U samiéek
(Oryzias latipes) ) .
zvySeni produkce beta estradiolu a u sameckn [58]
snizeni testosteronu.
Ibuprofen sladkovodni perloo¢ky
Az 50% umrtnost embryi nezmara. U dospélych
nezmar $tihly o .
jedinct dochazi k morfologickym zménam, které [59]
(Hydra attenuata) ]
vedou ke snizeni pfijmu potravy.
. o . Léciva objevena v mozku, jatrech a svaloving. Byly
Sertralin jele¢ek velkohlavy ] y
. . zaznamenany zmény chovani ve vztahu k potrave, | [60, 61]
Norsertralin (Pimephales promelas) .
poruchy reprodukce a ristu.
. Naruseni homeostdzy v celém centralnim
Fluoxetin o L ) ) .
vodni zivoc¢ichové a perifernim nervovém systému jak u obratlovcd, [62]
Metoprolol . .
tak i bezobratlych.
hrotnatka velké
(Daphnia magna)
Sulfamethoxazol Vyvolava zmény chovani a ristu. [63]
vodni blecha
(Ceriodaphnia dubia)
sépie obecna
Sepia officinalis
. (Sep ) Ovlivnéni reprodukce, ristu, imunity, metabolismu
Fluoxetin [64]
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6.7 Nepriznivy viiv léciv na rostliny

K zavlazovani rostlin a zeméd¢€lskych pid se velmi Casto pouziva voda precisténa z Cistiren
odpadnich vod, ve které se i po precisténi stale nachazi urcité koncentrace 1éCiv ¢i jejich
metaboliti. LéCiva piedstavuji potencidlné problém pro rostliny, které mohou lé¢iva bud’
piijmout anebo akumulovat v riznych castech rostliny. Vétsina studii se zabyva predevsim
testovanim uéinkd jednotlivych 1é¢iv v koncentracich, které jsou ¢asto vyssi nez koncentrace,
které jsou pfitomny v zivotnim prostiedi. Nov¢jsi studie zaznamenavaji nepfiznivé ucinky
na rust ¢i produkci rostlin jiz pfi niz§ich koncentracich, tedy koncentracich, které 1ze ocekavat
Vv zivotnim prostfedi. Zavisi pfedev§im na koncentraci dané¢ho 1é¢iva ¢i na vlivu kombinace
riznych 1é¢iv nebo metabolitl, které se spolecné v prostiedi vyskytuji [65, 66].

7 Analytické metody stanoveni léCiv ve vodé

V zivotnim prostiedi 1ze v souc¢asné dob¢ kvalitativné i kvantitativn€ urcit zhruba 100 riznych
1é¢iv, aviak napt. u nas v Ceské republice je zatim zaregistrovano minimalné 1200 rozli¢nych
lécivych ptipravkl, coz znamend, ze prozatim sledujeme pouze asi desetinu celkového
mnozstvi 1é¢iv, které zne€ist'uji zivotni prostfedi. Stanoveni téchto latek ve vzorcich odpadni
vody je komplikované, a to ptredevsim kvuli jejich slozité matrici. Problém pifi analyze
predstavuji interakce 1é¢iv s huminovymi kyselinami, nizké koncentrace samotnych cizorodych
latek, které jsou v fadech pg/l a nizsich. Je proto nutno vzorek ptedupravit. Nejéastéji
vyuzivanou metodou pro piedipravu vzorku je metoda SPE (solid phase extraction) neboli
extrakce tuhou fazi. Pro analyzu téchto latek se nejéastéji vyuziva metoda LC-MS/MS neboli
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci, a to diky jeji vysoké selektivité a citlivosti

[19].

7.1 Extrakce

Pred samotnou extrakci je tfeba vzorek nejdiive prefiltrovat a odstranit tak necistoty, které by
mohly nasledn€ ucpat kolonky pfi extrakci a znemozZnit tak dal$i postup zpracovani vzorkd.
Déle z divodu nizkych koncentraci 1é¢iv ve vodé (zalezi na instrumentalnim zafizeni
a na citlivosti pfistroje) je pro dosazeni detekovatelné Grovné vzorky zakoncentrovat vyuzitim
prekoncentra¢nich metod zejména extrakce tuhou fazi (SPE).

7.1.1 Extrakce tuhou fazi

Metoda extrakce tuhou fazi neboli solid phase extraction (SPE) se v soucasné dobé fadi mezi
nejvice vyuzivané extrakéni metody. Principem je zde izolace analyti z komplikovanych
matric, kdy izolace, precisténi a zakoncentrovani analytu je obvykle dosazeno v jednom kroku.
Extrakce tuhou fazi eliminuje problémy extrakce kapalina-kapalina, kde je velka spotieba
organickych rozpoustédel, neni moznost automatizace, dochazi k tvorbé emulzi a je drazsi
a Casoveé naro¢néjsi. Oproti obvyklym metoddm ma tato extrakce hned nékolik vyhod — vyssi
vytéznost, niz§i spotfebu organickych rozpoustédel, ucinnéjsi zakoncentrovani, nedochazi
ke tvorbé emulzi, ptiprava vzorku je snadna a existuje moznost automatizace. Sorbenty, které
se pouzivaji u tohoto typu extrakce jsou ulozeny v kolonkdch nebo mohou mit tvar diskl
(slisovana sklenéna vladkna). Byvaji zalozeny pfedevSim na bazi chemicky modifikovanych
Castic silikagelu. Funk¢ni skupiny potom rozhoduji o vlastnostech daného sorbentu. VyuzZivaji

se sorbenty, které funguji na principu normalnich fazi, reverznich fazi, iontové vyménnych fazi
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a dale sem patti také adsorbenty napf. silikagel, oxid hlinity, kiemicitan hofe¢naty a dalsi.

K samotné separaci poté dochazi prostiednictvim odliSnych interakci mezi sorbentem

a analytem, patii sem zejména nepolarni interakce (van der Waalsovy sily), polarni interakce
(vodikové vazby, dipol-dipol interakce) a iontové interakce typu pfitazlivych sil mezi opa¢né
nabitymi ionty (kation-aniontové interakce). K uzivanym sorbentim patii dale i molekularné
vti§téné tzv. imprintované polymery. Ty jsou pouzivany v ptipadé, kdy se jedna o selektivni
extrakce uréitych sloucenin nebo skupin, které jsou si strukturné¢ podobné. Vyhodou je,
7e poskytuji vysokou selektivitu a nizké detekéni limity [67, 68].

Extrakce na tuhou fazi se sklada z péti hlavnich krok?i:

Vybér vhodného sorbentu.

Kondicionace sorbentu za¢ina nejdiive s vodou misitelnym organickym rozpoustédlem
(methanol, acetonitril) a nasledné naneseni rozpoustédla, které ma podobné vlastnosti
jako vzorek (pii extrakci latek z vodnych vzorku je nejcastéji volena voda, resp. MQ).
Kondicionace zajistuje smoceni sorbentu, tudiz dochazi k dostate¢né interakci s matrici
vzorku.

Aplikace vzorku, kdy je nutné, aby byla zajiSténa dostate¢né dlouha doba kontaktu
vzorku se sorbentem.

Promyti sorbentu piipadnych interferujicich latek, kdy je nutno pouzit takové
rozpoustédlo, aby doslo k odstranéni interferujicich latek, ale aby nedoslo k vyplaveni
sledovaného analytu.

Eluce analytu pouzitim vhodného rozpoustédla v malém objemu, kdy vyssi u€innosti
dosahuje tzv. dvoukrokova eluce.

Mezi promytim a eluci byva ¢asto zatfazeno suSeni ve vakuu, kdy dochdzi k odstranéni
zbytkoveé vihkosti [67].
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Obrézek 9: Priibeh extrakce tuhou fazi (SPE) [69]

37



SPE kolonky se skladaji ze sorbentu, ktery je zalozen na modifikovaném silikagelu nebo na bazi

polymerd, které na sobé maji navazané ruzné funk¢ni skupiny a ty upravuji vlastnosti daného

sorbentu. RozliSujeme tii hlavni retenéni mechanismy — reverzni faze, iontové vyménna faze
a normalni faze [70].

Reverzni faze — Ve srovnani s normalni ¢i iontové vyménnou fazi je SPE s reverzni fazi
povazovana za nejméné selektivni retenéni mechanismus. Pro metodu s reverzni fazi
muze byt obtizné rozliSit mezi molekulami, které si jsou strukturné podobné. Jelikoz
reverzni faze zadrzuje vétSinu molekul s hydrofobnim charakterem, je velmi uZite¢na
pro extrakci analytl, které maji riznorodou strukturu v rdmci stejného vzorku. Pouziva
se tam, kde se uplatiuji nepolarni a hydrofobni interakce. Pouzivané sorbenty pro
reverzni fazi —Cig, Cs, HLB. HLB sorbent (Oasis®) je univerzalni sorbent pro kyselé,
neutralni a bazické slouceniny. Jedna se o hydrofilné-lipofilné vyvazeny, vodou
smacitelny sorbent s reverzni fazi. Je stabilni v rozsahu pH 0-14. Vyhodou je jeho
vysoka kapacita, vysoka vytéznost a opakovatelna retence. Vyrabi se ze specifického
poméru dvou monomert: hydrofilniho N-vinylpyrrolidonu a lipofilniho divinylbenzenu
[70, 71].

Iontové vyménna faze — Tento retencni mechanismus vyuziva elektrostatické
ptitazlivosti nabitych funkénich skupin analytl k opaéné nabitym funkénim skupindm
na sorbentu [70].

Normalni faze — Matrice pouzivané pro normalni faze jsou uhlovodiky, mastné oleje
zfedéné v organickém rozpoustédle (hexan, isooktan, ethylacetat, diethylether). Pouziva
se tam, kde se uplatiiuji interakce vodikovych vazeb, n—=n, dipol-dipdl a indukovany
dipol [70].
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Tabulka 9: Typy pouzitych SPE kolonek a pouzitych rozpoustédel pro vybrana léciva

Lécivo

Typ sorbentu

PouZita rozpoustédla

Citace

Atenolol
Azithromycin
Diklofenak
Fluoxetin
Metoprolol
Naproxen
Propranolol
Sulfamethoxazol
Trimethoprim

Oasis HLB, Waters (60 mg)
Oasis HBL, Waters (200 mg)

Kondicionace: MeOH, voda

Eluce: MeOH

[72]

Diklofenak
Karbamazepin
Ketoprofen
Klarithromycin
Naproxen
Sulfamehtoxazol

Oasis HLB, Waters (225 mg)

Kondicionace: MeOH + zifedéna HCl
(pH 4)

Eluce: MeOH

[73]

Acebutolol
Atenolol
Bisoprolol
Metoprolol

Oasis HLB, Waters (6 ml/500 mg)

Kondicionace: MeOH, MQ

Eluce: MeOH

[74]

Fluoxetin

Paroxetin

Sertralin
Norsertralin

Oasis HLB, Waters (6 ml/500 mg)

Kondicionace: MeOH + voda

Eluce: 70% MeOH v 2% octové

kyseliné

[78]

Citalopram
Diklofenak
Fluoxetin
Ibuprofen
Karbamazepin
Propranolol
Roxithromycin
Sertralin
Sulfamethoxazol

Oasis HLB, Waters (6 ml/500 mg)

Kondicionace: Dichlormethan, MeOH,

MQ

Eluce: MeOH + dichlormethan (50:50)

[76, 77]

Sulfamethazin
Sulfamethoxazol
Sulfathiazol

Oasis HLB, Waters (6 ml/500 mg)

Kondicionace: MeOH, MQ,
0,5 M HCI

Eluce: dichlormethan/aceton (3:2)

[78]
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7.2 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinova chromatografie je jedna z nejvyznamnéjsich analytickych separa¢nich metod, ktera
umoziuje déleni, identifikaci a stanoveni velkého poctu organickych i anorganickych latek.
Zaklady této metody polozil na pocatku 20. stoleti rusky botanik Michail Semjonovic Cvét
[79, 80].

Principem je dé¢leni slozek smési mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Faze pohybliva
(kapalina) je oznaCovéna jako faze mobilni. Naopak faze nepohybliva je oznaCovana jako
stacionarni. Casto je pro stacionarni fizi uZzivano ozna¢eni sorbent. Timto sorbentem je
naplnénd kolona, kterou prochazi jistou rychlosti faze mobilni. Pfi styku téchto dvou fazi
dochazi ke vzajemnym interakcim, které budou rozhodovat o tom, jak bude separacni proces
probihat. V praxi je dnes vyuzivan piedev§im elu¢ni zplsob vyvijeni, kdy je vzorek
nadavkovan na kolonu na zacatku analyzy a jeho slozky jsou silngji sorbovany nez slozky
mobilni faze. Slozky vzorku jsou jednotlivé eluovany v zavislosti na afinit¢ ke stacionarni
a mobilni fazi. Pokud ma slozka vzorku vétsi afinitu ke stacionarni fazi, tak bude v koloné
setrvavat déle a jeji retencni Cas bude delsi. Retencni Cas je charakteristicka veli¢ina vyuzivana
v chromatografii, ktera udava dobu od nastiiku vzorku na kolonu po maximum piku [79, 80].

Kapalinovy chromatograf se obecné skladéa z nékolika ¢asti. Prvni je zdsobnik mobilni faze,
ze zasobniku je mobilni faze pfi izokratické eluci (sloZzeni mobilni faze je po celou dobu analyzy
stejné) vedena pies odplynova¢ do vysokotlakého cerpadla. U gradientové eluce (slozeni
mobilni faze se méni v prib&hu analyzy) jsou navic komponenty mobilni faze ptivadény
ze zasobniku do smésovace, kde jsou smiseny podle nastavenych parametrti v urcitém poméru,
jsou odplynény a déle postupuji do ¢erpadla. Pfi ionizaci pomoci ESI (ionizace kapalnych latek)
jsou do mobilni faze Casto pridavana tékava aditiva napt. kyselina mravenci, kyselina octova,
mraven¢an amonny, octan amonny apod. Tato aditiva mohou mit pfiznivy vliv pfi analyze
na vyslednou intenzitu iontu daného poméru m/z. Z ¢erpadla je mobilni faze vedena do kolony
(nejcastéji nerezova), ktera je obvykle opatfena pfedkolonou, kterd chrani kolonu pted
mechanickymi necistotami ¢i ptipadnymi nezddoucimi interakcemi. Vnitini primér kolon
se pohybuje v rozmezi 1-4,6 mm s délkou okolo 5-25 cm, které jsou naplnény Casticemi
o velikosti 1,7-5 um. Pokud jde o systém s normalnimi fazemi, tak je jako mobilni faze
pouzivano nepolarni organické rozpoustédlo (hexan, heptan, tetrahydrofuran) a stacionarni fazi
je silikagel. Pokud se jedna o systém s reverzni fazi, tak je mobilni fazi polarni rozpoustédlo
(voda + MeOHy/acetonitril) a stacionarni fazi je modifikovany silikagel, nej¢astéji oktadecyl
(C18). Hned za ni je napojen detektor (UV/VIS, hmotnostni, s diodovym polem), ktery je
spojen s pocitacem [79-83].

7.3 Hmotnostni spektrometrie

Zakladnim principem hmotnostni spektrometrie je ionizace molekul, kdy dochazi k nevratnému
odStépeni valen¢nich elektronti. Takto vznikaji tzv. molekulové ionty a jejich dal$im St€penim
vzniklé fragmenty jsou nasledné rozdélovany podle jejich poméru hmotnosti a naboje
tzv. efektivni hmotnosti (m/z), a pti dopadu na detektor je zjisténo jejich mnozstvi. Vystup
takového méteni je hmotnostni spektrum, které je zavislosti Cetnosti jednotlivych iontli na jejich
poméru m/z. Hmotnostni spektrometr je slozen ze tiéi zakladnich casti: z iontového zdroje,
analyzatoru a detektoru [79].
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Hmotnostni spektrometrie je vyuzivana ve strukturni analyze k identifikaci chemickych latek
a dale hlavné ve spojeni s kapalinovou ¢i plynovou chromatografii [79].

7.3.1 lontovy zdroj (ionizace)
Iontovy zdroj slouzi k ptfevodu neutralnich molekul sledované latky na nabité Castice neboli
ionty. Ionizaéni techniky délime na tvrdé a mekké [84].

Tvrda ionizacni technika znamend, ze dochazi k ziskani nadbytku vnitini energie, ¢imz
dochézi k fragmentaci molekulovénho iontu na tzv. fragmentové ionty. Radime sem metodu
elektronové ionizace (EI), kterd je vyuZivana zejména pro ionizaci z plynneho stavu. Tato
technika produkuje pouze kationty, ale jeji vyhoda spoc¢iva v reprodukovatelnosti fragmentace,
diky niz je mozné vytvaiet knihovny spekter. U mekkych ionizac¢nich technik ionizovana
molekula ziskavé daleko mens$i mnozstvi energie, tudiz ve spektrech pozorujeme piedev§im
protonované ¢i deprotonované molekuly a jen malé mnozstvi fragment. Do téchto technik
fadime napiiklad chemickou ionizaci (Cl) pro plynné latky, elektrosprej (ESI) pro kapalné latky
a laserovou desorpci za Gcasti matrice (MALDI) pro pevné latky [84].

Mekké ionizaéni techniky, na rozdil od tvrdych, poskytuji jak kationty, tak i anionty.
Chemicka ionizace je metoda zalozena na interakci elektront a reak¢éniho plynu (methan,
ethan). Dochazi zde ke vzniku velmi reaktivnich spécii, které dale ionizuji molekuly analytu.
Touto metodou vsak nelze vytvaiet knihovny spekter jako je tomu u elektronoveé ionizace [84].

Elektrosprej pfedstavuje nejvyznamnéjsi techniku pro kapalné vzorky. Principem je pievod
iontd z kapalné faze do faze plynné. Elektrosprej se sklada nerezové kapilary, ktera obsahuje
vzorek a tato kapildra stoji proti vstupu do hmotnostniho analyzatoru, na ktery je vkladan
zaporny naboj. Postupnym zvyS$ovanim napéti dojde k redistribuci ndboje v kapaliné, kde jsou
kladn€ nabité ionty kapildrou odpuzovany a jsou tedy soustfed’ovany do stiedu kapilary,
anaopak zaporné nabité ionty jsou pfitahovany ke sténé kapilary. Dochazi zde k tvorbé
tzv. Taylorova kuzelu (kladné ionty jsou odpuzovany od elektrody a pfitahovany k zaporné
elektrod¢). Ze Spicky Taylorova kuZele vylétaji kladné nabité ionty a jsou tzv. sprejovany
z prostiedku kapaliny do prostoru se zvysenou teplotou (cca 350 °C), ¢imz dochazi k pfechodu
kapaliny do plynné faze. Pii postupném odpaiovani rozpoustédla jsou kapénky zmenSovany
a stejn€ nabité ionty se zanou piiblizovat. Jak se pfiblizuji, tak odpudivé sily stale narlsta;ji
az dojde ke Coulombické explozi, kdy se kapi¢ky rozpadnou na jesté mensi kapénky. Dany
proces je opakovan az do uvolnéni jednotlivych ionti, které jsou pfeneseny do analyzatoru.
Pro zlepseni pritoku mobilni faze je u elektrospreje vyuzivan zmlZovaci plyn (nejcastéji dusik)
a muze tak byt dosazeno prutoku az 0,5 ml/min [84].

Metoda MALDI se sklad4 ze tfech hlavnich krokl. Nejdiive dochazi ke smiseni vzorku
S vhodnou matrici a tato smés je aplikovana na kovovou desticku, ktera je ozafena laserem
(po dobu zhruba 3 ns), kde energii dodavaji fotony v ném obsazené. Fotony jsou pfeménény
Caste¢né na tepelnou energii, ¢imz dojde k odpafeni malého mnozZstvi vzorku a matrice a jsou
také castecné absorbovany matrici. Fotony tak matrici excituji a tyto excitované molekuly
prenaseji jeden proton na neutralni molekuly analytu a ionizuji je [84].
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7.3.2 Analyzatory

Hmotnostni analyzatory piedstavuji kli¢ovou ¢ast hmotnostniho spektrometru. Dochazi v ném
k separaci ionti podle poméru m/z (hmotnost/naboj). Analyzatort existuje mnoho, ale vSechny
vyuzivaji statické ¢i dynamické elektrické nebo magnetické pole, poptipadé€ jejich kombinaci.
Analyzatory lze rozd¢€lit na skenovaci, které souvisle v Case separuji a vysilaji smérem
k detektoru ionty o ur€ittm poméru m/z. Mezi skenovaci analyzatory fadime naptiklad
kvadrupolové analyzatory. Dalsi skupinu tvoii analyzatory s transmisi vSech iontll zaroven
do letové trubice, ve které dojde k separaci podle rozdilnych dob letu k detektoru (priletovy
analyzator — TOF). Do tieti skupiny fadime analyzatory, které zachycuji ionty v pasti ¢i cele
(iontova past, orbitrap) [85, 86].

V dnesni dob¢ je nejvice vyuzivan kvadrupo6l, ktery se sklada ze ¢ty molybdenovych ty¢i
(asi 20—-30 cm). Tyce jsou rozd€lené po dvou, kdy vzdy protilehlé ty¢e jsou vodive spojeny a je
na né vkladano stfidavé napéti a ndsledné stejnosmérné napéti (protilehlé elektrody maji stejnou
polaritu). Jakmile se ion dostane mezi tyce, je pfitahovan nejblizsi opacné nabitou ty¢i, ale jak
se k ni pfiblizi, ty¢ zméni polaritu a ion je pfitahovan k dalsi ty¢i opaéné nabité. Tento proces
je opakovan, dokud ion neproleti kvadrup6lem. Pokud se ion pohybuje po stabilni trajektorii,
tak prolétne mezi tyéemi a dopada na detektor, ale pokud se pohybuje po nestabilni trajektorii,
tak je vychylen a nedoputuje do detektoru. Vyhodou kvadrupdlu je relativné nizka potizovaci
cena, rychly zaznam spektra a jednoducha konstrukce. Pro zlepSeni citlivosti, robustnosti
a specifity pfi analyze je v dnesni dob& vyuzivan tzv. trojity kvadrupol (TQ) [85, 86].

7.3.3 Detektory

Posledni soucasti hmotnostniho spektrometru je detektor, ktery slouzi k detekci ionth
rozdélenych podle poméru m/z a k ureni relativni Cetnosti jednotlivych iontti. Nejvice je
vyuzivan elektronasobi¢ s diskrétnim dynodovym systémem ¢i s kontinudlnim systémem
dynod. Signal z elektronasobice je zaznamenavan pocitatem [87].

7.4 Stanoveni rezidui léciv pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

V disledku lidské cinnosti dochéazi ke stalému zvySovani koncentraci neZadoucich latek
Vv zivotnim prostiedi, napiiklad praveé 1é¢iv ve vodach. Vzhledem k nizkym koncentracim 1é¢iv
ve vodnim prostiedi (od 1 ng/l az po 1 mg/1) je nutno pro analyzu pouzit vysoce citlivé metody
jako jsou napi. metody vysokoucinnd ¢i ultrau¢innd kapalinova chromatografie (HPLC/UPLC)
s hmotnostni detekci. Metoda UPLC, stejn¢ jako metoda HPLC, je pouzivana k separaci
riznych slozek nachazejicich se ve smési s tim rozdilem, ze UPLC pracuje pii vySsich tlacich
(15 000 psi) a umoziuje nizsi velikosti ¢astic v kolonach. Délka kolon pouzivanych u UPLC je
obvykle 10 cm s vnitfnim primérem 1-2,1 pm, napInéna ¢asticemi o velikosti mensi nez 2 um.
UPLC zlepsuje citlivost a rozliseni analytu, snizuje spotiebu rozpoustédla a velmi vyrazné
zkracuje dobu analyzy. Tato metoda je pouzivana zejména k identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych slozek v komplikovanych vzorcich jako jsou napt. biologické vzorky, 1éCiva,
potravinové dopliiky a dalsi [88, 89].

Technika LC-MS kombinuje separa¢ni schopnost techniky HPLC pro materialy, které maji
vysokou molekularni hmotnost a schopnost hmotnostniho spektrometru selektivné detekovat
a potvrzovat identitu molekul. Tuto metodu fadime mezi nejcitlivéjsi metody, které jsou
uzivany ke kvantitativni analyze a v souc¢asné dob¢ je dand metoda stale vice pouzivana v praxi
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napf. pfi farmaceutickém vyzkumu, ekologické analyze, analyze potravin a v soudnim Iékatstvi
[88].

Jako stacionarni faze jsou vyuzivany rizné modifikované silikagely s havazanym alkylovym
fetézcem, kde se nejCastéji jednd o oktadecyl. Jako mobilni faze je uZivano smési
acetonitril/'voda nebo methanol/voda s riznym obsahem organické slozky. Kvuli tomu,
ze potiebujeme stanovit nizké koncentrace, nelze v kombinaci s HPLC pouzit nékteré detektory
z divodu nedostate¢né citlivosti. Proto je HPLC vyuzivana s hmotnostni detekci, kterd
predstavuje dostate¢nou citlivost pro stanoveni danych koncentraci [90].

Jak jiz bylo zminéno, hmotnostni detektor je slozen z nékolika hlavnich ¢asti, mezi které patii
iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor iontl a zdroj vakua. lontovy zdroj slouzi
k ptevedeni molekul analytu na nabité ¢astice (dochazi k tzv. ionizaci), konstrukce potom zalezi
na pouzité ionizacni technice. V tomto piipad¢ je nejéastéji vyuzivanou ionizacni technikou
elektrosprej (ESI). Jedna se 0 me¢kkou ionizaéni techniku, ktera probiha za atmosférického tlaku
a tvofi ionty [M+H]*, [M-H]", poptipadé jiné adukty. Jako hmotnostni analyzator je nejcastéji
pouzivan kvadrupol ¢i sféricka iontova past. Detektorem iontt ziskanych z kvadrup6lu nebo
iontové pasti je napi. elektronasobi¢ s kontinuélni dynodou, ktery se sklada z konverzni
dynody, ktera konvertuje ionty na sekundarni a ty dale lavinovym dé&jem emituji dalsi elektrony
a nasledné je méten vznikly proud [90].

Obréazek 10: Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity s hmotnostnim spektrometrem Bruker
EVOQLC-TQ
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Tabulka 10: Podminky pro stanoveni léciv ve vodach pomoci LC-MS/MS

Lécivo Mobilni faze Stacionarni faze lonizace | Citace
Atenolol
Diklofenak A: MeOH
: Zorbax Eclipse XDB-C18 ESI+
Erythromycin B: 0,1% HCOOH + 5 mM 100 x 4.6 P .
X 4,6 mm, 3,5 um
Ibuprofen mravencan amonny ve vod¢ ( Hm)
Karbamazepin
Ketoprofen
Klarithromycin [91]
Metoprolol
Naproxen A: MeOH Zorbax Eclipse XBD-C18 ESI
Roxithromycin B: 0,05% CHsCOOH ve vodé | (150 x 4,6 mm, 3,5 um)
Sulfamethazin
Sulfamethoxazol
Trimethoprim
Ibuprofen A: MeOH Water XBridge®-C18 ES] [92]
CA a OH-ibuprofen B: 0,05 % CHsCOOH ve vods | (190X 4,6 mm, 3,5 um)
Diklofenak
Erythromycin
Y Y A: MeOH
Ibuprofen i Phenomenex C18 Luna
B: 40 mM octan amonny ve ESI+ [93]
Propranolol (250 x 2 mm, 5 um)
vodé
Sulfamethoxazol
Trimethoprim
Sulfamethazin
Sulfamethoxazol A: MeOH Phenomenex Kinetex C18 ESl+ [94]
Sulfadiazin B: destilovana voda (100 x 2,1 mm, 2,6 um)
Acetylované metabolity
Citalopram I
. A: acetonitril )
Fluoxetin Sunfire C18
. B: 2 mM mraven¢an amonny ESI+ [95]
Paroxetin (200 x 2,1 mm, 3,5 um)
] ve vodé
Sertralin
Acebutolol SB-C8
Atenolol o (12,5x 2,1 mm, 5 um)
] A: voda/acetonitril/HCOOH
Bisoprolol . ESI+ [96]
B: acetonitril/HCOOH
Metoprolol Zorbax SB-C8
Propranolol (150 x 2,1 mm, 3,5 pm)
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EXPERIMENTALNI CAST

8 Pristroje a pomucky

Ptistroj pro ptipravu milli-Q vody Millipore QGARD, Academic, Millipore, Némecko
Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity, Agilent Technologies, USA

Kolona LUNA OMEGA C18 — délka 100 mm, vnitini pramér 2,1 mm, velikost ¢astic
1,7 um, opatfena ptedkolonou UHPLC Fully Porous C18, vnitini pramér 2,1 mm,
Phenomenex, USA

Hmotnostni spektrometr BRUKER EVOQLC-TQ, Némecko

Analytické vahy HR-120-EC, A & D Instruments Ltd., Velka Britanie

Ultrazvukova vodni laze Kraintek 5, CR

Generator dusiku a vzduchu Peak Scientific — Genius 3045, Velka Britanie

Piistroj pro suseni pod dusikem Evaterm, LABICOM s. r. 0., CR

SPE extraktor SUPELCO a J. T. Baker, Némecko

Vakuova pumpa KNF LAB LABOPORT, Némecko

SPE kolonky — Oasis HLB 200 mg/6 ml, Waters, USA

Filtry se sklenénymi vlakny NM GF-1, velikost port, primér 55 mm, Macherey-Nagel,
Némecko

Filtry se sklenénymi vlakny GC-50, velikost pord 0,5 pm, primér 55 mm,
ADVANTEC®, Japonsko

Filtry — stfikackové nylonové filtry 0,22 pm, Nylon 66, primér 13 mm,
CHROMSERVIS, CR

Silikonova septa — 9 mm, CHROMSERVIS, CR

Pasteurovy pipety

Bé&zné laboratorni sklo a pomiicky

Pouzivany software pro zpracovani dat:

MS Excel 2019

MS Word 2019

ChemSketch 2019

Bruker Compass HyStar version 5.1.8.1, Bruker Daltonik GmbH 2019

Bruker Daltonics MS Workstation version 8.2.1, Bruker Daltonik GmbH 2017
TASQ version 2.2.14 1533, Bruker Daltonik GmbH 2018

Pouzité chemikalie a standardy
Chemikalie:

Kyselina mravenci o Cistoté > 98 %, Sigma Aldrich

Methanol — LC-MS CHROMASOLV®, Fluka Analytical

Methanol - CHROMASOLV® for HPLC > 99,9 %, Sigma Aldrich

Voda, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS, suitable for UPLC, VWR
Milli-Q voda
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Standardy:

Acebutolol hydrochlorid — Sigma Aldrich, ¢istota 99 %
Atenolol — Sigma Aldrich, Cistota 99,1 %

Azithromycin — Sigma Aldrich, Cistota 95,2 %

Bisoprolol — Sigma Aldrich, Cistota 98 %

Citalopram hydrobromid — Sigma Aldrich, Cistota 99,7 %
Diclofenac — Supelco, Cistota > 98,5 %

Erythromycin — Sigma Aldrich, ¢istota > 95 %

Fluoxetin hydrochlorid — Sigma Aldrich, ¢istota 99,95 %
Ibuprofen — Supelco, ¢istota > 98 %

Karbamazepin — Sigma Aldrich, ¢istota 99,8 %
Karbamazepin-10,11-epoxid — Sigma Aldrich, Cistota 98 %
Ketoprofen — Sigma Aldrich, ¢istota > 98 %
Klarithromycin — Sigma Aldrich, ¢istota 99,5 %
Metoprolol — Sigma Aldrich, ¢istota 99,2 %

Naproxen — Sigma Aldrich, Cistota > 98 %

Norsertralin hydrochlorid — LGC standards, Cistota 99,4 %
Paroxetin hydrochlorid hemihydrat — Sigma Aldrich, ¢istota 97,5 %
Propranolol hydrochlorid — Sigma Aldrich, ¢istota 99,8 %
Roxithromycin — Sigma Aldrich, ¢istota > 90 %

Sertralin hydrochlorid — Sigma Aldrich, Cistota 100 %
Sulfamethazin — Sigma Aldrich, ¢istota 99-101 %
Sulfamethoxazol — Sigma Aldrich, ¢istota 99,5 %
Sulfathiazol — Supelco, ¢istota > 98 %

Trimethoprim — Sigma Aldrich, Cistota 99,1 %

Interni standardy:

Atenolol d7 — Sigma Aldrich

Azithromycin d3 — Toronto Research Chemicals
Fluoxetin d5 (1 mg/ml v MeOH) — Sigma Aldrich
Karbamazepin d10 (100 pg/ml v MeOH) — Sigma Aldrich
Klarithromycin d3 — Toronto Research Chemicals
Propranolol d7 (100 pg/ml v MeOH) — Sigma Aldrich
Sertralin d3 (100 pg/ml v MeOH) — Sigma Aldrich
Sulfamethoxazol d4 (100 pg/ml v MeOH) — Neochema
Trimethoprim d9 — Sigma Aldrich

Dusik — 4.7 Siad Czech spol. s. r. 0.
Argon — 5.0 SIAD Czech spol. s.r.o.
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Sledovana matrice:
Odpadni voda z domovnich C¢istiren odpadnich vod. Vzorky byly odebrany na &tyfech
domovnich ¢istirnach odpadnich vod vzdy na odtoku do plastovych lahvi o objemu 1500 ml.

Tabulka 11: Vzorky z domovnich cistiren odpadnich vod

Cov Datum odbéru Odbér [ml]
18.6. 2021 — prvni odbér
! 24.11. 2021 — druhy odbér 1500
2 19.10. 2021 1500
3 20.10. 2021 1500
4 20.10. 2021 1500

Tabulka 12: Typ distiren, ze kterych byly ziskany vzorky K analyze

Cislo Typ Cistirny Uvedeni do provozu Pouzivano
1 AT 150 s tidici jednotkou 28. 4. 2016 Firmou
2 AT 12 Plus s tidici jednotkou 29. 6. 2018 Firmou
3 | AT 6 + 30 cm s tidici jednotkou 12. 6. 2018 Ctyf¢lennou rodinou
4 AT 30 s fidici jednotkou 1.6.2018 . peéOV[;?eTsi‘(’)i”;luibou

Odpadni voda z kofenové Cistirny odpadnich vod v DraZovicich na Vyskovsku (k 01.01.2022
953 obyvatel). Odebrano bylo vzdy cca 1000 ml odpadni vody do sklenénych lahvi na péti
riznych ¢astech kotenové Cistirny — na pritoku, za usazovaci nadrzi, za horizontalnim filtrem,
za vertikalnim filtrem a na odtoku. VVzorky byly odebrany ve dnech: 31.01.2022, 16.02.2022,
21.03.2022 a 26.04.2022.
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9 Cistirny odpadnich vod

Biologické ¢istirny odpadnich vod jsou zaloZeny na modernich technologiich tzv. Vertical Flow
Labyrinth (VFL) a Upflow Sludge Blanket Filtration (USBF). Jde o pokrokové a cenové
dostupné feseni ¢isténi odpadnich vod z mensich zdrojt znecisténi, jako jsou napiiklad rodinné
domy, hotely a penziony, satelitni obce ¢i mésta. PieciSténd voda z biologickych distiren
odpadnich vod spliiuje se znacnou rezervou limity piipustného stupné znecisténi vody
u jednotlivych ukazatelti dle nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb. Jejich u¢innost se pohybuje mezi
80-98 %. Ptecisténou vodu je tedy mozné vypustit do povrchovych vod [97].

V jedné nadrzi bioreaktor interaguje aktivacni a separacni ¢ast. Principem je biologicko-
aerobni zplsob C¢iSténi, kde dochdzi krozkladu organické hmoty za pomoci smési
mikroorganismt (bakterii) za aerobnich podminek. Pfi Cisticim procesu je amoniakalni
znecisténi odstranéno oxidaci na dusi¢nany (nitrifikace) a nasledné€ je dusi¢nanové znecisténi
odstranéno (denitrifikace). Tyto Cistirny mohou také ¢asteéné¢ odbourdvat fosfor. Aktivace
pracuje s malym zatiZenim kalu a k oddélovéani aktivovaného kalu od vyc€isténé vody je
V separacni ¢asti pouzivan fluidni filtr. Nasledné po odseparovani odtéka vycisténa voda

prepadem a aktivovany kal je recirkulaci vracen zpét do Cisticiho procesu. Vyuzitim dané
technologie v Cisticim procesu je zajisténa vysoka kvalita vycisténé vody a nizké provozni
i investi¢ni naklady [97].

Obréazek 11: Navrh usporddani domovni cistirny [97]

9.1  Domovni COV (1-20 EO)

Domovni ¢istirny jsou vhodné pro ¢isténi splaskové vody z byti, rodinnych domt, rekreaénich
objektl, u kterych neni moZznost napojeni na kanalizaci, kterd vede do centrdlni Cistirny
odpadnich vod. Lze jimi Cistit vodu pochazejici z riznych zdrojti domacnosti, jako jsou pracky,
mycky a toalety, bez pouziti specialnich ptipravka [97].
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9.1.1 AT 6 az AT 20 (Plus)
Tento typ Cistiren slouzi k ¢isténi splaSkovych odpadnich vod z rodinnych domd, skupin domt,
obytnych budov ¢i ze zdroji odpadnich vod, kde je produkovana splaskova odpadni voda.
Cistirny odpadnich vod oznadované Plus predstavuji nejvy$si komfort uZzivani, nejvyssi

cvwr

ucinnost ¢isténi (93-98 %) a dosahuji nejnizsi spotieby elektrické energie [98, 99].

Tabulka 13: Technické parametry cistiren typu AT 6 az AT 20 (Plus) [98, 99]

Priamér N - ver s

Typ Pripojeni a vyska I:/Z;‘J?)Er p i‘i]tyosli(l?/g dIt)i\lI(u Hmotnost gtz);tel:r}]’ Dmychadlo | Napéti

obyvatelé reaktoru [ka] 3 [W] V]

immi [mm] [mm] [m?]

AT 6 2-5 1400x1800 1400 1300/1150 — DN125 105 1,7 50 230
AT 8 6-7 1400x2200 1400 1700/1500 — DN125 125 2,2 60 230
AT 10 8-9 1750x2200 1400 1500/1250 — DN125 195 3,1 60 230
AT 12 9-10 1750x2400 1400 1700/1500 — DN125 225 3,7 80 230
AT 15 11-15 2050x2200 1400 1700/1500 — DN150 330 5,1 100 230
AT 20 16-20 2050x2700 1400 2200/2000 — DN150 440 6,7 120 230

Tabulka 14: Kvalita vody na odtoku [98, 99]

Parametr Primérné dosahované hodnoty [mg/l] Garantované hodnoty [mg/l]
CHSKGcr 35 75
BSKs 10 15
NL 10 20
N-NHg4 2 5
Nc 15 25
Pc 3 7

9.2  Stiedné velké COV (30-250 EO)
Stfedné velké Cistirny odpadnich vod jsou vhodné pro ¢iSténi splaSkovych vod z hoteli
a penziont, bytd, skupin domu a ¢asti obci, u kterych neni mozné napojeni na kanalizaci
vedouci do centralni Cistirny odpadnich vod. Jejich pouziti je vhodné zejména v koncepci
decentralizované kanalizace, kde je realizace kanaliza¢nich sbéraci draha nebo velmi slozita

[97].

9.2.1 Ovalné AT 30 az AT 250

Cistirny odpadnich vod tohoto typu jsou vyhotoveny jako jednonadrzové, ale je moznost zapojit
je 1 ve vice liniich paralelné [100].

Tabulka 15: Technické parametry cistiren typu oval AT 30 az AT 250 [100]

Navrhovany max. pritok | Navrhové zatiZeni Délka, Sifka ,y ur
Typ [mg;den] P [kg BSKs/den] a vy$ka reaktoru VySka pfitoku/odtoku [mm]
AT 30 4,5 1,8 3720x2260x2250 1700/1500
AT 40 6,0 2,4 4660x2260x2250 1700/1500
AT 50 7,5 3,0 4850x2260x2500 2200/1900
AT 75 11,3 4,5 5160x2260x2250 2200/1900
AT 100 15,0 6,0 6410x2260x2500 2200/1900
AT 120 18,0 7,2 7110x2260x2250 2200/1900
AT 150 22,5 9,0 8560x2260x2500 2200/1900
AT 175 26,3 10,5 9760x2260x2250 2200/1900
AT 200 30,0 12,0 10960x2260x2500 2200/1900
AT 225 33,8 13,5 12000x2260x2250 2200/1900
AT 250 37,5 15,0 13460x2260x2500 2200/1900
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Tabulka 16: Dalsi technické parametry Cistiren typu oval AT 30 az AT 250 [100]

Typ Hmotnost [kg] | Uzitny objem [m?] Podet reaktorii Instalovany p¥ikon [KW]
AT 30 750 11,6 1 0,36
AT 40 850 15,0 1 0,45
AT 50 940 19,5 1 0,45
AT 75 1040 19,8 1 0,72
AT 100 1400 25,5 1 0,72
AT 120 1460 28,5 1 0,90
AT 150 1750 35,0 1 1,08
AT 175 2000 40,5 1 1,08
AT 200 2230 45,3 1 1,35
AT 225 2360 49,8 1 1,35
AT 250 2800 60,0 1 1,35

Tabulka 17: Kvalita vody na odtoku [100]

Parametr Primérné dosahované hodnoty [mg/l] Garantované hodnoty [mg/l]
CHSKor 35 70
BSKs 10 15
NL 15 20
N-NH4 2 5
Nc 15 25
Pc 3 7

9.3 Velké komundalni COV (300—-2000 EO)

Velké komundlni Cistirny odpadnich vod jsou vhodné pro centrdlni ¢isténi komundlnich
a splaskovych odpadnich vod z mensich mést ¢i obci do zhruba 2000 EO. Jsou schopny
zvladnout zdroje splaskovych vod v objemech v rozmezi 45 az 300 m® za den. Tyto Cistirny je
mozné po piedCisténi primyslovych odpadnich vod s organickym zneciSténim pouzit
na biologické docistovani napf. u mlékaren, syraren a vinaiskych zavoda [97].
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10 Korenova Cistirna odpadnich vod v Drazovicich
V roce 2000 byla do provozu uvedena kofenova Cistirna v Drazovicich obsahujici tfi kofenova
pole, ktera ¢isti odpadni vodu od vSech 953 obyvatel DraZzovic (adaj z roku 2022). Odpadni
voda protéka kofenovymi poli a za pomoci mikroorganismu a kotent rostlin, které na sebe vazi
rizné necistoty, dochazi k ¢isténi. Po piecisténi odchazi do Drazovického potoka uzitkova voda
[101].

Klasické kotfenové Cistirny jsou zaloZeny na co nejjednodusS$im technickém provedeni
a usporadani. Jde o vyhloubenou jimku, a to zhruba jeden metr hluboké pole, které je tieba
odizolovat od podlozi. Nasledn¢ je jimka vyplnéna $térkem, osdzena mokiadnimi rostlinami,
ptes které protékd odpadni voda (horizontdlni ¢iSténi). Timto zplGsobem byla realizovana
i kofenova Cistirna v Drazovicich, ale problém tvofil amoniakalni dusik, se kterym méa obecné
tento druh Ccistirny problém. V 1ét€ roku 2019 byla proto kofenova Cistirna v DraZovicich
zmodernizovana. Modernizaci proslo konkrétné tieti kofenové pole, které ted’ funguje
na principu vertikdlniho ¢isténi, kde voda prokapava skrze vlhké prostiedi piskového
charakteru. Provoz této Cistirny je levné&jsi, a navic neni tfeba budovat oddélené kanalizace
na dest'ovou a splaskovou vodu [101, 102].

Obrazek 12: Treti korenové pole (vertikalni cisténi)
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11 Filtrace vzorki z ¢istiren odpadnich vod

Vsechny vzorky byly hned po odbérech ptefiltrovany. Na filtraci byly pouzity filtry o priméru
55 mm s velikosti pord 0,7 pm nebo 0,5 pm. Po filtraci byly vzorky uloZzeny do mrazéku,
popiipadé¢ do lednice, pokud byly do tydne zpracovany.

12 Priprava roztoki — interni standardy

12.1 Zasobni roztoky ISTD

Nékteré interni standardy jsem méla k dispozici ve form¢ roztoku od dodavatele (vétSinou
100 pg/ml nebo 1 mg/ml u Fluoxetinu d5). Ostatni ISTD v pevné podobé byly rozpustény
ve vypocteném mnozstvi MeOH. U internich standardd nebylo tolik dualezité ziskat roztoky
0 pfesné koncentraci, proto nebyly pfipravovany vazkové ani nebyla navazka korigovana
na ptipadnou cistotu. V pfipadé Klarithromycin-N-methylu d3, Azithromycinu d3,
Trimethoprimu d9 a Azithromycinu d7 byly pfipraveny roztoky o koncentraci 1 mg/ml
v methanolu. Standardy byly uchovany v mrazaku.

12.2 Smeésny zdasobni roztok ISTD
Z jednotlivych roztokt ISTD o koncentraci 1 mg/ml ¢i 100 pg/ml bylo odebréno 20 pl ¢i 200 pl
a objem byl MeOH doplnén do 2 ml. Roztok 0 koncentraci 10 pg/ml byl ponechén v mrazaku.

12.3 Smésny pracovni roztok ISTD

Smésny zasobni roztok byl dale fedén MeOH na koncentraci 500 ng/ml. Tento roztok slouZzil
k piipravé kalibrace a fortifikaci ISTD do jednotlivych vzorki odpadni vody. Pozdé&ji
se ukazalo, 7ze koncentrace Klarithromycin-N-methylu d3 500 ng/ml je ke spolehlivé
kvantifikaci ptili$§ nizkd, proto bylo mnozstvi tohoto ISTD ve smési pti dalsi ptipraveé navySeno
na koncentraci 750 ng/ml. Roztok byl uchovavan v mrazaku.

13 Piiprava roztoki na kalibraci
Byly pfipraveny roztoky kalibrace podle nasledujicich tabulek. VSechny roztoky byly
pfipravovany pomoci mikrostiikacek Hamilton s vhodné zvolenym objemem.

13.1 Smeésny roztok

Nejprve byl pfipraven smésny roztok 1é¢iv 0 koncentraci 1 mg/ml. Bylo navazeno vzdy 10 mg
daného léciva a tato navazka byla kvantitativné pienesena do odmérné baniky o objemu 10 ml.
Smésny roztok byl doplnén methanolem po rysku. Tento roztok byl dale zfedén na koncentraci
100 pg/ml (ZR = zasobni roztok).

13.2 Smeésny zasobni roztok

Tabulka 18: Priprava smésného zdasobniho roztoku v MeOH

ze smésného roztoku odebrano [ml] 0,5
Vroztoku [MI] 5
Croztoku [g/ml] 100
Croztoku [ng/ml] 100 000
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13.3 Smésny pracovni roztok 1

Tabulka 19: Priprava smésného pracovniho roztoku 1 (PR-1) MeOH

ze ZR odebrano [ml] 0,5
Vroztoku [MI] 5
Croztoku [Hg/ml] 10
Croztoku [NG/MI] 10 000

13.4 Smeésny zdasobni roztok 2

Tabulka 20: Priprava smésného pracovniho roztoku 2 (PR-2) v MeOH

z PR-1 odebréno [ml] 0,5
Vroztoku [ml] 5
Croztoku [Hg/ml] 1
Croztoku [NG/mI] 1000

13.5 Kalibrace

Byla piipravena kalibra¢ni fada o osmi bodech v rozmezi koncentraci 1 az 250 ng/ml. Kazdy
roztok byl pripravovan do odmérné banky o objemu 5 ml a nasledné doplnén MQ po rysku.
Roztoky byly opét odebirany pomoci vhodnych mikrostiikacek Hamilton.

Tabulka 21: Priprava kalibracni rady

c [ng/ml] | Vroztoku [MI] | V[mI] | V [ul] | Odebrano z roztoku

1 1 5 0,005 5

2 5 5 0,025 25

3 10 5 0,050 50 PR-2

4 25 5 0,125 125

5 50 5 0,250 250

6 100 5 0,050 50

7 150 5 0,075 75 PR-1

8 250 5 0,125 125

Po ptipravé kalibra¢ni fady byl z kazdého roztoku odebran 1 ml do chromatografické vialky.
Nasledné bylo do vsech vialek pfidano 20 pul smési ISTD o koncentraci 500 ng/ml. Vialky byly
uzavieny vicky opatfenymi silikonovymi septy. Nasledné byla kalibra¢ni fada analyzovana
na UPLC-ESI-TQ.
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13.6 Kalibracni zavislosti jednotlivych léciv
Pro jednotliva 1éCiva byly sestaveny kalibracni pfimky, které ptedstavuji zavislost plochy pika

na koncentraci. Rozsah kalibrace byl zvolen v rozsahu 1-250 ng/ml.

Tabulka 22: Rovnice regrese kalibracnich zavislosti pro jednotliva léciva (ze dne 1.12.2021) — bez

ISTD
Lécivo Hodnota spolehlivosti
Acebutolol R?=0,9981
Atenolol R?=0,9981
Azithromycin R?=0,9952
Bisoprolol R? = 0,9986
Citalopram R? = 0,9964
Diklofenak R?=0,9972
Erythromycin R? = 0,9969
Fluoxetin R? = 0,9969
Ibuprofen R? =0,9976
Karbamazepin R? = 0,9947
Karbamazepin-10,11-epoxid R?=1,0000
Ketoprofen R? = 0,9944
Klarithromycin R? = 0,9956
Metoprolol R?=0,9974
Naproxen R? =0,9925
Norsertralin R? = 10,9943
Paroxetin R?=0,9912
Propranolol R? = 0,9956
Roxithromycin R? =0,9988
Sertralin R? = 0,9982
Sulfamethazin R? = 0,9985
Sulfamethoxazol R?=0,9973
Sulfathiazol R2=0,9976
Trimethoprim R? = 0,9927

Pro kazdé nové méfeni byla pfipravena nova kalibra¢ni fada. Kalibra¢ni zavislosti pro néktera

vybrana 1é¢iva jsou pfilozeny na konci diplomove préce v ptilohach.
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14 SPE - extrakce tuhou fazi

14.1 Postup

Pted zahajenim SPE byly vzorky prefiltrovany a pomoci odmérného valce bylo odméfeno
200 ml jednotlivych vzorkt do kadinek. Do kazdé kadinky se vzorkem bylo pfidano 20 pl smési
ISTD o koncentraci 500 ng/ml. Pro extrakci byly pouzity kolonky Oasis HLB 200 mg/6 ml.

Optimalizovany postup:

Kondicionace 5 ml MeOH (pritok zhruba 1 ml/min)

Ekvilibrace 5 ml MQ vody (prttok zhruba 1 ml/min)

Nanaseni vzorku 200 ml vzorku (pratok zhruba 5 ml/min)

Promyti 5 ml MQ a nasledné 1 ml 5% MeOH v MQ

Suseni ve vakuu po dobu 30 minut

Eluce 2x 5 ml MeOH

Suseni pod dusikem do uplného odpateni ¢i malého zbytku (kapka)
Rozpusteni v 1 ml 50/50 (MeOH/MQ)

Po rozpusténi byl kazdy vzorek ptefiltrovan pomoci PP stiikacky opatfené nylonovym filtrem
(0,22 pm) do chromatografické vialky. Nasledné byly vzorky analyzovany na UPLC-ESI-TQ.

Obrazek 13: Extrakce tuhou fazi a vzorky po eluci methanolem
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15 UPLC-MS/MS

Jako analyticka metoda pro analyzu rezidui 1é¢iv z odpadnich vod byla pouzita ultrati¢inna
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (UPLC-ESI-TQ). Pro separaci analyti byla
vyuzita kolona Luna Omega polar C18 (100 x 2,1 mm; 1,7 um) + piedkolona.

15.1 Optimalizovand metoda UPLC-ESI-TQ

Pro kvalitativni analyzu byla vytvofena metoda pro stanoveni 1é¢iv v odpadnich vodéach, kde je
obsazeno vSech 24 vybranych analyti. Parametry méfeni pro kapalinovy chromatograf
a hmotnostni spektrometr jsou uvedeny pichledn¢ v tabulkach nize.

Tabulka 23: Optimalizovand metoda UPLC-ESI-TQ — parametry pro UPLC

Parametry UPLC
Nastiik vzorku 5 ul
Priatok mobilni faze 0,4 mL/min
Teplota kolony 40 °C
el A: 0,1% HCOOH ve vodé
Mobilni faze B- MeOH
t [min] B [%]
0,0 5
: oo 50 95
Gradient mobilni faze 82 o5
8,3 5
10,5 5
Stop time [min] 8,3
Post time [min] 1,0

Tabulka 24: Optimalizovania metoda UPLC-ESI-TQ — parametry pro ESI

Parametry ESI
lontovy zdroj Elektrosprej (HESI)
Napéti elektrospreje (+) 3000 V
Napéti elektrospreje (—) 2000 V
Ioniza¢ni méd (polarita) ESI (+) — pozitivni i ESI (-) — negativni
Priitok pomocného plynu 15 a.u.
Teplota pomocného plynu 350 °C
Pritok susiciho plynu 45 a.u.
Teplota susiciho plynu 350 °C
ZmlZovaci plyn 55 a.u.
Aktivni odtah ON
Rezim skenu MRM
Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr
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Tabulka 25: Optimalizovana metoda UPLC-ESI-TQ — parametry MRM piechodii

Vvbrané analvt Retencni lonizace Prekurzorovy | Produktovy Kolizni
y Yoy ¢as [min] ion [m/z] ion [m/z] energie [eV]
116* 15
+
Acebutolol 3,15 ESI 337 319 10
145* 25
+
Atenolol 1,94 ESI 267 190 15
145 25
+
Atenolol d7 1,94 ESI 274 190 15
. 116* 15
+
Bisoprolol 3,70 ESI 326 24 20
116* 15
Metoprolol 3,20 ESI+ 268 77 40
91 30
116* 15
+
Propranolol 3,80 ESI 260 183 15
116 50
+
Propranolol d7 3,80 ESI 267 188 =0
. : 158* 20
+
Azithromycin 3,50 ESI 375,2 o1 10
158 20
Azith in d3 3,50 ESI+ 376,8
zithromycin S04 10
: 158* 25
+
Erythromycin 4,40 ESI 734,5 576 15
. . 158* 25
+
Klarithromycin 4,60 ESI 748,4 590 15
158 25
Klarith [ 4 ESI+ 751,4
arithromycin d3 ,60 S 51, 593 4 15
. : 158* 25
+
Roxithromycin 4,70 ESI 838 679 20
. 109* 20
+
Citalopram 3,80 ESI 325 262 15
: 44* 5
+
Fluoxetin 4,35 ESI 310 148 5
Fluoxetin d5 4,35 ESI+ 315 44 5
: 192* 15
+
Paroxetin 4,20 ESI 330 135 20
159* 20
Norsertralin 4,60 ESI+ 292 123 40
275 5
275* 5
trali 4 ESI+
Sertralin ,55 S 306 159 20
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Tabulka 26: Optimalizovana metoda UPLC-ESI-TQ — parametry MRM piechodii (pokracovani)

) Retencni : Prekurzorovy | Produktovy Kolizni
Vybrané analyty . ] lonizace i . i
¢as [min] ion ion energie [V]
: 159 20
+
Sertralin d3 4,55 ESI 311 275 5
: 250* 5
+
Diklofenak 5,30 ESI 294 214 10
160 15
Ibuprofen 5,30 ESI- 205 158 15
105* 15
+
Ketoprofen 4,85 ESI 255 209 5
185* 5
+
Naproxen 4,90 ESI 231 169 30
. 194* 15
+
Karbamazepin 4,49 ESI 237 192 20
Karbamazepin d10 4,49 ESI+ 237 204 15
Karbamazepin- 180* 40
+
10,11-epoxid 312 ESl 233 236 15
92* 25
Sulfamethazin 2,98 ESI+ 279 186 15
156 15
108* 25
Sulfamethoxazol 3,10 ESI+ 254 92 25
156 10
96 25
+
Sulfamethoxazol d4 3,10 ESI 258 160 15
: 156* 10
+
Sulfathiazol 2,40 ESI 256 108 20
: . 261* 20
+
Trimethoprim 2,60 ESI 291 230 20
: . 264 25
+
Trimethoprim d9 2,60 ESI 300 234 20

Symbolem * jsou oznaceny kvantifikacni hmoty danych analyti.
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Tabulka 27: Prehled internich standardii S prifazenymi analyty

Interni standard \ Analyt
Betablokatory
Acebutolol
Atenolol d7 Atenolol
Bisoprolol
Metoprolol
Propranolol d7 Propranolol
Makrolidova antibiotika

Azithromycin d3

Azithromycin

Klarithromycin d3

Erythromycin

Klarithromycin

Roxithromycin

Antidepresiva

Citalopram
Fluoxetin d5 Fluoxetin
Paroxetin
Sertralin d3 Sertralin

Norsertralin

Antiepileptika

Karbamazepin d10

Karbamazepin
Karbamazepin-10,11-epoxid

Sulfonamidy a trimethoprim

Sulfamethoxazol d4

Sulfamethazin

Sulfamethoxazol

Sulfathiazol

Trimethoprim d9

Trimethoprim

ey w1

ketoprofen a naproxen) nebyly k dispozici zadné interni standardy.
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VYSLEDKY A DISKUZE

16 Optimalizace metody SPE
16.1 Optimalizace postupu SPE

Pro optimalizaci postupu SPE bylo piipraveno pét vzorkli. V odmémém valci bylo pétkrat
odméieno 200 ml MQ vody a objem byl ptelit do kadinek. Nasledné bylo do kazdého vzorku
ptidano 100 pl smési vybranych 24 analytt o koncentraci 200 ng/ml, aby vstupni koncentrace
byla 20 ng/ml a 20 ul smési ISTD o koncentraci 500 ng/ml, aby vstupni koncentrace byla
10 ng/ml. Postup provedeni SPE jednotlivych vzorki je zaznamenan nize.

Tabulka 28: Popis experimentii v ramci optimalizace postupu SPE

Cislo vzorku 1 | 2 | 3 | 4 | s
Kondicionace 5 ml MeOH (pritok zhruba 1 ml/min)
Ekvilibrace 5 ml MQ vody (pratok zhruba 1 ml/min)
Nanaseni vzorku 200 ml vzorku (pratok zhruba 5 ml/min)
1. Promyti 5ml MQ
2. Promyti 1 ml 5% MeOH | 5ml 5% MeOH | 1 ml 5% MeOH
Suseni ve vakuu po dobu 30 minut
3x5ml | 3x3ml
Eluce 2x 5 ml MeOH MeOH | MeOH
SuSeni pod dusikem do uplného odpateni ¢i malého zbytku (kapka)
Rozpusténi v 1 ml 50/50 MQ/MeOH

Po rozpusténi byly vzorky prefiltrovany pomoci PP stiikacek opatfenych nylonovym filtrem
(0,22 um) do chromatografické vialky. Poté byly vzorky analyzovany na UPLC-ESI-TQ.
Vyhodnoceni optimalizované metody bylo provedeno pro danych pét vzorkl. Byla

vypocitdna Ucinnost extrakce a byl zvolen postup s nejvyssi tcinnosti. Vysledky analyzy jsou
uvedeny piehledné viz Tabulka 29.
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Tabulka 29: Vyslednd ucinnost experimentii pro optimalizaci postupu SPE pro jednotliva léciva

ocekavana koncentrace 20 ng/ml pri vyteznosti 100 %
(c g/ml pri vy,

Utinnost [%6]
Vybrana 1éCiva Vzorek 1 ‘ Vzorek 2 ‘ Vzorek 3 | Vzorek4 | Vzorek 5
Betablokatory
Acebutolol 79,70 89,10 81,15 86,50 84,60
Atenolol 93,00 95,25 89,05 91,95 91,90
Bisoprolol 79,90 82,05 72,10 83,55 81,60
Metoprolol 81,60 87,45 79,70 83,80 86,60
Propranolol 57,10 72,15 56,85 54,05 73,50
Makrolidova antibiotika
Azithromycin 53,35 73,50 64,80 57,65 67,30
Erythromycin 43,00 65,10 50,45 50,45 55,50
Klarithromycin 45,20 65,75 51,80 59,45 68,95
Roxithromycin 42,00 53,25 48,95 40,85 42,85
Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva
Diklofenak 59,90 64,75 50,80 52,60 79,20
Ibuprofen ND ND ND ND ND
Ketoprofen 62,20 65,45 57,45 55,85 77,30
Naproxen 114,20 97,50 67,35 54,75 118,15
Antidepresiva
Citalopram 47,70 66,20 56,65 49,35 66,15
Fluoxetin 79,30 81,65 75,40 82,25 146,20
Norsertralin 62,65 56,05 58,15 59,60 56,65
Paroxetin 43,20 60,20 55,10 50,50 56,90
Sertralin 77,45 63,30 63,35 67,55 73,90
Antiepileptika
Karbamazepin 100,40 107,50 98,55 94,15 107,95
Karbamazepin-10,11-epoxid ND ND ND ND ND
Sulfonamidy a trimethoprim
Sulfamethazin 78,00 85,55 76,05 77,10 78,85
Sulfamethoxazol 95,50 107,25 87,65 89,90 94,50
Sulfathiazol 77,95 81,30 78,95 76,00 79,10
Trimethoprim 97,30 96,95 91,10 91,40 94,85

V tabulce vyse jsou zelené oznaceny vzorky, jejichz u¢innost se pohybuje v rozmezi 70-120 %.
Rozmezi u¢innosti bylo zvoleno z dostupne literatury zabyvajici se danou tématikou (napt. pro
pesticidy v odpadni vodé je toto rozmezi dané normou CSN EN 16693) [103-105]. Zluté jsou
potom vyznaceny vzorky s ucinnosti nad 50 %. Jedna se vSak o multireziduélni analyzu, tudiz
ucinnost u nékterych analytt byla niz§i. Neni mozné zcela zajistit, aby funkénost metody byla
100% pro kazdy dany analyt. Byl proto vybran vhodny kompromis v podobé postupu pro
vzorek ¢islo 2, jelikoz dosahoval nejvyssi ucinnosti pro vétsinu analytu.
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17 Optimalizace metody UPLC-ESI-TQ

Pro optimalizaci nové UPLC-ESI-TQ metody byl na kolonu nastfikovan smésny standard
0 koncentraci 250 ng/ml (nejvyssi bod kalibrace). Jako stacionarni faze byla pouzita kolona
LUNA OMEGA C18 opatiena piedkolonou UHPLC Fully Porous C18. Mobilni fazi byla
kombinace 0,1% kyseliny mraven¢i a methanolu, ktera byla zvolena na zakladé dostupnych
Clankd a také na zakladé predeSlé zkuSenosti z bakalaiské prace. Stejné tak jako gradient
mobilni faze (Tabulka 23).

Optimalizace tandemové hmotnostni spektrometrie probihala nejdiive v modu SIM, kde
na zakladé nejvyssi intenzity bylo po proméfeni nékolika rtiznych napéti elektrospreje vybrano
jedno (3000/2000 V) a dalsi parametry byly nasledné voleny pii vybraném napéti. Parametry
poskytujici nejvyssi intenzity jsou zaznaceny vzdy zelené viz Tabulka 30. Pro piiklad je uveden
Obrazek 14, ze kterého je patrné, Ze nejvyssi intenzita pro parametr ,,teplota pomocného plynu‘
je pii 350 °C (v grafu Cerveng).

Tabulka 30: Optimalizované MS/MS parametry

Cislo méfeni 1 2 3 4 5)
Napéti elektrospreje [V] 4500/3500 | 4000/3000 | 3500/2500 | 3000/2000 | 3250/2250
Priitok pomocného plynu 5 10 15 20 30
Teplota pomocného plynu 350 300 250 200
[°C]
Prutok susiciho plynu 35 40 45 50
Teplota suSiciho plynu [°C] 250 300 350 400
ZmlZovaci plyn 60 85 50

Nasledné bylo pracovano v modu MRM, kde byly nastaveny vhodné prekurzory, jejichz
intenzita byla v ramci optimalizované metody nejvyssi. Aby bylo zjisténo, které ionty jsou
kvalitativni a kvantitativni, byl opét nékolikrat prométen nejvyssi bod kalibrace o koncentraci
250 ng/ml pii riznych koliznich energiich (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 a 60 V). Po prom¢teni
byly vybrany nejintenzivnéj$i kvalitativni i kvantitativni ionty a jejich kolizni energie (Vvice viz
Tabulka 25).
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Retenéni ¢as [min]

Obréazek 14: Optimalizace teploty pomocného plynu pro vybrané analyty
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18 Vysledna koncentrace vybranych analyta v odpadnich vodach

Tabulka 31: Koncentrace jednotlivych analytii v odpadni vodé z domovnich COV

Koncentrace [ug/l]

Légivo pfvgi\;(lib_ér CoVv 2 COV 3 COV 4 drig;fogl;ér
(18.6.2021) (19.10.2021) | (20.10.2021) | (20.10.2021) (24.11.2021)
Betablokatory
Acebutolol ND ND ND ND ND
Atenolol ND ND ND 0,070 ND
Bisoprolol 0,075 ND ND 6,284 0,224
Metoprolol 0,610 ND ND 4,600 0,184
Propranolol ND ND ND ND ND
Makrolidova antibiotika
Azithromycin ND 0,835 ND ND 1,091
Erythromycin 0,005 0,005 0,014 0,004 0,005
Klarithromycin ND ND ND <LOD 0,029
Roxithromycin 0,036 0,034 0,027 0,026 0,038
Nesteroidni protizanétliva l1éCiva
Diklofenak 1,036 0,119 ND 0,267 1,330
Ibuprofen 4,256 2,301 1,260 0,864 0,880
Ketoprofen 0,024 < LOQ (0,007) 0,012 0,308 0,229
Naproxen 0,061 0,041 0,040 ND 0,129
Antidepresiva
Citalopram 0,052 0,020 <LOD 0,044 0,082
Fluoxetin <LOD <LOD <LOD ND <LOD
Norsertralin ND ND ND ND ND
Paroxetin ND 0,058 ND 0,214 ND
Sertralin ND ND ND ND ND
Antiepileptika
Karbamazepin ND ND ND ND ND
Karbamazepin-
10,11-epoxid ND ND ND ND ND
Sulfonamidy a trimethoprim
Sulfamethazin | < LOD ND <LOQ 0,026 0,012
(0,007) ’ ’
Sulfamethoxazol 0,012 0,069 0,015 0,014 0,011
Sulfathiazol 0,033 0,102 0,094 0,052 0,050
Trimethoprim <LOD ND ND <LOD ND
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Tabulka 32: Biologické hodnoty znecisteni a zakladni chemické ukazatele charakterizujici odpadni
vodu (Cistirny AT 6, AT 12 Plus, AT 30 a AT 150)

Datum OV Fek. kolif. bakterie E.coli Enterokoky oH kErlﬁletlilt(i:\l;iia

odbéru [KTJ/1 ml] [KTJ/1mlI] | [KTJ1ml] [mS/m]
18.10.2021 1 40 18 24 7,3 84,7
19.10.2021 2 5 5 1 7,2 130
20.10.2021 3 14400 13000 16400 7,6 110
20.10.2021 4 210 140 14 7,4 152

Tabulka 33: Zakladni chemické ukazatele charakterizujici odpadni vodu (cistirny AT 6, AT 12 Plus,
AT 30 a AT 150)

BSKs | CHSKcr | CIF S04 NHs* | NOs | NO2 | N-NH4" | N-NO3s | N-NO>
[mg/l] [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] [mg/l] | [mg/l]

1,22 20,8 108 81,1 0,07 | 611 | 0,43 0,05 13,90 | 0,131

0,86 40,5 203 107 025 | 67,8 | 0,10 0,19 15,30 | 0,030

32,1 301 100 43 926 | <01 | 0,26 71,90 <0,02 | 0,079

1,17 31,9 183 118 14 227 | 1,12 1,09 51,30 | 0,341

Tabulka 34: Zakladni chemické ukazatele charakterizujici odpadni vodu (cistirny AT 6, AT 12 Plus,
AT 30 a AT 150) — pokracovaini

Pc Nc |[TOoCc | Doc | TC | NL
[mg/l] | [mg/l] | [mg/l]| [mg/l] |[mg/l] | [mg/l]
1,54 161 | 141 | 121 | 440 | 100

1,12 18,3 19,9 18,7 66,4 2,5
1,84 83,8 104,0 36,3 183 | 156,0
11,8 59,4 18,1 18,5 52,5 3,0

Tabulka 35: Pripustné miry znecisténi odpadnich vod [107]

CHSKcr [mg/l] | BSKs [mg/l] NL [mg/l] pH Nc [mg/l] | N-NH4" [mg/1]
<1000 <500 <500 6-8,5 <60 <35

Tabulka 36: Pripustné miry znecisténi odpadnich vod — pokracovani [107, 108]

Pc [mg/l] S04* [mg/l] Cl [mg/l] E.coli [KTJ/1 ml] | Enterokoky [KTJ/1 ml]
<10 <300 <400 150 100

V tabulkéach 32-34 jsou uvedeny zakladni biologické a chemické ukazatele zjisténé ve vzorcich
Z domovnich ¢istiren odpadnich vod (vyhodnoceny Vyzkumnym ustavem vodohospodatskym
v Brng¢). V tabulkdch 35 a 36 jsou uvedeny piipustné miry zneciSténi odpadnich vod
vypousténych do vetejné kanalizace (dle natfizeni vlady 401/2015 Sb.). Z naméfenych hodnot
je zfejmé, Ze V ptipadé Cistirny ¢islo 3 byly zaznamenany zvysSené hodnoty nékterych parametrt
zne€isténi nad danou mez, a to z dvodu problému s natokem a také kviili nedostate¢né udrzbé.
Bylo proto tfeba provést reaktivaci. Ta se provadi aplikaci zhruba 50 az 200 litrt aktivniho
mikrobidlniho kalu (dle velikosti a typu &istirny). Po reaktivaci dochazi k rychlému spusténi
biologickych procest. Reaktivace je provadéna zejména pied zahdjenim provozu [106-108].
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Tabulka 37: Koncentrace jednotlivych analytii v odpadni vodé z KCOV — odbér 31.01.2022 (N=1)

Lécivo

Koncentrace [pg/I

Za usazovaci

Za horizontalnim

Za vertikalnim

Pritok nadrzi filtrem filtrem Odtok
Betablokatory
Acebutolol 0,311 0,349 0,164 0,230 0,219
Atenolol 0,133 0,083 <LOD <LOQ (0,013) | 0,014
Bisoprolol 0,049 ND 0,083 0,088 0,093
Metoprolol 0,533 0,323 0,309 0,346 0,383
Propranolol ND ND ND ND ND
Makrolidova antibiotika
Azithromycin ND ND ND ND ND
Erythromycin ND ND ND ND ND
Klarithromycin ND ND 0,157 0,150 0,127
Roxithromycin ND ND <LOD <LOD <LOD
Nesteroidni protizanétliva léCiva
Diklofenak 1,290 0,726 0,479 0,443 0,343
Ibuprofen 4,473 5,090 8,614 8,246 6,308
Ketoprofen 0,061 0,082 0,134 0,139 0,070
Naproxen 0,205 0,185 0,124 0,128 0,140
Antidepresiva
Citalopram ND ND 0,020 0,025 0,023
Fluoxetin ND ND <LOD ND <LOD
Norsertralin ND ND ND ND <LOD
Paroxetin ND ND ND ND ND
Sertralin ND ND <LOD ND ND
Antiepileptika
Karbamazepin 0,222 0,167 0,189 0,199 0,243
Karbamazepin-
10,11-epoxid ND ND ND ND ND
Sulfonamidy a trimethoprim
Sulfamethazin 0,073 0,030 0,032 0,032 0,032
Sulfamethoxazol | 0,925 0,637 0,706 0,784 0,692
Sulfathiazol 0,115 0,047 0,037 0,039 0,043
Trimethoprim 0,214 0,241 0,048 0,049 0,065
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Tabulka 38: Koncentrace jednotlivych analytii v odpadni vodé z KCOV — odbér 16.02.2022 (N=1)

Lécivo

Koncentrace [pg/I

Za usazovaci

Za horizontalnim

Za vertikalnim

Pritok nadrzi filtrem filtrem Odtok
Betablokatory
Acebutolol 0,374 0,728 0,295 0,090 0,119
Atenolol 0,154 0,100 0,016 <LOQ (0,012) | 0,009
Bisoprolol 0,020 0,288 0,163 0,101 0,106
Metoprolol 0,343 0,520 0,427 0,330 0,345
Propranolol ND ND ND ND ND
Makrolidova antibiotika
Azithromycin ND ND <LOD ND ND
Erythromycin ND ND ND ND ND
Klarithromycin ND 0,091 0,089 0,081 0,057
Roxithromycin ND <LOD <LOD <LOD <LOD
Nesteroidni protizanétliva léCiva
Diklofenak 2,703 0,831 0,426 0,485 0,277
Ibuprofen 5,262 5,607 6,189 4,385 4,644
<LOQ
Ketoprofen 0,042 0,148 0,114 0,111 (0,005)
Naproxen 0,238 0,341 0,204 0,146 0,103
Antidepresiva
Citalopram ND ND 0,019 <LOD 0,020
Fluoxetin ND ND ND ND ND
Norsertralin ND ND ND ND ND
Paroxetin ND ND ND ND ND
Sertralin ND ND ND ND ND
Antiepileptika
Karbamazepin 0,395 0,334 0,217 0,235 0,218
Karbamazepin-
10,11-epoxid ND ND ND ND ND
Sulfonamidy a trimethoprim
Sulfamethazin 0,024 0,026 0,046 0,043 0,043
Sulfamethoxazol | 0,504 1,086 1,749 1,448 1,486
Sulfathiazol | 0,040 0,034 0,016 <L0Q (0,010) | SEOR
(0,012)
Trimethoprim 0,200 0,537 0,061 <LOQ (0,015) | 0,024
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Tabulka 39: Koncentrace jednotlivych analytii v odpadni vodé z KCOV — odbér 21.03.2022 (N=2)

Lécivo

Koncentrace [pg/I

Za usazovaci

Za horizontalnim

Za vertikalnim

Pritok nadrzi filtrem filtrem Odtok
Betablokatory
Acebutolol 0,709 0,666 0,620 0,624 0,260
Atenolol 0,164 0,199 0,030 0,033 0,018
Bisoprolol 0,233 ND 0,226 0,234 0,109
Metoprolol 0,516 0,751 0,750 0,823 0,522
Propranolol ND ND ND ND ND
Makrolidova antibiotika
Azithromycin ND ND ND ND ND
Erythromycin ND ND ND 0,005 0,060
Klarithromycin 0,103 ND 0,284 0,332 0,145
Roxithromycin | <LOD ND <LOD <LOD <LOD
Nesteroidni protizanétliva léCiva
Diklofenak 0,160 0,304 0,565 0,656 0,341
Ibuprofen 9,386 7,233 7,383 8,658 6,512
Ketoprofen 0,099 0,182 0,111 0,119 0,024
Naproxen 0,149 0,272 0,219 0,224 0,166
Antidepresiva
Citalopram 0,152 ND 0,046 0,046 0,019
Fluoxetin ND ND ND ND ND
Norsertralin ND ND ND ND ND
Paroxetin ND ND ND ND ND
Sertralin ND ND ND ND ND
Antiepileptika
Karbamazepin 0,284 0,784 0,491 0,617 0,425
Karbamazepin-
10,11-epoxid ND ND ND ND ND
Sulfonamidy a trimethoprim
: <LOQ
Sulfamethazin (0,008) ND <LOQ (0,007) | <LOQ (0,010) | <LOD
Sulfamethoxazol | 0,815 2,229 ND ND 0,438
Sulfathiazol 0,029 0,050 0,021 0,023 0,016
Trimethoprim 0,309 0,872 0,061 0,075 0,034
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Tabulka 40: Koncentrace jednotlivych analytii v odpadni vodé z KCOV — odbér 26.04.2022 (N=1)

Lécivo

Koncentrace [pg/I

Za usazovaci

Za horizontalnim

Za vertikalnim

Pritok nadrzi filtrem filtrem Odtok
Betablokatory
Acebutolol 0,324 0,513 0,377 0,083 0,093
Atenolol 0,233 0,078 <LOD ND ND
Bisoprolol 0,280 0,374 0,175 0,062 0,056
Metoprolol 0,417 0,375 0,492 0,311 0,361
Propranolol ND ND ND ND ND
Makrolidova antibiotika
Azithromycin ND ND ND ND ND
Erythromycin ND ND ND ND ND
Klarithromycin 0,360 0,483 0,439 0,162 0,086
Roxithromycin ND ND ND 0,373 ND
Nesteroidni protizanétliva léCiva
Diklofenak 0,857 0,546 0,425 0,666 0,434
Ibuprofen 12,753 16,769 7,770 1,651 1,632
Ketoprofen 0,054 0,077 0,067 0,053 0,023
Naproxen 0,288 0,371 0,272 0,141 0,157
Antidepresiva
Citalopram ND ND 0,046 0,034 0,034
Fluoxetin ND ND ND ND ND
Norsertralin ND ND ND <LOD <LOD
Paroxetin ND ND ND ND ND
Sertralin ND ND ND ND ND
Antiepileptika
Karbamazepin 0,446 0,387 0,262 0,325 0,313
Karbamazepin-
10,11-epoxid ND ND ND ND ND
Sulfonamidy a trimethoprim
Sulfamethazin 0,103 ND 0,074 0,067 0,054
Sulfamethoxazol | 0,858 ND 0,108 0,101 0,197
Sulfathiazol ND ND ND ND ND
Trimethoprim 0,391 0,387 0,039 <LOD <LOD
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Rovnéz byly stanoveny limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) pro jednotliva 1é¢iva
(viz Tabulka 41). Limit detekce je definovan jako nejniZsi relevantni detekovatelné mnozstvi
analytu danou metodou. Limit kvantifikace je definovan jako nejmens$i mozné mnozstvi
analytu, které Ize danou metodou detekovat a kvantifikovat.

Technickd norma DIN 32645 pro vypocet limiti detekce a kvantifikace:

S
LOD = 6 - blank
b
S
LOQ =9- “Z""

Shiank — Standardni chyba blanku
b — smérnice kalibracni zavislosti
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Tabulka 41: Limity detekce a kvantifikace pro vybrand léciva na UPLC-ESI-TQ

Limit detekce (LOD)

Limit kvantifikace (LOQ)

Vybrané analyty g/ [ng/1]
Betablokatory
Acebutolol 6,5 10,0
Atenolol 9,5 14,0
Bisoprolol 4,0 6,0
Metoprolol 4,5 6,5
Propranolol 6,5 10,0
Makrolidova antibiotika
Azithromycin 29,5 44,0
Erythromycin 1,0 1,0
Klarithromycin 16,5 25,0
Roxithromycin 9,5 14,5
Nesteroidni protizanétliva 1éc¢iva
Diklofenak 10,0 15,0
Ibuprofen 251,0 376
Ketoprofen 5,0 7,5
Naproxen 7,0 10,5
Antidepresiva
Citalopram 9,0 13,5
Fluoxetin 29,5 44,5
Norsertralin 45,5 68,0
Paroxetin 19,0 29,0
Sertralin 41,0 62,0
Antiepileptika
Karbamazepin 8,5 12,5
Karbamazepin-10,11-epoxid ND ND
Sulfonamidy a trimethoprim
Sulfamethazin 7,0 10,5
Sulfamethoxazol 6,5 9,5
Sulfathiazol 8,5 12,5
Trimethoprim 15,0 22,5
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18.1 Rezidua léciv v odpadni vodeé z domovnich cistiren odpadnich vod

Byly odebrany vzorky odpadni vody ze ¢ty domovnich Cistiren vzdy na odtoku a ve vSech byla
detekovana rezidua 1éciv. Je proto vysoce pravdépodobné, ze i malé domovni Cistirny mohou
byt jejich zdrojem. Detekované mnozstvi bude zaviset na uzivatelich a miize odrazet nejen
jejich pocet, ale zejména zdravotni kondici. Prvni ¢istirnou je typ AT 150 s fidici jednotkou,
kterd je vyuzivana firmou. Do ¢&istirny nepfichazi pramyslovy odpad, ale pouze splasky
od zaméstnancu. Odbéry na dané Cistirn¢ byly provedeny 18.06.2021 a 24.11.2021. V obou
odbérech byly detekovany koncentrace vybranych 1éciv. Pouze v pfipadé antiepileptik nebyla
zaznamenana zadna koncentrace, coz je pravdépodobné zpusobeno tim, ze nikdo
ze zaméstnancll neuziva tato 1é¢iva. Nejvyssi koncentrace byla zaznamenana u ibuprofenu
(4,3 ng/l) ¢i diklofenaku (1,0 pg/l). Ostatni 1é¢iva byla zastoupena v pomérné malych
koncentracich pod 0,6 pg/l. Druhou ¢istirnou je typ AT 12 Plus s tidici jednotkou a je vyuZivana
mensi firmou. Do Cistirny opét piichazi pouze splasky zaméstnanct. Odbér byl proveden
19.10.2021. V odbéru byla opét detekovana podobna 1é¢iva jako v prvnim piipad€. Nejvyssi
koncentrace zde byly zaznamenény u ibuprofenu (2,3 pg/l) a azithromycinu (0,84 pg/ml).
Nebyla detekovana zadna 1é¢iva ze skupin betablokatoru ¢i antiepileptik. Firma tedy ziejmé
neméa zaméstnance vyzadujici danou medikaci. Tteti Cistirnou je typ AT 6 + 30 cm s fidici
jednotkou a je vyuzivana ¢tyi¢lennou rodinou. Odbér byl proveden 20.10.2021. V odbéru byla
detekovéana léciva ve velmi nizkych koncentracich az na ibuprofen (1,3 pg/l). Opét nebyla
detekovana 1é¢iva ze skupin betablokatorti a antiepileptik. Posledni, ¢tvrtou Cistirnou, je typ
AT 30 stidici jednotkou, kterd je vyuzivana domovem s pecovatelskou sluzbou. Odbér byl
proveden 20.10.2021. V daném odbéru byly na rozdil od ostatnich detekovany vyssi
koncentrace betablokatori, konkrétné bisoprololu (6,3 ng/l) a metoprololu (4,6 pg/l), které patii
mezi nejpouzivanéjsi betablokatory. Tato léciva slouzi k1écbé vysokého tlaku, arytmie
1é¢iv v rozmezi 0,9-0,3 ng/l. Ostatni 1é¢iva byla pFitomna v nizkych koncentracich nebo nebyla
detekovéna.

18.2 Rezidua léciv v odpadni vodeé z korenové cistirny odpadnich vod
Vzorky z kofenové Cistirny odpadnich vod v Drazovicich byly odebrany ve spolupraci
S Vyzkumnym ustavem vodohospodarskym T. G. Masaryka v Brn€. Vzdy byl odebran litr
odpadni vody na ptitoku, za usazovaci nadrzi, za horizontalnim filtrem, za vertikalnim filtrem
a na odtoku ve dnech 31.01.2022, 16.02.2022, 21.03.2022 a 26.04.2022 pii standardnim
prutoku 2,2 1/s. VSechny vzorky byly odebirany v jednu dobu, a jelikoZ se voda v jednotlivych
¢astech Cistirny razné zdrzuje, neni mozné vyhodnotit, sjakou ucCinnosti jsou IléCiva
odstrafiovana. Hodnoty koncentraci v jednotlivych tabulk&ch neuvadi sestupné koncentrace,
protoze v okamziku odbéru se v kazdé ¢asti Cistirny nachazi jind odpadni voda. Doba zdrzeni
vody v ¢asti mechanického piedcisténi (lapak pisku a Stérbinova nadrz) je cca dvé hodiny,
v umélém moktadu s horizontalnim pritokem cca 1,6 dne, v umélém mokiadu s vertikalnim
prutokem zatim neprob&hlo méfeni realné doby pratoku, ale odhaduje se na cca jeden den,
a Vv posledni ¢asti, v doCistovaci nadrzi, se voda zdrzuje cca tfi dny.

Ve vzorcich odpadni vody nebyla detekovana vSechna vybrand I1éCiva. Napftiklad
propranolol, ktery nebyl detekovan v zadném odbéru v rozmezi od ledna do dubna. Jeho
spotieba v Ceské republice se udava v fadech desitek kusti baleni za mésic, tudiZ $ance na jeho
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detekci ve vzorcich odpadni vody je velmi mala. Stejné tak nebyl v Zadném stupni zaznamenan
karbamazepin-10,11-epoxid. Jedna se o metabolit karbamazepinu, ale jelikoz karbamazepin
patfi mezi 1éCiva, kterd jsou nejcastéji vyluCovana v pivodni formé, nebyl nejspiSe proto
karbamazepin-10,11-epoxid zaznamenam Vv zadném vzorku. Néktera 1éCiva byla piitomna
pouze Vv n¢kterych stupnich. K tomu mohlo dochazet z divodu nizkych koncentraci pod mez
detekce, nedostatecnym uchycenim analytu pii extrakci ¢i chybou zptisobenou béhem prace. Je
také mozné pozorovat nizsi koncentrace na piitoku a vyssi koncentrace 1é¢iva na odtoku. Jedna
se sice o jinou odpadni vodu, ale tento fakt mtize byt zplisoben i pfeménou metabolitu 1éCiva
na jeho primarni formu — dekonjugace, ke které dochazi vlivem ptisobeni bakterii E. coli, které
se Vodpadni vod¢ casto vyskytuji. NejvySsi koncentrace 1é¢iv byly zaznamenany
u nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv — ibuprofen, diklofenak. Jejich spotieba dosahuje
ve spole¢nosti nejvyssich hodnot, protoze patii mezi nejpouzivanéjsi voln¢ prodejna 1éciva,
uzivand proti bolesti, ale také proti horeckam a zanétlivym staviim. Mezi nejznaméjsi obchodni
nazvy ibuprofenu patii Ibalgin, Nurofen, Brufen, a pro diklofenak je to naptiklad Voltaren
a Veral. Nejvyssi naméfend koncentrace ibuprofenu byla zaznamenana za usazovaci nadrzi
v dubnu — 16,8 pg/l. Nejvyssi koncentrace diklofenaku byla zaznamenana na piitoku v Unoru —
2,7 pg/l. Skoro ve vSech vzorcich byly také pfitomny sulfonamidy, které slouzi k 1écbé
bakterialnich infekci, zejména mocovych cest. Jejich nejvyssi koncentrace se pohybovala
v rozmezi 1,4 ng/l az 2 pg/l. Ostatni hodnoty koncentraci 1é¢iv z fad antidepresiv, antiepileptik,
betablokatort ¢i makrolidovych antibiotik byly vétSinou pod 0,7 pg/l.

Pro srovnani uvadim koncentrace 1é¢iv sledovanych na kofenovych ¢istirnadch odpadnich vod
v Ceské republice. V ¢lanku zroku 2018 byly sledovany koncentrace ibuprofenu a jeho
hlavnich metabolitii (hydroxyibuprofen a karboxyibuprofen) od listopadu 2015 do bifezna 2017
ve Ctyfech kofenovych Cistirnach s horizontdlnim podpovrchovym priutokem, které Cisti
komunélni odpadni vody v Ceské republice. Na piitoku byly zaznameniny primérné
koncentrace ibuprofenu 14,6 pg/l, hydroxyibuprofenu 18,3 pg/l a karoboxyibuprofenu
36,4 png/l. Koncentrace studovanych slouc¢enin v odpadni vodé se snizila a uc¢innost odstranéni
byla 44,7 %, 29,3 % a 47,5 % pro ibuprofen, hydroxyibuprofen a karboxyibuprofen [92].
V dal§im c¢lanku byly sledovany koncentrace a ucinnost odstranéni 32 analytl na tfech
kofenovych ¢istiach v CR (Biehov, Citenice a Slavosovice). Nejvyssi koncentrace byly
zaznamenany na pritoku u ibuprofenu — 10 pg/l, déle u diklofenaku, metoprololu a atenololu —
a pro betablokatory 37-99 % [91].

Ptitomnost rezidui vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody byla prokazana. Piesto dosud
nebyl zcela prokazan negativni G¢inek danych koncentraci na lidské zdravi. Koncentrace 1é€iv,
ktereé se do vod dostavaji, jsou zanedbatelné v porovnani s mnozstvim, které lidé uzivaji zcela
dobrovolné, poptipadé na lékaisky ptedpis. Na druhou stranu je tieba vzit v potaz Gcinky
na necilové organismy ¢i vegetaci. Bylo prokazano, Ze v pfipad¢ vodnich organismii dochézi
k morfologickym zménam, ke zménam reprodukce, k metabolickym zménam atd., které mohou
vést az k umrti téchto organismil. Je proto tieba se danou tématikou vice zabyvat a snazit se
najit nové moznosti, které by mohly zmirnit dopad na Zivotni prostiedi a jiz zminované necilové
organismy. Podle dosud zjisténych moznosti se jako velmi nadéjné jevi pravé kotfenové ¢istirny
odpadnich vod.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo vybrat vhodné analyty, optimalizovat metodu pro stanoveni
rezidui 1é¢iv v odpadni vodé pomoci metody LC-MS/MS a nasledné analyzovat realné vzorky
odebrané z ¢istiren odpadnich vod. Teoreticka ¢ast prace se vénuje malym Cistirnam odpadnich
vod vcetné kotenovych Cistiren zhruba do 2000 EO. Je vysvétlen princip funkce téchto Cistiren,
jejich uspotadani a rozde€leni. Déle je pozornost vénovana lé¢iviim v zivotnim prostredi, jejich
odstraniovani a metodam jejich stanoveni v odpadnich vodach. Bylo vybrano celkem 24 1é¢iv
paticich do riznych skupin, mezi které patii zastupci betablokatorti, makrolidovych antibiotik,
nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv, antidepresiv, antiepileptik a sulfonamidd spolecné
s trimethoprimem.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena nejdiive optimalizace extrakéni metody SPE
za pouziti kolonek HLB Oasis (200 mg/6 ml). Pro kvalitativni i kvantitativni zjisténi byla
vyuzita analyticka metoda ultratiéinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (UPLC-
ESI-MS), kterou bylo tieba nejdiive optimalizovat. Po provedeni optimalizaci obou metod byly
nasledné zpracovany vzorky ze ¢tyfech domovnich Cistiren. Odbéry byly provedeny vzdy
na odtoku v obdobi od ¢ervna do listopadu roku 2021 ze ¢tyfech riznych mist. Nejvyssi
koncentrace 1é¢iv byla zaznamendna u betablokatoru bisoprololu a metoprololu na odtoku
z Cistirny 4 a dale u ibuprofenu na odtoku z Cistirny 1. U ostatnich 1é¢iv se koncentrace vétSinou
pohybovala pod 1 pg/ml nebo koncentrace nebyla detekovana. Dalsi sada vzorkli odpadni vody
byla odebrana ve spolupraci s Vyzkumnym tstavem vodohospodaiskym T. G. Masaryka
v Brné. Vzorky pochdzely z kotenové Cistirny v DraZzovicich na Vyskovsku. Zde byly vzorky
odebrany na péti riaznych ¢astech kotenové Cistirny — na piitoku, za usazovaci nadrzi, za
horizontalnim filtrem, za vertikalnim filtrem a na odtoku. Vzorky byly odebrany v lednu,
anoru, bieznu a dubnu 2022. Po proméfeni vzorku byly nejvétsi koncentrace na vSech stupnich
zaznamenany u ibuprofenu. Koncentrace ostatnich 1é¢iv byla vétSinou pod 1 pg/ml ¢i nebyla
detekovéana. Diivodem nejvysSich koncentraci ibuprofenu ve vzorcich je predevsim jeho znacna
spotieba. Ibuprofen je slozkou mnoha riznych volné prodejnych 1é¢iv s obchodnimi nazvy
Ibalgin, Nurofen, Ibumax, Brufen atd., které jsou pouzivany pti bolestech nejriznéjsiho
pivodu, horecce a zanétlivych stavech.

Z vysledku je patrné, ze uréité koncentrace 1é¢iv do vod putuji, ale ve srovnani s tim, jake
mnozstvi 1éCiv lidé dobrovolné ¢i na lékaisky predpis uzivaji, jsou tyto koncentrace
zanedbatelné a nebyl u nich dosud prokazan neptiznivy vliv na lidské zdravi. Na druhou stranu
byl jiz prokazan Skodlivy vliv rezidui 1é¢iv na vodni Zivocichy i rostliny, rezidua 1éCiv se totiz
koncentruji naptiklad v fi¢nich sedimentech. U vodnich Zivo€ichii byly zaznamenany zmény
chovani, morfologické zmény a také poruchy reprodukce. Stejné¢ jako vodni Zivo€ichové je
i ¢lovek soucasti pfirody a tyto nepiiznivé zmény by nem¢l ignorovat.

Cisténi odpadnich vod je &asto diskutované a stale aktualni téma nejen z diivodii kladeni
vys§ich pozadavki na kvalitu Zivotniho prostfedi, ale zejména kviili celosvétoveé nartstajicimu
podtu lidi, kte¥i nemaji piistup k nejen pitné vodé. Setrny zptisob vyuzivani vody, ochrana jejich
zdrojii a neznec€iStovani jsou tedy nejen problémem, kterym je tfeba se neustdle a dikladné
zabyvat, ale i jednim z hlavnich ukolt dne$ni spole¢nosti. Pokud se dokazeme zaméfit i na malé
zdroje znecisténi, piijmeme za své odpovédné chovani a Setrné zachazeni, zlistane voda stale
tim, ¢im byla vzdycky — zdrojem zivota.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATC skupiny — Anatomicko-terapeuticko-chemicke skupiny

a.u. — arbitrary unit (arbitrarni jednotka)

BSKs — biologicka spotieba kysliku za 5 dni

Cl — chemical ionization (chemicka ionizace)

CIA — critically important antimicrobials (kriticky vyznamné antimikrobialni latky)
COV - ¢&istirna odpadnich vod

DDD — doporucena denni davka

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DOC — dissolved organic carbon (rozpustény organicky uhlik)

DN — diameter nominal (jmenovity vnitini praimé&r potrubi = jmenovita svétlost)

El — electron ionization (elektronové ionizace)

EO — ekvivalentni obyvatel

ESI — electrospray ionization (elektrosprejova ionizace/elektrosprej)

GIT — gastrointestinalni trakt

HLB — Hydrophilic-Lipophilic-Balance (hydrofilné-lipofiln¢ vyvazeny)

HPLC — high-performance liquid chromatography (vysokoté¢inna kapalinova chromatografie)
CHSKGcr — chemicka spotieba kysliku dichromanem draselnym

ISTD — interni standard

JRC — Joint research centre (Spole¢né vyzkumné stiedisko)

KCOV — kofenova ¢istirna odpadnich vod

LC-MS - liquid chromatography-mass detection (kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci)

LC-MS/MS — liquid chromatography with tandem mass spectrometry (kapalinova
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci)

LOD - Limit of detection (limit detekce)

LOQ — Limit of quantification (limit kvantifikace)

MALDI — matrix assisted laser deserption ionization (laserova desorpce za i¢asti matrice)
MRM — multiple reaction monitoring (monitorovani vicenasobnych reakci)

MQ — MilliQ voda

N — pocet opakovani

Nc — celkovy dusik

ND — nedetekovano

NL — nerozpusténé latky

NSAID — non-steroidal anti-inflammatory drugs (nesteroidni protizanétliva 1é¢iva)
OV - odpadni voda

Pc — celkovy fosfor

PE — polyethylen

PVC — polyvinylchlorid

SIM - single ion monitoring (monitorovani vybraného iontu)

SPE — solid phase extraction (extrakce na tuhou fazi)
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SSRI - selective serotonin reuptake inhibitors (selektivni inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu)

TC — total carbon (celkovy dusik)

TOC — Total organic carbon (celkovy organicky uhlik)

TOF — time of flight (analyzéator doby letu)

TQ — triple quadrupole (trojity kvadrupdl)

UPLC — ultra performance liquid chromatography (ultrati¢inna kapalinova chromatografie)
WHO — World Health Organization
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Obrazek 15: Kalibracni primka betablokatory — metoprolol (kalibrace z 29.11.2021)
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Obrazek 16: Kalibracni primka makrolidova antibiotika — Klarithromycin (kalibrace z 29.11.2021)
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Obrazek 17: Kalibracni primka NSAID — ketoprofen (kalibrace z 29.11.2021)
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Obréazek 18: Kalibracni primka antidepresiva — citalopram (kalibrace z 29.11.2021)
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Obréazek 19: Kalibracni primka antiepileptika — karbamazepin (kalibrace z 29.11.2021)
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Obrazek 20: Kalibracni primka sulfonamidy — sulfamethoxazol (kalibrace z 29.11. 2021)
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