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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace je zaméfena na vyuziti spektrofotometrie pii stanovovani re-
zidui 1é¢iv v odpadnich vodach. Cilem prace bylo stanovit metodické postupy pro stanoveni
vybranych 1éCiv, tj. tetracyklinu a diklofenaku na bazi UV/VIS spektrofotometrie, a to zejmé-
na ve viditelné oblasti spektra. Ovéfeni metody bylo nezbytné pro jeji doporuceni pro kont-
rolni laboratofe Cistiren odpadnich vod a farmaceutického prumyslu. Zkoumanou matrici byly
odpadni vody z Cistirny odpadnich vod v aredlu Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno
a z velkokapacitni komunalni Cistirny odpadnich vod v Brn€, Modficich. Pro izolaci analyt
byly pouzity tfi postupy extrakce: sonikace, extrakce na tuhou fazi a extrakce kapalina-
kapalina. Spektrofotometrické stanoveni tetracyklinti bylo provadéno pfimo po zakoncentro-
vani v UV oblasti spektra. Pti stanovovani diklofenaku bylo vyuzito reakce s methylenovou
modri, za tvorby komplexu, a nasledné detekce ve viditelné oblasti spektra.

ABSTRACT

Submitted diploma thesis is focused on the application of spectrophotometry for the deter-
mination of pharmaceuticals residues in waste waters. The aim of this thesis was the formu-
lation of the methodical procedures for the determination of selected pharmaceuticals, i. e.
tetracycline and diclofenac based on UV/VIS spectrophotometry, especially in visible areas of
spectra. Verification of the method was necessary for the recommendation to control laborato-
ries in waste-water treatment plants (WWTP) and pharmaceutical industry. The matrix sur-
veyed was waste-water from WWTP in the area of University of Veterinary and Pharmaceuti-
cal Sciences Brno and from the municipal WWTP in Brno-Modrice. Three methods were
used for the isolation of analytes: sonication, solid phase extraction and liquid-liquid extracti-
on. Spectrophotometric determination of tetracyclines was realised directly after preconcent-
ration using UV area of spectra. For the determination of diclofenac its reaction with methy-
lene blue was used, followed by VIS-spectrophotometric determination of the resulting com-
plex.
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1 UVOD

V poslednich letech doslo k vyznamnému vzestupu spotteby léCiv, a to jak v humanni, tak
i veterinarni medicing. Je to zpusobeno také tim, Ze znacny pocCet 1€kt Ize nakoupit volné, bez
lékatrského predpisu, coz ma za nasledek jejich neuvazené pouzivani. Nejvétsim problémem
se vSak posléze stava odbouravani téchto latek ve slozkach zivotniho prostfedi. Do zivotniho
prostfedi vstupuji ne€kolika moznymi cestami, jak pfi likvidaci proslych nebo nepouzitych
1€k, tak i pfi jejich aplikaci a nasledném vylucovani z organismu. Druhy pfipad je zavaznéjsi,
protoze takto se dostava velké mnozstvi 1é¢iv do &istiren odpadnich vod (COV), kde piisobi
znacné problémy pfi biologickém procesu odbouravani skodlivin. V ptipadé, ze jsou tyto far-
maceutické vyrobky biologicky aktivni, maji velmi neblahy vliv na vodni i suchozemské eko-
systémy a zaroven se u nich uplatiiuje bioakumulace, coz ma za nasledek ovlivnéni nebo az
poskozeni celého potravniho fetézce. V souvislosti s témito problémy je nutna kontrola obsa-
hu zminénych latek v odpadnich vodach. Soucasné je nezbytné vyvijet nové metodické postu-
py pro jejich stanoveni, a to jak pro kontrolni laboratote, tak i pro laboratofe vyssiho typu.
Spektrofotometrie v UV/VIS oblasti spektra, je pomérné rychla a jednoducha metoda, ktera se
vSak vyznacuje vys§Sim detekCnim limitem nez kapalinovéa chromatografie. Proto je nutné jes-
té pred vlastni detekci zapojit do analytického postupu nékterou z dalSich technik umoziuji-
cich zakoncentrovani analytu; vhodnym postupem je extrakce na tuhou fazi, pii které dochazi
nejenom k zakoncentrovani zkoumaného analytu, ale zaroven k CasteCnému precisténi
a odstranéni nékterych nezadoucich a interferujicich balastnich latek.



2 CiL PRACE

Problematika ptitomnosti biologicky aktivnich latek v odpadnich vodach se stala velmi za-
vaznou, protoze miize vést az k vyblokovani biologického stupné &isténi t&chto vod na COV.
K biologicky aktivnim latkam patfi pfedev§im rezidua 1é¢iv. Protoze v€asné odhaleni konta-
minace umoziuje odstranéni pfiiny znecisténi odpadnich vod, je prvoradym ukolem zajistit
jak vhodné metodické postupy pro provozni laboratofe upraven vody a COV, tak rozhod&i
metody pro stanoveni stopovych mnozstvi téchto kontaminanti. Toto téma bylo také predmé-
tem predlozené diplomové prace.

— Zpracovani literarni reSerSe zahrnujici oblast environmentéalni chemie i analytickou
problematiku stanoveni 1éCiv

— Na zakladé zpracované reSerSe provést vybér vhodnych preanalytickych
a spektrofotometrickych postupti v UV/VIS oblasti

— Optimalni postupy pouzit pro stanoveni vybranych 1é¢iv v redlnych vzorcich odpad-
nich vod

— Zhodnoceni ziskanych vysledka



3 TEORETICKA CAST - LECIVA
3.1 Zakladni pojmy

Lécivo tvori 1é¢iva latka, smés 1éCivych latek nebo 1éCivy pripravek.(1) Podrobna definice je
uvedena v zakonu ¢. 378/2007 Sb., o 1éCivech a o zménach nékterych souvisejicich zakonua
(zékon o lécCivech).

Lécivymi latkami se rozuméji latky piirodniho nebo syntetického ptivodu s farmakologickym
nebo imunologickym uCinkem nebo latky ovliviiujici metabolismus. Tyto latky slouzi
k prevenci, 1éCeni a zmirnéni chorob, k diagnostice a k ovliviiovani fyziologickych funkci.(2)

Lécivym pripravkem se rozumi latka nebo kombinace latek prezentovana s tim, Ze pusobi
1éCivé nebo ma preventivni vlastnosti v pfipadé onemocnéni lidi nebo zvirat.(3) Humanni 1é-
Civé pripravky jsou urCeny k podani lidem, veterinarni 1é¢ivé ptipravky k podani zviratim.

Pomocné latky 1éCiv jsou slozky 1éCivych pripravka bez vlastniho 1é¢ebného ucinku. Umoz-
fiuji a usnadnuji vSak vyrobu, pfipravu, uchovavani a aplikaci 1éCivych piipravka, ptipadné
mohou pfiznivé ovliviiovat farmakokinetické vlastnosti, tj. biologickou dostupnost pfitom-
nych 1écivych latek.(2)

Lékova forma predstavuje zptsob upravy 1éCiva do formy vhodné pro 1é¢ebné pouziti. Lékova
forma musi byt pfizpisobena pozadované cesté piivodu léCiva do organismu a musi respekto-
vat jeho fyzikalné-chemické vlastnosti. Podle zpiisobu podani se lékové formy déli na ente-
ralni (podavané prostiednictvim travici trubice) a parenteralni (podavané mimo travici trubi-
ci). Nejobvyklejsi enteralni cesta podani je usty (per os). Takto se podavaji napt. tablety, dra-
7¢ (potahované tablety), prasky v kapslich, roztoky, suspenze a emulze. Kone¢nikem (per
rectum) se podavaji Cipky. Parenteralni lékové formy jsou injekce, infuze, inhalované plyny
nebo aerosoly a zevné podavané zasypy, masti, pasty, krémy, pény, naplasti aj. Vazbou léCiva
na vhodnou matrici, napi. na nékteré polymery, lze docilit jeho postupného uvoliiovani
v pribéhu delsiho casového intervalu, tzv. protrahovaného ucinku léciva.(2)

Mame-li tedy 1éCivy piipravek o urcité Iékové formé, je piipraven ke svému zamySlenému
pouziti — podani pacientovi. Pokud je podan spravnym zptisobem, jak bylo zamysleno vyrob-
cem, stava se v tomto okamziku lékem.(1)

Proléciva (profarmaka, prodrugs) jsou neucinné prekurzory, ze kterych vznikaji t¢inné latky
teprve metabolickymi pochody v organismu. Hlavnim divodem pfipravy proléciv je modifi-
kace nevhodnych vlastnosti nékterych 1éCiv, kterymi mohou byt napf. jejich pfili§ mala nebo
naopak velka rozpustnost a z ni vyplyvajici omezena dostupnost pro cilové tkané, nespecific-
ky ucinek, mala stabilita, drazdivost, nepiijemna chut’ ¢i zapach apod.(2)

3.2 Nazvoslovi

Kazdé syntetické 1éCivo je chemicka sloucenina, kterou mizeme pojmenovat systematickym
nazvoslovim podle IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry — Mezina-
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rodni unie pro Cistou a uzitou chemii). Tyto nazvy se vSak v praxi nepouzivaji, nebot’ byvaji
prilis dlouhé a malo prehledné. Proto ma kazdé 1éCivo tzv. genericky nazev ¢i INN (Internati-
onal Non-Proprietory Name), ktery nejcastéji vznika zkracenim nazvu systematického. Gene-
ricky nazev je evidovan Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO — World Health Organi-
zation) a pod timto nazvem lze Udaje o pfislusném 1écCivu vyhledat nejen ve farmaceutické
literatufe, napt. v Iékopisech, nybrz i v literatufe chemické, jako jsou napf. Chemical Abs-
tracts. Riizné farmaceutické spoleCnosti vyrabgji totéz 1écivo pod riznymi obchodnimi nazvy
(trade names); tyto nazvy predstavuji obchodni znacku, ktera byva predmétem chranéni. Jako
priklad Ize uvést analgetikum a protizanétlivou latku ibuprofen (Obrazek 1). Jeji systematicky
nazev je kyselina (£) 2-(4-isobutylfenyl)propanova a na trhu se prodava pod nejriznéjsimi
obchodnimi nazvy: AKTREN, BRUFEN, DOLGIT, EXNEUTRAL, IBUMERCK, MOTRIN,
NUROFEN a mnohé dalsi.(2)

CHj

HO

Obrazek 1: Vzorec ibuprofenu
3.3 Historie

V prabéhu historie prodélal zptsob ziskavani 1é¢iv pozoruhodny vyvoj. Na jeho pocatku byla
léciva pripravovana vyhradné z pfirodnich zdroji a vznikala na zakladé zkusenosti lidového
1écitelstvi. Na jeho konci jsou prumysloveé vyrabéna chemoterapeutika definovaného slozeni
auCinku. Moderni chemoterapeutika jsou vysledkem racionalniho vybéru provadéného
vramci cileného farmaceutického vyzkumu a predstavuji vétSinu z1é¢iv  uzivanych
v soucasné dob¢.(2)

V tzv. etapé prirodnich 1é¢iv bylo empiricky, metodou pokus-omyl, nashroméazdéno obrovské
mnozstvi poznatkil o ucincich riznych pfirodnich latek na lidsky organismus. Jednalo se pfi-
tom nejen o ucinky 1é¢ivé. Bylo objeveno i psychotropni piisobeni riznych materialti: omam-
né ucinky opia, psychostimulacni acinky listd koky aj. Byly ziskany a vyuzivany také po-
znatky toxikologické, napf. znalost tzv. Sipovych jedu — kurare. Tato etapa, charakterizovana
vyhradnim pouzivanim pfirodnich materialti k pfiprave 1€k, trvala v Evropé zhruba do 16.
stoleti. LéCiva pochazejici z této etapy se Casto oznacuji jako lé¢iva prvni generace.(2)

Prvni cilena 1écba chemickymi prostiedky byla Paracelsem propagovana (a snad i vyvinuta)
,,Seda mast™ na syfilitické viedy. Jejim zékladem byla suspenze rtuti v sadle. Dnes vime, ze
pusobila predevs§im celkove, kdy se rtut’ pies rany Castecné vstiebala a baktericidné pasobila
na spirochety. Prestoze nestacila na jejich kompletni znieni, postacovala k pfevedeni infekce
na mirnéji probihajici formu.(4)
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Pokrok, ke kterému doslo v oblasti experimentalni chemie na prelomu 18. a 19. stoleti, umoz-
nil izolaci fady organickych latek obsazenych v pfirodnim materialu. Jednou z nejvétSich
osobnosti uvedeného obdobi byl Scheele, ktery ziskal v Cistém stavu napft. glycerol, kyselinu
benzoovou, jableCnou, vinnou a mocovou. Velkym pfinosem pro rozvoj farmaceutické che-
mie byla izolace alkaloidu morfinu z opia, kterou proved] roku 1803 Sertiirner.

Bouilivy rozvoj chemie v pribéhu 19. stoleti dal vzniknout specializovanému farmaceutické-
mu prumyslu. Primyslové se zacalo izolovat antimalarikum a antipyretikum chinin (Obrazek
2) z kury chininovniku. Objevila se prvni organicka 1éCiva, pro jejichz struktury neexistuje
v pfirodé¢ obdoba: inhalacni anestetika diethylether a chloroform, sedativum a hypnotikum
chloralhydrat (Obrazek 3), antipyretikum a analgetikum acetanilid — antifebrin a mnohé dalsi.
Léciva z toho obdobi se oznacuji jako léciva druhé generace.(2)

Obrazek 2: Vzorec chininu

C_HOH /DH ¢
- CH3CHO —= H3C —CH —
N
0C,H,

“h
CH3CH,0H

semiacetal

setrdacetal chloralu chloral chiloralhydrat

Obrazek 3: Postup pri vyrobé chloralhydrdtu (5)

Snaha o zjednoduseni struktury 1éCiv a jejich obmény vedla v fadé pripadu k rozpoznani tzv.
nepostradatelného ¢i esencialniho strukturniho fragmentu molekuly, ktery urcuje biologickou
12



aktivitu latek. Latky, které vznikly cilenou obménou struktury sloucenin piirodniho ¢i synte-
tického pivodu o znamém biologickém tcinku, se povazuji za 1éCiva tieti generace.(2)

Rozvoj biochemie ve 20. stoleti vyznamné ovlivnil 1 vyvoj 1éCiv. Biochemie umoznila vysvét-
lit podstatu transportu, distribuce, metabolismu a vylu¢ovani 1éCiv z organismu. V tfadé pripa-
di se podarilo odhalit téz strukturu receptoru, tj. specializovanych vazebnych mist v burice,
ktera po interakci s latkami komplementarnich chemickych struktur navozuji charakteristic-
kou odpovéd’ organismu. Vznikl novy védni obor zvany farmakologie, ktery se zabyva vza-
jemnymi interakcemi 1é¢iva a organismu.(2)

Ve 2. polovin€ 20. stoleti se zacal rozvijet obor v literatufe ¢asto oznaCovany jako QSAR
(Quantitative structure-activity relationship). Znalost vztahti mezi strukturou chemickych la-
tek ajejich biologickou aktivitou by teoreticky umoziovala predikovat biologickou aktivitu
i utéch latek, které dosud nebyly syntetizovany, a tak racionalizovat proces vyhledavani no-
vych 1éCiv, pesticid, herbicidi apod. Farmaka, jejichz struktura byla navrzena s vyuzitim
korelacnich vztahti mezi strukturou a biologickou aktivitou slouenin, se oznacuji jako 1éCiva
ctvrté generace.(2)

Na rozdil od té ¢asti farmaceutického vyzkumu, ktera se zabyva vyhledavanim novych biolo-
gicky aktivnich latek, doznala oblast hodnoceni a testovani novych 1é¢iv nejpodstatnéjsich
zmén teprve v poslednich desetiletich. Tragické ptipady poskozeni pacientii vyvolané nepo-
znanymi vedlejsimi ucinky 1éki, vedly ke znacnému zpfisnéni testovani novych potencialnich
1é¢iv a jejich schvalovaciho fizeni. Asi nejznaméjSim pifipadem 1éCiva s nezadoucimi vedlej-
$imi ucinky bylo hypnotikum thalidomid, uvedené na trh jako racemat v prvni poloving 50. let
20. stoleti. Jeden ze stereoizomerd uvedené latky ma teratogenni ucinky.(2) V nasledujici ta-
bulce jsou uvedeny nékteré dalsi priklady stereoizomert a jejich vlastnosti.
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Tabulka 1: Vliv struktury chiralnich slou€enin na biologickou aktivitu (6)

0O o H
/
N
i . R- ne-teratogenni
Thalidomid N * o ) Vg .
S- extrémné teratogenni

o)

|

x R.R- zptisobuje osl
- ti
Eth | HsC ,R- zpusobuje os epnu
thambuto S, S- tuberkulostatikum
OH 2
HN__

COOH
) R- sladky
Asparagin o
parag S- hotky
CONH,
CH,
PPN |
O/Y\T CHs | R- kontraceptivum
Propranolol OH H S- antihypertenzivum, anti-
arytmikum
OH
* N _~° | RR- antibiotikum

Chloramfenikol * . .

S, S- inaktivni
O,N HO cl cl
HaC
pouziva se racemat, avSak
CHs CH, : ,
Ibuprofen N pouze (S)-enantiomer ma
protizanétlivy ucinek
HO o

3.4 Mechanismy transportu léCiv v organismu

Membranovy transport je souborné oznaceni d&jii, pii némz latky rizného typu prekonavaji
bariéru biologické membrany. Z hlediska mechanismu pienosu ¢astic rozliSujeme transport
volnou difuzi, doCasnymi nebo trvalymi pory, usnadnénou difuzi pomoci nizkomolekularnich
nebo vysokomolekularnich pfenasecii, mechanismem endocytdzy nebo exocytdzy. Z hlediska
energetického rozeznavame transport pasivni a aktivni.(7) (Obrazek 5)
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3.4.1 Biomembrany

Membrany jsou tvoreny dvojvrstvou fosfolipida poutanych k sobé hydrofobnimi interakcemi.
Polarni, hydrofilni skupiny (tzv. ,hlavy*) molekul fosfolipidi sméfuji vné membrany, hydro-
fobni alkylové fetézce jsou orientovany do nitra dvojvrstvy (Obrazek 4). V této dvojvrstveé
jsou svymi hydrofobnimi ¢astmi rovnéz ,,zakotveny® rtizné proteiny, které ucinkuji jako en-
zymy, iontové kandly ¢i pumpy, receptory apod. Membrana je utvarem dynamickym
a jednotlivé molekuly se v ni mohou pomalu pfemist'ovat. Uvedeny model membrany se casto
nazyva tekutou mozaikou.(2)

Integral membrane proteins Peripheral membrane proteins

Extracellular
side

Cytoscdlic
side

{75}

Obrdzek 4: Struktura biomembrdany (8)
3.4.2 Prosta difuze

K prachodu latek pres membranu dochazi na zakladé koncentracniho spadu, a proto prenos
probiha bez spotfeby energie. PrenaSenymi latkami jsou malo polarni molekuly malych roz-
meért nebo razné druhy plyni.(9)

3.4.3 Pasivni transport — usnadnéna diftize

Latky se pohybuji ve sméru koncentra¢niho spadu bez spotfeby energie.(9) Schopnost latek
pfekonavat membrany pasivnim transportem zavisi na jejich lipofilit€¢. Pro vyjadieni miry
lipofility urcité latky slouzi hodnota jejiho rozdélovaciho koeficientu v systému 1-oktanol
a voda (Kow). U léCiva, které je bud’ slabou kyselinou ¢i zasadou, zavisi rychlost jeho trans-
portu pres lipidické membrany v organismu na stupni ionizace daném hodnotou pak pfislusné
konjugované kyseliny.(2)

3.4.4 Aktivni transport

Je zprostfedkovany specializovanymi membranovymi strukturami, jako jsou transportni pro-
teiny, iontové kanaly apod. Uvedeny transport mize probihat proti koncentranimu gradientu
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a kjeho uskutecnéni je obvykle nezbytna energie ziskavana Stépenim adenosintrifosfatu
(ATP). Nezbytnou podminkou aktivniho transportu pomoci transportnich proteint je schop-
nost dané latky vytvofit komplex s pfislusnou bilkovinou. Transport 1é¢iv iontovymi kanaly je
malo obvykly. Vyjimku tvofti 1é¢iva, kterd jsou anorganickymi iontovymi slou¢eninami.(2)

(Al transported molecule
®,0
|
. O channel O carrier - O
protein protein ‘ )
- | ~ ol
ipid | : concentration
bilayer ' gradient
L :
' . .
simple channel- carrier- CJ
diffusion mediated mediated O

J |
PASSIVE TRANSPORT ACTIVE TRANSPORT

Obrazek 5: Membrdnovy transport (8)

3.4.5 Endocytoza

3.4.5.1 Pinocytoza
Jde o druh endocytozy (piijimani latek do burky), kde piijimané latky jsou ve formé tekutin.
Dochazi k vchlipeni ¢asti plazmatické membrany a vytvoreni vacku, ktery obsahuje transpor-
tované tekutiny.(9)

3.4.5.2 Fagocytoza

Jedna se o druh endocytozy, prostfednictvim které jsou pohlcovany vétsi ¢astice. Plazmaticka
membrana vytvari vybezky (panozky), které obklopi Castici a uzaviou ji do méchytku.(9)

3.4.6 Exocytoza
Prostrednictvim exocytozy buiika vydava nepotiebné latky, které jsou uzaviené v méchytcich

ohrani¢enych membranou. Tyto latky putuji k plazmatické membrané, se kterou splynou
a svyj obsah vyvrhuji do okoli buiky.(9)
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Obrazek 6: Endocytoza a exocytoza (10)
3.5 Osud lé¢iva v organismu

Interakce 1éCivo-organismus jsou pomérnée komplikované a predstavuji soubor propojenych
a vzajemné podminénych procest. Distribuci 1éCiva v organismu vyznamné ovliviiuje jeho
vazba na proteiny krevni plasmy. Pevnost této vazby vyjadiuje hodnota rovnovazné konstanty
K:

K== (Rovnice 1)

CL.Cp’

kde ¢y je rovnovazna koncentrace volného 1éCiva, cp — rovnovazna koncentrace volného pro-
teinu a cLp rovnovazna koncentrace komplexu 1é¢ivo-protein.

Lécivo ve volné formé je v organismu vétSinou vystaveno pusobeni nespecifickych enzymo-
vych reakci, pfi kterych dochazi k jeho pfeménam (biotransformaci, metabolismu) na latky
1épe rozpustné ve vode, a proto schopné vylouceni (exkrece) z organismu. Pfi biotransformaci
mohou vznikat metabolity, které vykazuji stejny farmakologicky ucinek jako ptvodni latka.
Metabolicka pfeména v§ak muize vést k neucinné latce (inaktivace, detoxikace) nebo naopak
k latce ucinngjsi (aktivace). Jsou znamé i piipady, kdy metabolickymi pfeménami vznika lat-
ka toxicka nebo vyrazné toxi¢téjsi nez latka puvodni (napf. pfeména methanolu na formalde-
hyd). Jen vyjimecné nedochazi v organismu k biotransformaci latek. Biotransformace je vét-
Sinou dvoustupriovy proces. V prvni fazi probiha oxidace, redukce nebo hydrolyza za vzniku
metabolit, které jsou obvykle polarnéjsi a tudiz 1épe rozpustné v té€lnich tekutinach nez pt-
vodni latka. V druhé fazi probihaji konjugacni (syntetické) reakce s endogennimi produkty
normalniho metabolismu a vznikly konjugat, ktery je ve vodé rozpustny, se vylucuje prevazné
moci, stolici a potem.(2)
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Obrazek 7: Zavislost koncentrace latky v krvi na case (koncentrace je uddana v % vychoziho
stavu). (a) — jednordzové intravenozni podani, (b) a (c) — jednordzové perordlni poddni (11)

— § tas

Obrazek 8: Typicky priubéh zavislosti koncentrace lécCiva v krvi na case pri opakovaném po-
dani (12)

3.6 Mechanismy ucinku 1é¢iv
3.6.1 Specifické mechanismy ucinki 1é¢iv

Utinek 16¢iv je duisledkem jejich interakci se specifickymi biopolymery (nejcast&ji proteiny)
v organismu, tzv. receptory. Navazani 1éCiva na receptor je ve vétSiné pripadu zprostiedkovan
riznymi typy slabych interakci. V prvni fazi se pfevazné uplatiiuji atraktivni elektrostatické
sily: ion-ion, 1on-dipdl apod. V nasledujici fazi dochazi k orientaci molekuly 1éc¢iva a jejimu
konforma¢nimu pfizptisobeni tvaru receptoru a nakonec k fixaci na receptor prostiednictvim
vodikovych mustkd, CT-interakei, hydrofobnich interakci a van der Waalsovych sil. Vysled-
kem je vznik komplexu s minimalnim obsahem Gibbsovy energie. Na uvedeny proces lze
rovnéz pohlizet jako na vznik supramolekularni struktury koordinaci ligandu (Iéciva)
k receptoru.(2)

Vazba léCiva k receptoru je provazena zménami konformace biopolymeru, které méni celou
fadu jeho vlastnosti, a tak zahajuji sled biochemickych pochodu vedoucich k bunééné odezve.
Velice ¢asto vazba jednoho ligandu na specifické misto molekuly proteinu ovliviluje vazbu
jiného ligandu na zcela jiném misté téze molekuly proteinu. V takovém ptipadé hovotime o
allosterické interakci. Allostericky efekt predstavuje vyznamny prvek regulace a prenosu sig-

nalu od receptoru smérem k systémiam odpoveédnym za bunécnou odezvu.
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Ptirozenymi ligandy receptorti v organismu jsou riizné endogenni latky, jako hormony, neuro-
transmitéry, autakoidy (tzv. lokalni hormony pusobici pouze v misté svého vzniku) apod. Lat-
ky, které po navazani na receptor vyvolavaji podobné ucinky jako pfirozené ligandy, nazyva-
me agonisty pfislusného endogenniho pusobku. Latky, které brani a¢inku endogennich put-
sobku, nazyvame jejich antagonisty.(2)

3.6.2 Nespecifické mechanismy ucinku 1é¢iv

Nékteré typy 1éciv pusobi nespecificky a jejich ucinek vyplyva pouze z obecnych fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Jedna se predevsim o inhalacni anestetika, ktera se diky své lipofilité
rozpousti v neuronalnich membranach, meéni jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, a tak ovliv-
fyji pfenos nervového vzruchu. Jako dalsi priklady Ize uvést latky upravujici pH zaludecnich
§tav (antacida), latky mechanicky kryjici povrch (cytoprotektiva), absorbenty apod.(2)

3.7 Rozdéleni a jednotlivé typy béznych léCiv
3.7.1 Analgetika

Analgetika jsou latky, které snizuji az potlacuji pocit bolesti, aniz by vSak vyrazné€ ovliviiova-
ly smyslové vnimani a védomi. Prestoze analgetika neléci pfiCinu onemocnéni, jejich podava-
ni muze vyznamné napomahat vlastnimu l1éCeni tim, Ze snizuji zaté€z a stres organismu zpuso-
beny bolesti, zanétem a zvySenou teplotou.(2)

3.7.1.1 Nenarkoticka analgetika

Veskera nenarkoticka analgetika (Tabulka 2) vykazuji kromé analgetického rovnéz antipyre-
ticky a antiflogisticky ucinek. Prestoze maji vSechna tato 1éCiva podobny mechanismus paso-
beni, u nékterych vystupuji vice do poptedi antipyretické vlastnosti (analgetika-antipyretika)
a u jinych naopak ucinky protizanétlivé (nesteroidni protizanétlivé latky). Z hlediska chemic-
ké struktury lze nenarkotickd analgetika rozdé€lit na derivaty anilinu, derivaty kyseliny sa-
licylové, derivaty kyseliny anthranilové, derivaty 2-arylalkanovych kyselin, tzv. kyselé enol-
derivaty (razné typy enolizujicich oxoheterocyklickych sloucenin) a dalsi.(2)
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Tabulka 2: Nenarkoticka analgetika (v prvnim sloupci je nazev léCiva, v poslednim piiklady
vyrabénych 1ékl)

Derivaty anilinu

o)
acetanilid )}\ /@ Antifebrin
HsC NH
OH
o)
paracetamol )L Paralen, Panadol
HaC NH

Derivaty salicylové kyseliny

O OH
(0]
(@) OH

OH

diflunisal Dolobid

F F
Derivéty anthranilové kyseliny

OH
mefenamova Mefenacid,
kyselina Parkemed
ﬂufenarpova Ansatin, Meralen
kyselina

20



Arylalkanové kyseliny

Cl

NH
diklofenak Voltaren
cl OH
o}
CH,
© Brufen, Brufalgin
. CH 2 2
ibuprofen 3 Dolgit, Nurofen
OH
HaC
CH,
: OH
naproxen m Naprosyn, Naxen
HaC o
3 \O
o) CH,
ketoprofen OH Orudis, Ketofen,
P Meprofen
o}
Derivaty pyrazolu a pyrazolidindionu
H,
HaC
fenazon Antipyrin, Felsol
HaC
NN\ =0 ‘
ropvfenazon Laradon, Pireuma,
propy NN Valetol, Saridon
HaC
O -
\\ /O Na"
N\
o) ( \0
metamizol N Novalgin,
(dipyron) Novamisulfon
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Arylsulfonamidy (oxikamy)

o/ﬁ
NH Liman, Tilcotil,
Mobiflex, Dolmen

tenoxikam

CHj

3.7.1.2 Narkoticka analgetika

Narkoticka analgetika (anodyna) jsou agonisty opioidnich receptori v mozku. Nejstar§imi
a nejznamejSimi silnymi analgetiky jsou pfirodni morfinany izolované z opia, coz je zaschla
§tava z nezralych makovic méaku setého. Hlavnimi nevyhodami vSech narkotickych analgetik,
at’ jde o pfirodni latky, jejich polysynteticka nebo zcela synteticka analoga, je vznik tolerance
vuci jejich ucinkiim a moznost vzniku zavislosti na té€chto latkach. S ohledem na mozné zneu-
zivani je vyroba, distribuce a podavani prakticky veskerych narkotickych analgetik pod pfis-
nou kontrolou. K dal§im nezadoucim tGc¢inkiim silnych analgetik, zejména morfinového typu,
patii ospalost, nevolnost (nauzea), zacpa a predev§im utlum dychani, ktery muze vést az
ke smrti.(2)

3.7.2 Sedativa a hypnotika

Léciva ztéto skupiny zplsobuji zklidnéni centralni nervové soustavy, Casto provazené
i zmirn&nim stavi uzkosti. Utlum CNS zpasobeny vys$simi davkami sedativ navozuje stav
podobny piirozenému spanku. V takovém ptipadé pak hovofime o hypnotikach. Neexistuje
ostra a presné definovana hranice mezi sedativy a hypnotiky.

Vétsina sedativ-hypnotik pouzivanych v souc¢asné dobé obsahuje ve své molekule amidovou
skupinu a rozvétveni na uhliku v a poloze k této skupiné. Z hlediska strukturniho lze sedativa-
hypnotika rozdélit na karbamaty, alifatické acylmocoviny (ureidy), derivaty barbiturové kyse-
liny, dioxopiperidiny a benzodiazepiny. V soucasné dobé patii k nejcastéji pouzivanym seda-
tivim-hypnotikiim posledni z uvedenych slou¢enin, benzodiazepiny.(2)

3.7.3 Psychostimulancia

Psychostimulancia nebo téz psychotonika jsou latky stimulujici CNS. Udrzuji organismus ve
stavu bdélosti, zvySuji psychickou a fyzickou odolnost (pfedevsim ve fazi unavy), a tak ne-
pfimo zlepSuji naladu. Znamymi pfirodnimi psychostimulancii jsou derivaty xanthinu — ko-
fein, theofylin a theobromin obsazené v kave, ¢aji, nebo kakau. Vyznamnymi syntetickymi
psychostimulancii jsou B-fenylaminoalkany.

3.7.4 Antibakterialni chemoterapeutika

V soucasné dobé existuje cela fada rozmanitych strukturnich typa chemoterapeutik pouziva-
nych klécCeni bakterialnich infekci. K nejvyznamnéjSim patii predevSim sulfonamidy
a chinoliny.(2)
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3.7.4.1 Sulfonamidy

Zavedeni sulfonamida do terapeutické praxe ve druhé poloviné 30. let 20. stoleti znamenalo
prevrat v 1éCeni celé fady bakterialnich infekci. Prestoze pak byly sulfonamidy poméme krat-
ce nato (koncem 40. a zejména pak v 50. letech) vytlaCeny antibiotiky s t¢innosti do té doby
nevidanou, prozivaji tato léciva v soucasné dobé urCitou renesanci. Ta souvisi se vznikem
rezistence vici mnoha antibiotikim u celé fady bakterialnich kment.(2)

Sulfonamidy maji ptivod v azobarvivech pouzivanych na pocatku 20. stoleti k vybarvovani
v textilnim primyslu. Hypotéza, ze pii vybarvovani textilnich vlaken se azobarviva mohou
selektivné vazat na bakterie atim puasobit antibakterialné, dala G. Domagkovi podnét
k takovému hodnoceni.(13) Jednou z téchto latek bylo i Cervené barvivo Prontosil rubrum.
Trebaze tato latka nebyla pfi testech in vitro u€inna, vykazovala — jak bylo pozdéji zjisténo —
pozoruhodnou aktivitu proti streptokokovym infekcim in vivo. Tento rozdil v u¢innosti byl
zahy vysvétlen odbouravanim neucinného prontosilu na antimikrobialn€ ucinny sulfanilamid
(Obrazek 9), ke kterému v organismu dochazi.(2)

NH,
O—S—0
NH, NH,
NH,
red.
N — +
N
H,N
O:T:O NH2
NH,
NH,

Obrazek 9: Transformace prontosilu na sulfanilamid (14)

Jiz prvni studia ukazala, ze zédkladni struktura sulfanilamidu, tj. benzenovy kruh v polohach 1
a 4 substituovany sulfamoylem a primarni aminoskupinou, je pro zachovani antibakterialni
aktivity nezbytna, nebot jeho ndhrada jinym aromatickym nebo heterocyklickym systémem
ucinek rusi. (13) Podstata ucinku sulfanilamidu spoc¢iva v jeho strukturni podobnosti
s p—aminobenzoovou kyselinou (PABA) (Obrazek 10), kterou mikroorganismy vyuzivaji
k tvorbé kyseliny listové, potfebné pro syntézu DNA. Sulfanilamid soutézi s PABA o enzym
dihydropteroatsyntetasu a vytvari nefunkcni analoga kyseliny listové. Dusledkem je bakterio-
staticky ucinek sulfanilamidu. Zivo¢igné buiiky nejsou schopny syntetizovat kyselinu listo-
vou, jsou zavislé na exogennich zdrojich, a proto nejsou viici pusobeni sulfonamida citlivé.(2)
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Obrazek 10: Stéricka podobnost PABA se sulfonamidy (14)

V prabéhu let bylo syntetizovano a testovano nékolik tisic riznych sulfonamidi. Do praxe
bylo zavedeno cca 150 druhti téchto substanci. Veskeré strukturni modifikace byly motivova-
ny dosazenim vy$§i antibakterialni G€innosti nebo §ir§iho antibakterialniho spektra, prodlou-
zenim doby ucinku apod. Zakladni strukturni jednotkou vSech sulfonamidi je sulfanilamid.
Obmény této mateCné slouceniny spocivaji bud’ v substituci dusikového atomu sulfonamidové
skupiny (tzv. N'-derivaty) nebo aminoskupiny v poloze 4 (tzv. N'-derivaty), popiipadé
v kombinaci obou moznosti. Pfevaznou vétSinu v souCasné dobé vyuzivanych sulfonamida
tvori N'-substituované derivaty.(2)

3.7.4.2 Chinolony

Chinolonova chemoterapeutika se pouzivaji v 1écbé mocovych infekci od 60. let minulého
stoleti. V prub&hu poslednich 25 let jsou do klinického pouzivani zavadény jejich derivaty se
systémovym ucinkem, souhrnné nazyvané fluorochinolony. Soucasné fluorochinolony Ize
charakterizovat jako baktericidni pfipravky se Sirokym antimikrobnim spektrem, vysokou
biologickou dostupnosti peroralnich forem, dlouhym biologickym polocasem a dobrou snase-
nivosti.

Narust spotieby fluorochinolonti v nemocni¢nim prostiedi i v komunité byl nasledovan rych-
lym vzestupem a Sifenim rezistence mikrobti. Chinolony patii k viibec nejrizikovéjsim skupi-
nam antimikrobnich 1éCiv, protoZe rezistence k nim vznika velmi rychle, u nékterych ptvodca
infekci uz v priibéhu 1écby, a je povétsinou zkiizena mezi vSemi zastupci. Proto fluorochino-
lony ztraceji své postaveni uc¢inného Iéku pro ivodni 1é¢bu vétsiny infekci.(15)

3.7.5 Antibiotika

Antibiotika se obvykle definyji jako latky produkované mikroorganismy, zasahujici do rustu
jinych mikroorganismu. Od syntetickych chemoterapeutik se tedy odlisuji predevsim zpuso-
bem svého vzniku. Za antibiotika se vSak povazuji i jejich analoga (napf. penicilin V, ampici-
lin a dalsi), ziskdvana syntetickymi postupy ze zakladnich latek nebo polysyntetickych pre-
kurzord. Oznaceni ,antibiotikum* se vaze k prislu§né struktute, nikoliv k realnému ptavodu

latky.(2)
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Historie antibiotik saha az do devatenactého stoleti. R. 1877 popsal L. Pasteur antagonistické
pusobeni nékterych anaerobnich baktérii na rast bacilu B. anthracis a poukazal na moznost
vyuziti tohoto poznatku v medicin€. Praktickému vyuziti prvnich znamych antibiotik (napf.
pyocyanasy z B. pyogenes, popsané R. Emerichem a O. Lowem r. 1894) branila jejich toxici-
ta. Eru antibiotik zahajil az objev penicilinu roku 1929 Alexandrem Flemingem. Trvalo viak
vice nez deset let, nez byla zvladnuta jeho pfiprava v technologickém métitku (H. W. Florey
a E. Chain). Ve 40. a 50. letech byly ucinény dalsi zasadni objevy v této oblasti: streptomycin
(1944), bacitracin (1945), chloramfenikol (1947), chlortetracyklin (1948), erytromycin (1952)
a mnoho dal§ich. PoCet dodnes izolovanych a charakterizovanych antibiotik se odhaduje na
stovky, vyuziti v mediciné vSak nalezla pouze mala cast téchto latek. Divodem je vysoka
toxicita vétSiny antibiotik.(2)

Hlavni indikacni oblasti antibiotik jsou infekéni onemocnéni bakterialniho a fugalniho ptvo-
du; Casto se vSak téz podavaji jako prevence proti druhotné nakaze napt. v pripadech tézsich
virdz. Antibiotika vykazuji vtadé ptipadi pozoruhodnou antimikrobialni aktivitu, a proto
byla v pocatcich svého pouzivani ve 40. a 50. letech povazovéana za zazracné a vSemocné 1¢-
ky. Postupem doby se viak objevily problémy provazejici jejich nasazeni. Rada pacientd vy-
kazuje alergickou reakci na néktera antibiotika (nej¢astéji na peniciliny). Hlavni problém vsak
predstavuje rezistence mikroorganismu vici antibiotikiim.(2)

Nejdulezitéjsi vlastnosti antibiotik je selektivita jejich Gc¢inku; zasahuji struktury, které jsou
specifické pro mikroorganismy a pacienta viceméné neposkozuji. Podle pisobeni na bakterie
se antibiotika déli na dvé velké skupiny: baktericidni a bakteriostaticka.(16) Rozdéleni na
bakteriostatické a baktericidni neni zcela presné, protoze mnoho bakteriostatickych antibiotik
pusobi ve vyssich koncentracich rovnéz baktericidné. Piikladem muze byt chloramfenikol
u meningokokové infekce. Naopak néktera baktericidni antibiotika neusmrcuji urcité bakterie
ani ve vysokych koncentracich, jako je tomu u penicilinu G pii pusobeni na enterokoky. Ji-
nym hlediskem je zafazeni antibiotik do skupin podle farmakoterapeutického ucinku: protista-
fylokokova, protipseudomonadova, antianaerobni, protituberkulozni aj.(17)

3.7.5.1 f-Laktamova antibiotika

Charakteristickym strukturnim rysem téchto antibiotik je P-laktamovy kruh kondenzovany
s heterocyklem — napf. thiazolidinem (u penicilinil), dihydrothiazinem (u cefalosporint
a cefamycinu) a thiazolinem (u penemu).

Nejdéle pouzivanymi antibiotiky jsou peniciliny (Tabulka 3), izolované z plisni Penicillinum
notatum nebo P. chrysogenum. Z penicilinti doznal nejvétsiho rozsifeni penicilin V, prede-
vsim diky své stabilité, umoziuyjici peroralni podani. Z tzv. polysyntetickych penicilint patfi
k nejznaméjsim ampicilin a amoxycilin. Peniciliny plsobi jako inhibitory tvorby bakterialni
bunééné membrany u grampozitivnich baktérii. Rezistentni kmeny bakterii rozkladaji penici-
liny u€inkem enzymu B-laktamasy.(2)
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Tabulka 3: Peniciliny
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Cefalosporiny (Tabulka 4), izolované z hub Cephalosporium, obsahuji ve své molekule di-
hydothiazinovy cyklus. Jedna se rovnéz o dipeptidova antibiotika biogeneticky odvozena od
valinu a cysteinu. Cefalosporiny jsou ucinné prevazné proti gramnegativnim bakteriim. Na
rozdil od penicilinti byvaji odolné vuci B-laktamase. Jejich spektrum ucinkua a stabilita vSak
zavisi na typu substituce. Cefalosporinim jsou podobné cefamyciny produkované houbami
rodu Streptomyces, které se od cefalosporint lisi pfitomnosti methoxyskupiny v poloze 7.(2)
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Tabulka 4: Cefalosporiny a cefamyciny
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3.7.5.2 Tetracykliny a anthracykliny

Tetracykliny (Tabulka 5) produkované houbami rodu Streptomyces jsou derivaty Castecné
hydrogenovaného naftacenu. Jedna se o antibiotika se Sirokym spektrem tG¢inkt. Pasobi proti
grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim, spirochétam, rickettsiim a chlamydiim. Tetra-
cykliny vsak vykazuji i celou fadu nezadoucich vedlejsich tcinkt. K nejzavaznéjsim z nich
patii deformace kosti a zubu nékdy i inhibice jejich rastu.(2)

Ke skupiné tetracyklini se fadi i anthracyklinova antibiotika (Tabulka 5), izolovana z riznych
druhti rodu Streptomyces. Anthracykliny obsahuji ve své molekule kromé derivatu naftacenu
(s antrachinonovym seskupenim) téz cukernou slozku, tzv. daunosamin. Anthracykliny se
pouzivaji k 1é¢eni riznych nadorovych onemocnéni.(2)
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Tabulka 5: Tetracykliny a anthracykliny
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3.7.5.3 Aminoglykosidy

Nejznaméj§im zastupcem této skupiny antibiotik je streptomycin (Obrazek 11), ktery je pro-
duktem plisn€ Streptomyces griseus, aje ucinny proti gramnegativnim mikroorganismim.
Patii k 1é¢ivim ,prvni linie* pouzivanym proti pavodcim tuberkuldzy (Mycobacterium tu-
berculosis).(2)

Obrazek 11: Streptomycin

3.7.5.4 Makrolidy

Makrolidy jsou charakterizovany polyfunkénim makrocyklickym laktonovym kruhem (obsa-
hujicim obvykle 14 az 16 atomu), ke kterému jsou pripojeny cukry. K nejvyznamnéjsim patii
erythromyciny (Obrazek 12) produkované plisni Streptomyces erythreus. Pouzivaji se k 1éceni
stafylokokovych infekci rezistentnich vaci penicilinu adale u pacientd s alergii na
penicilin.(2)

CH;

Obrazek 12: Erythromycin
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3.7.5.5 Peptidova antibiotika

Jde vyhradné o nizkomolekularni oligopeptidy, jejichz molekulova hmotnost nepfesahuje
hodnotu 1500. Peptidova antibiotika Casto obsahuji aminokyseliny, které se obvykle
v zivociSnych a rostlinnych proteinech nevyskytuji. Vyjimkou nebyvaji ani aminokyseliny
fady D. Soucasti molekuly téchto antibiotik Casto byvaji strukturni jednotky, které nejsou
aminokyselinami. Prakticky veskera peptidova antibiotika byvaji pomérné rezistentni vici
pusobeni proteolytickych enzymu; tato skutecCnost je obvykle dusledkem pfitomnosti ,,nepfi-
rozenych® strukturnich elementt, jako jsou napf. D-aminokyseliny.(2)

3.7.5.6 Ostatni antibiotika

Cykloserin (Obrazek 13), produkovany plisni Streptomyces garyphalus nebo Streptomyces
orchideaceus, je antibiotikum se Sirokym spektrem UCinku. Pisobi na grampozitivni
1 gramnegativni baktérie, vCetné mykobakterii; Casto se proto pouziva pii 1éCeni tuberkulozy.

H,N 0

4

NH
O/

Obrazek 13: Cykloserin

Chloramfenikol (Obrazek 14), pivodné izolovany z plisn¢ Streptomyces venezualae, se
po mnoho let pouzival jako Sirokospektralni antibiotikum ucinné proti grampozitivnim
1 gramnegativnim baktériim, spirochetam a rickettsiim. Pro celou fadu nezadoucich vedlejsich
ucinkt, predevs§im na kostni dfefi, je dnes jeho pouZivani prakticky po celém svété zakazano.

OH OH

Cl

HN
N Cl

o o
Obrazek 14: Chloramfenikol
3.8 Léciva v povrchovych a odpadnich vodach

V poslednich letech se rapidné zvysilo uzivani farmaceutickych a hygienickych piipravka.
Rocné je celosvétové vyprodukovano nékolik kilotun béznych nesteroidnich antiflogistik,
jako je napft. ibuprofen.(18) Léciva, ktera po poziti projdou travicim traktem, vstupuji do Cisti-
ren odpadnich vod a touto cestou se tak dostavaji do vodniho ekosystému a vodniho hospo-
dafstvi. Paklize jsou tyto farmaceutické vyrobky biologicky aktivni, maji negativni vliv na
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vodni i suchozemské ekosystémy a mivaji tendenci k bioakumulaci.(19) Dalsi cesty pruniku
nepouzitych nebo proslych 1ékii.(20) Dalsim problémem je, ze vysoké procento 1éCiv je z téla
vylouceno v nemetabolizované formé a vstupuje do odpadnich vod jako biologicky aktivni
latky, jejichz environmentéalni dopad neni prili§ objasnén. Dalsimi procesy se mohou tyto lat-
ky sorbovat do pudnich sedimenti nebo se mohou Ccastecné rozdélit mezi vodnou
a organickou fazi a vstupovat tak do potravniho fetézce.(21)

3.8.1 Aspekty biotransformace 1é¢iv

Nemetabolizovana 1éciva patfi mezi nejhure biologicky odbouratelné latky v zivotnim pro-
stfedi.(22) Mnoho téchto latek je perzistentnich a lipofilnich a jsou schopné prostupovat bio-
membranami, coz jim umozni provést specifické biologické funkce.(19) Vétsina farmak vstu-
pyjicich do cilového organismu projde urcitym stupném metabolické pfemény.(21) Obecné by
se dalo fici, Ze tim, jak metabolické procesy zvysSuji rozpustnost téchto latek ve vod€, usnad-
fuji exkreci a minimalizuji tak jejich potencialni toxicitu. V opa¢ném piipad¢, ¢im se moleku-
ly stavaji vice hydrofobnimi, tim se také brzdi jejich exkrece.(23) Neni ovSem pravidlem, ze
metabolické premény vzdy snizuji toxicitu 1éciva. Tento fakt upozoriiuje na skutecnost, ze
zkoumani ucinka latek pouze ve forme, ve které vstupuji do organismu, je nedostatecné.(24)
Dalsi problém nastava v pripadé, jsou-li produkty detoxikace nasledné preménovany jiz mik-
roflorou tlustého stfeva nebo mikroorganismy piitomné v kanalizacnim odpadu. Tento proces
pfemény se nazyva ,dekonjugace” aje patrny pii detekci biologicky aktivnich 1é¢iv
v odpadech z Cistiren a vstupech do zivotniho prostiedi.(25)

3.8.2 Zdroje pruniku léciv do zivotniho prostiedi
Rezidua 1éc¢iv vstupuji do zivotniho prostiedi tfemi zakladnimi cestami (Obrazek 15): umysl-
nym nebo neumyslnym tnikem z podnikd vyrabéjicich 1éCiva, vypousténim veterinarnich

nebo zemédelskych farmak po terapeutickém nebo komerénim pouziti a prunikem humannich
1é¢iv nejcastéji z odpadnich vod.(26)

31



Humanni léc¢iva Veterinarni léciva

Exkrementy Exkrementy Likvidace odpadi
Z nemocnic z domacnosti (nepouzity material) Exrementy
¥ ¥ ¥ ¥
Komunalni odpadni vody Domaci odpad

/ Hnojivo
l—» Zavlahova pole \ =|
Cistima odpadnich | _,. | Cistirensky /

vod kal Uloziste

~a / odpadu

Povrchové vody |=< \

/ Podzemni vody

Akvakultury \
r—-—-——-- 1

Podniky produkujici
léciva e

Plda

Obrazek 15: Prunik a pohyb [éCiv v Zivotnim prostiedi (26)
3.8.2.1 Kontaminace z podnikit vyrabéjicich léciva

Vyrobny 1éCiv jsou spojeny s relativné nizkym stupném kontaminace zivotniho prostredi, ne-
bot jejich odtoky byvaji peclivé monitorovany. Mistni predpisy obvykle predchazeji jakym-
koli zamérnym unikim kontaminovaného materialu do zivotniho prostiedi. Pokud dojde
k nehodé¢, znecisténi do okoli byva vétsinou bodové a procesy dekontaminace byvaji zpravidla
okamzité a efektivni.(27)

3.8.2.2 Kontaminace ze zemédélstvi

Zemédéelska farmaka byvaji pouzivana v mnoha rozliénych aplikacich, jako stimulatory ristu
u dobytka, kokcidiostatika u dribeze, pfidavky do krmiva na rybich farmach, jako veterinarni
farmaceutické prostiedky nebo jako pesticidy.(19) Mezi nejCastéji pouzivané substance patfi
nékolik druht antibiotik, smési tézkych kovi a hormony. Antibiotika jsou rozsahle pouzivana
v zivoci§né vyrobé, kde piindsi okamzity komercni pfinos. Naptiklad profylaktické uzivani
antibiotik minimalizuje ztraty zptusobené chorobami a kontaminace je piipustna diky vysoké
hustoteé zemédelské vyroby.(28)
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Léciva pouzivana v zemédélském pramyslu vstupuji do Zivotniho prostiedi prostfednictvim
zvitecich exkrementli pfimo nebo pfi jejich aplikaci jako hnojiva.(29) V kazdém pfipadé anti-
biotika ptechazi pfimo ze zvirat do zivotniho prostfedi, bez mozné transformace na méné ak-
tivni metabolity v Cistirnach odpadnich vod. Biodegradace pfimo v zazivacim traktu zvirat
pfipada sice v uvahu, ale plati pouze pro omezené mnozstvi latek. Bylo dokéazano, ze
30—90 % podané davky antibiotik vstupuje do zivotniho prostredi v nezménéné podobé.(19)

Dal§im problémem souvisejicim s uzivanim 1é¢iv v zemédélstvi je vyvoj postupné rezistence
mikroorganismil na antibiotika. Rezistence vznika tfemi mechanismy: plynulym vystavenim
organismu reziduim 1éCiv v potravinach, pfenosem rezistentnich genti mezi zviteci a lidskou
mikroflorou a pfenosem rezistentnich genu v ekosystému piimou kontaminaci a potravnimi
fetézci.(30) Rezistence vici antibiotikiim je schopnost mikroorganismi cilené odolavat ucin-
kam antibiotik. Nasledkem toho se stavaji terapeutické prostiedky bézné€ pouzivané proti pa-
togennim organismum neefektivnimi. Tento jev je pfirozena obranna reakce mikroorganismu
na nehostinné prirodni podminky. OvSem, jakmile jsou antibiotika nevhodné pouzivana (vy-
soké davky, nedodrZeni intervalu davkovani a doby 1é¢by), maze se rezistence vici nim stavat
nepfiirozené¢ vysoka.(31)

3.8.2.3 Kontaminace z, Cistiren odpadnich vod a ze skladek odpadii

Existuji dva hlavni zdroje humannich 1é¢iv, které se nachazeji v odpadech COV. Jsou to pou-
zita ¢i nevyuzita 1éCiva z domacnosti nebo 1éCiva a jejich metabolity od pacienti z nemocnic,
klinik nebo jinych 1ékaiskych zafizeni.(27) Rozdil mezi obéma typy spociva v tom, ze nepou-
7ita 1é¢iva vstupuji do COV v jejich uginné forme diky tomu, e se vyhnula potencialni bio-
transformaci uvnitf téla.(27)

Nespocet farmak, zahrnujici analgetika, stimulancia, nesteroidni antiflogistika, karbazepamin,
artorvastatin, gemfibroxil a estradiol, bylo identifikovano v odpadech z Cistiren odpadnich
vod v rozmezi hodnot od ng.l" do pg.l™.(21) Tyto koncentrace se nalézaji v odtokovych vo-
dach navzdory riznym stupriim ¢isténi a poukazuji na skutecnost, ze tradi¢ni metody Cisténi
odpadnich vod, jako mikrobialni degradace s koagulaci nebo flokulaci, neposkytuji dostatec-
nou zaruku odstranéni téchto kontaminantt.(22)
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3.8.3 Osud léciva v zivotnim prostrredi

3.8.3.1 Cistirny odpadnich vod: procesy a provozni podminky
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Obrazek 16: Schéma COV Modrice (32)

V cistirnach odpadnich vod ptsobi proti dal§imu Sifeni kontaminace 1é¢ivy dva hlavni proce-
sy: adsorpce/absorpce a biodegradace.(33)

Adsorpce ma za nasledek odstranéni 1é¢iv bud’” pomoci koloidné zachycenych castic, nebo
sedimentaci do kalu.(34) Je zavisla pfimo na hydrofobnich a elektrostatickych interakcich
mezi 1éCivem a Casticemi nebo mikroorganismy a dale, a to v mnohem vét§i mire, na provoz-
nich podminkach COV, jako je pH a hydraulicky retenéni ¢as.(31) Polarni 1é&iva (ibuprofen,
naproxen, diklofenak, indomethacin), jejichz hodnoty pK, se pohybuji vrozmezi od 4,9
do 4,1, se ve vodé nachazi hlavné v disociovaném stavu a vykazuji tak malou tendenci
k sorbovani do kalu.(31)

Proces koagulace popf. flokulace, jakoZto sekundarni stupen c¢isténi, mize byt ucinny
v piipad€ odstrafiovani kontaminanti z volné vody, ale nemusi nutné€ snizovat potencialni
ohrozeni Zivotniho prostredi témito kontaminanty. Cistirensky kal s vysokym obsahem orga-
nickych latek je dle pfislusnych nafizeni, ktera upravuji nakladani s odpady, skladkovan. Na-
slednym vymyvanim se v§ak kontaminanty mohou dostavat zpét do vodniho prostfedi.(31)
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Biodegradace, zprostiedkovana pusobenim mikroorganismu, je jeden ze dvou zpusobu bio-
transformace probihajicich na distirnach odpadnich vod.(27) Je to primarni proces
k odstranéni rozpusténych latek, ktery probiha bud aerobné€, za pomoci aktivovaného kalu,
anebo anaerobné, diky vyhnivani.(35) Biodegradace je zavisla na faktorech pfimo souviseji-
cich se zivotnim prostfedim (teplota a pH), mikrobialnim slozenim, chemickymi vlastnostmi
vyslednych sloucenin a provoznimi podminkami Cistirny. Napt. kdyz poklesne pH, adsorpce
mnoha polarnich disociovanych nesteroidnich antiflogistik miize vzrast diky snizeni jejich
potencialu pro biodegradaci. Mira biodegradace muze byt také ovlivnéna hydraulickym re-
tencnim Casem.(34) Mikrobialni aktivita je citliva na velké mnozstvi riznych fyzikalnich
a chemickych podminek prostiedi a pfitomnost nebo naopak absenci toxickych ¢initel(i. Pod-
minky prostfedi ovliviiuji rychlost mikrobialni degradace kontaminant(i pisobenim na druh
a rychlost metabolické aktivity mikroorganismti. Komunalni odpady Casto obsahuji relativné
vysoké koncentrace antibiotik a desinfek&nich prostfedkd. Koncentrace antibiotik v COV mi-
7e dosahovat az 50 pg.l™'. Koncentrace desinfekéniho prostfedku benzochloridu v odpadu
z nemocnic byla naméfena okolo 6 mg.I™' a u amonnych iontd v komunalnim odpadu okolo
0,05 az 0,1 mg.l™'.(21) Tyto slouceniny jsou specialng uréeny k potlaeni ristu mikroorga-
nismi. V tomto pifipadé muze mikrobialni inhibice vést k poklesu organismii v provoznich
podminkach cistirny a naslednému poklesu ucinnosti €isténi.(36)

Proces oxidace provadény bud chemicky, nebo pomoci UV zéfeni, ktery byva zahrnuty
v poslednim terciarnim stupni €isténi, je spiSe nez na toxikologicka rizika spojena s lécivy,
zaméfen na odstrafiovani patogennich organismu. V podstaté muze mit i opacny efekt, a to
v ptipadé, ze produkty oxidace mohou vykazovat jesté vyssi toxicitu nez primarni slouceni-
ny.(27)

3.8.3.2 Uéinnost odstranéni

Nejbéznéjsim zpusobem detekce 1€Civ v prostiedi je méfeni jejich koncentraci na vtoku
avytoku COV. Tato metoda viak nebyla standardizovana, atak se vysledky velmi ligi
v zavislosti na pouzitych konstrukénich a Cisticich technologiich, hydraulickém retenénim
Case, rocnim obdobi, pocasi a technikach méteni.(37) Méfeni koncentrace kontaminanti na
vtoku a vytoku za standardizovanych podminek muze byt i tak zavadé€jici. Zaprvé, 1éCiva mo-
hou byt sice z odtoku odstranéna, avsak jsou ¢asto pouze piesunuta do komponentd kalu. Za-
druhé se neuvazuje s produkty degradace. Tyto produkty mohou obsahovat stejné nebezpecné
nizkomolekularni latky nebo konjugaty biotransformace, které¢ mohou byt nasledné dekonju-
govany a uvolnény jako pavodni slou¢eniny.(38) Navzdory v§em riznym technikam, ovliviiu-
jicim pfitomnost 1éCiv v prostiedi, je nekteré sloueniny nadmiru obtizné odstranit.(21)

3.8.3.3 Skladky odpadn a zarizeni na likvidaci pevnych odpadii
Komunalni skladky odpadt zahrnuji nejenom odpady z domacnosti, ale i rizna komercni re-
zidua, jako je kal zmistnich Cistiren odpadnich vod. Jsou to pravé domadacnosti akaly

z Cistiren, které figuruji jako dva hlavni zdroje 1éCiv na skladkéach.(39) Jak jiz bylo zminéno,
farmaka maji tendenci k akumulaci a koncentrovani se mezi ¢asticemi kald, takze skladkovani
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téchto kali mize poté vést k tomu, ze hlavni zdroje 1€¢iv, coz jsou odpady z domacnosti, vy-
stfidaji pfimo samotné skladky odpadu.(38)

3.8.4 Perzistence 1éCiv v Zivotnim prostiredi

Perzistence chemikalii v zivotnim prostiedi je dana fotostabilitou slouceniny, rychlosti bio-
transformace, schopnosti vazat a adsorbovat se ataké schopnosti transportu mezi vodnim
a terestrickym prostfedim.(40) Z téchto divoda je perzistence uzce spojena se strukturou
slouceniny, coz zahrnuje chemickou stabilitu a rozdéleni. Toto spojeni vedlo ke zjiSteéni, ze
hydrofobni chemikalie maji tendenci k vyssi perzistenci. Jeden z nazort byl, ze dokud bude
vétSina 1é¢iv  hydrofilnich a biodegradabilnich, nebude moci dojit k trvalé perzistenci
v zivotnim prostfedi. AvSak mezi védci byly, co se tyCe environmentalni perzistence, akcep-
tovany nové poznatky. Tyto nazory zahrnuji jiné faktory nez rozdéleni podle hydrofobnosti
pii definici perzistence. Zaprvé, ne vSechny slouceniny jsou snadno degradovatelné.(39) Za-
druhé, 1éCiva jsou vypousténa do zivotniho prostiedi prubézn€, vytvari si tzv. pseudoperzis-
tenci, takze nakonec i hydrofilni a biodegradabilni slouCeniny se mohou stat perzistentnimi
polutanty. Zatfeti, preménéné produkty mohou byt zivotnimu prostiedi stejné nebo jeste vice
nebezpecné nez puvodni latky.(27)

3.8.4.1 Hydrofobnost a koeficient Kow

Hydrofobnost je méfena na zakladé distribuce mezi oktanolem a vodou, neboli rozdé€lovaciho
koeficientu. Hodnoty tohoto parametru ovliviiuji ostatni dilezité ekotoxikologické vlastnosti
kontaminant, mezi né€Zz patii biodostupnost, biokoncentrace a bioobohacovani.

Rozdelovaci koeficient Dow udava podil koncentrace dané slouceniny v n-oktanolu (nahrada
lipida) a ve vodé pii rovnovazném stavu. To znamena, ze chemikalie s Dow < 1 se neochotné
sorbuji na organické Castice a tim vykazuji malou schopnost biokoncentrace, na rozdil od 1a-
tek s Dow > 1, které maji presné opacné vlastnosti. Kdyz se rozdélovaci koeficient upravi tak,
ze se dale uvazuje pouze s neionizovanymi latkami, pouziva se parcialni rozdélovaci koefici-
ent Kow. Parametry log Kow jsou vice zabéhnuté nez log Dow a byvaji téz oznaCovany jako
log P. Vzhledem k tomu, Ze mnoho 1€Civ se vyskytuje v ionizovaném stavu, log Dow muze
byt lepSim indikatorem stupné rozpustnosti nez log P, protoze uvazuje obé formy latky, ioni-
zovanou i neutralni.(24)

3.8.4.2 Biodostupnost

Environmentalni biodostupnost je definovana jako schopnost ¢asti kontaminantt, nachazejici
se v pudé a ve vodé€, byt dostupna pro potencialni prijem do tkani organisma béhem celozi-
votni expozice.(41) Predpoklada se, ze koncentrace kontaminantt v rybach je zavisla na kon-
centraci ve vodé podle modelu log P. Pokud se vyskytne odchylka, miZze byt zptisobena ve
zméné biodostupnosti, naznacujici mistni specifické rozdily v bioakumulacnim modelu.(42)
Biodostupnost je z¢asti urcena sorpcni kinetikou dané slouceniny, mobilitou mezi jednotlivy-
mi slozkami zivotniho prostiedi a degradabilitou, jenz jsou stfidavé zavislé na fyzikalné-
chemickych vlastnostech latky, jako je sorpcni koeficient Ky, pfenos naboje, vodikové mustky
a hydrofobni sily.(43) Biodostupnost je také ovliviiovana velikosti ¢astic, mnozstvim organic-
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ké hmoty, dobou zdrzeni a obsahem jilu, vlhkosti a kovii v ptidé.(40) Vzhledem k tomu, ze
biodostupnost ma znaény vliv pii vystaveni necilovych organisma farmaceutickym vyrob-
ktim, je to hodnota dilezita pro hodnoceni rizik. Obecné lze fici, ze slouCeniny s nizkou pola-
ritou a vysokou hodnotou log P, maji vys$si tendenci k sorbovani se na pudni Castice.(44)

3.8.4.3 Biokoncentrace

Biokoncentrace nastava, pokud je pfijem kontaminanti z vody vysSi nez exkrece. Je Casto
vyjadfena pomoci biokoncentra¢niho faktoru (BCF), coz je vztah mezi koncentraci chemika-
lie v organismu a ve vodé pfi rovnovaze.(45) Byla nalezena korelace mezi BCF alog Kow,
vyjadrend vztahem:

log (BCF) = 0,79 log Kow — 0,4 (Rovnice 2)

Koncentrace 1éCiv ve vodé je primarné fizena molekulovym parcialnim koeficientem (log P)
a pusobi tak na rychlost piijmu chemikalii z vody do organismu. VSeobecné plati, ze pfijem je
vyS§$i u hydrofilnich sloucenin.(46)

3.8.4.4 Bioobohacovani

Bioobohacovani je v podstaté bioakumulace kontaminantd, ktera roste smérem k vrcholu po-
travniho fetézce diky prenosu rezidui Skodlivin z nizSich organismi, které jsou potravou pro
organismy v potravnim fetézci postavené vySe.(47) Bioobohacovani mize byt popsano na
zakladé fugacity. Fugacita je tendence chemikalie pfechazet ze stavajici faze a reprezentuje
hnaci silu pasivniho transportu mezi riznymi fazemi, které maji odliSnou fugacitni
kapacitu.(48) Bioobohacovani muaze hrat rozhodujici roli v transportu chemikalii s pomalym
rozpousténim ze sedimentt diky jejich vychytavani bentickymi organismy a naslednym love-
nim vy§§imi organismy.(49)
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4 METODY STANOVENI LECIV

4.1 Vzorkovani

Vzorkovéani je postup €innosti vedoucich k odbéru reprezentativniho vzorku. Volba vzorkova-
ciho postupu (tj. vybéru schématu vzorkovani a zptisobu odbéru vzorki) se odviji od ucelu
vzorkovani, charakteru vzorkovaného materialu, zpasobu jeho loZeni, popf. od technologic-
kého procesu vzniku materialu, jeho transportu, manipulace s materidlem a zavisi rovnéz na
ukazatelich, které maji byt posuzovany. Pfi rozhodovani muze byt volba postupu vzorkovani
ovlivnéna homogenitou, stabilitou materialu, pozadavky na spolehlivost vyslednych dat, na-
klady na pofizeni vzorku, bezpeCnostnimi podminkami vzorkovéani, dale dostupnosti
a kvalitou odbérového zafizeni, zpusobem jeho dekontaminace a zasadami pro jeho pouziti.
Smyslem vzorkovani (a naslednych zkousek na vzorku) je definovat, ovéfovat, popt. kontro-
lovat platnost urcitého tvrzeni, pfedpokladu apod. Vzorkovani je operaci, pii které ziskavame
informace o vzorkovaném celku pomoci vybéru charakteristik celku-vzorkt.(50)

4.1.1 Obecné problémy vzorkovani

Pfi odbéru vzorku je tfeba si uvédomit, ze nejbéznéjsi priciny nepiesnosti pii vzorkovani ze-
min, kapalin a kall jsou ztraty t€kavosti, biodegradaci, oxidaci a redukci. Nizka teplota snizu-
je ztraty, ale zmrazeni pevnych vzorkl obsahujicich vodu miize zpusobit jejich odplynéni,
rozbiti vzorkd nebo i rozdé€leni nemisitelnych fazi. Anaerobni vzorky nesmi pfijit do styku se
vzduchem, nékteré kontaminanty mohou pii naruSeni zmeénit chemické slozeni (oxidace, roz-
klad, aj.), jiné mohou byt dokonce 1 vybusné. Dalsi problémy vznikaji pti uchovavani vzorku
pred analyzou. Nejvétsi problémy vznikaji pfi odbéru a manipulaci se vzorky tékavych kon-
taminanti. Proto se musi uCinit nezbytna bezpecnosti opatfeni a zvolit vhodny zptsob vzor-
kovani. Obecné by mél byt vzorek okamzité po odbéru premistén do vzorkovnice s minimal-
nim volnym prostorem (head-space) a neprodysné uzavien. Vzorky musi byt ihned ochlazeny
a udrzovany v chladu az do doby analyzy.

Analyza by méla byt provedena v nejkratSim mozném terminu. JestliZze je nutno vzorek pred
analyzou upravovat (napf. extrakci, louzenim apod.), tak tyto operace je tieba provést co
nejdfive po odbéru a takto ziskané vzorky stabilizovat (zménou pH, ptidavkem cinidla, zmra-
zenim, atd.) do doby analyzy. Extrakt je vSak mozno skladovat v chladni¢ce pouze
po predepsanou dobu. Do laboratore dopravime cely pocet odebranych vzorkt najednou, nebo
alespori vétsi ¢ast.(50)

4.1.2 Kontaminace vzorku

VétSina ¢innosti v ramcei vzorkovani a analytiky zivotniho prostfedi nabizi mnoho moznosti
kontaminace puvodniho vzorku.(51) Kontaminaci vétSinou rozumime néco, co je nahodné
pridano ke vzorku béhem vzorkovaciho ¢i analytického procesu. Z toho vyplyva, Ze nasledna
meéfeni mohou ukazat slozeni vzorku v dobé méfeni, nicméné nedokazou postihnout stav
vzorkované matrice v dobé odbéru vzorku. Kontaminace vzorku muize pochéazet z mnoha
zdroju. Je tedy nutno pro jeji kontrolu urcit jednotlivé zdroje kontaminace odpovidajici pouzi-
tym metodam. Vzorky zivotniho prostiedi mohou byt kontaminovany mnoha zpusoby na
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mnoha bodech vzorkovaciho a analytického procesu. Kontaminace muze nastat v lokalité pfi
odbéru vzorka, pfi manipulaci se vzorky, pii jejich konzervaci, adjustaci, ulozeni ¢i transportu
do laboratote. Po pfichodu do laboratofe je mozna kontaminace pii ulozeni, manipulaci, zpra-
covani, stejné tak jako pfi vlastnim analytickém procesu.(50)

Kontaminace odbérovym zafizenim je velmi Castym zpusobem kontaminace mnoha typu
vzorkd zivotniho prostiedi. Bud’ je vzorkovaci zafizeni zhotoveno z nevhodného materialu,
ktery pifimo kontaminuje vzorek latkou obsazenou v tomto materialu, nebo muiize jit o kiizo-
vou kontaminaci zpusobenou nevhodnym ¢i nedostateCnym CiSténim vzorkovaciho
nacini.(50)

Dal§im moznym zdrojem kontaminace jsou pouzivané vzorkovnice: bylo zji§téno, ze jak line-
arni PE, polykarbonaty, tak teflony rtiznych typi mohou byt zdrojem kontaminace té€zkymi
kovy. Proto se k ukladani vzorkd pevnych, kapalnych a pastovitych (kalti) pro analyzu na
organickeé latky doporucuje pouzivat sklenéné vzorkovnice.(50)

Doporuceny zpusob Cisténi vzorkovnic pro minimalizaci stop organickych latek zahrnuje vy-
myti detergenty nebo kyselinami, oplach vodou bez obsahu organickych latek a nasledné su-
Seni v peci (susarng). Pti rozvazovani vhodného postupu Cisténi je nezbytné zahrnout do tivah
viechny typy analyz, kterym bude vzorek (& subvzorek) z dané vzorkovnice podroben. Cisté-
ni vhodné pro jeden typ analyzy (analytu) maze byt nedostacujici ¢i dokonce kontaminujici
pro jiny typ analyzy ¢i kontaminantu. Mlze jit o uvolnéni kontaminantu metodou cisténi, kte-
ra je prili§ , silna“, ¢i naopak Cistici prostifedek muaze byt sam o sob& kontaminantem.(50)

Dalsi moznou cestou kontaminace je kontaminace vzorkt pfi ulozeni ¢i transportu diftzi skr-
ze vzorkovnici. Tyka se to naptiklad vzorkd s vysokou a nizkou koncentraci uloZzenych spo-
lecné (v blizkosti). Variantou je transport vzorkd spolu s koncentrovanym kontaminantem
(analytem).(50)

Béhem pripravy a zpracovani vzorkl v laboratofi se zvySuje poCet moznosti kontaminace
s kazdym manipulaénim krokem, at’ se jiz jedna o extrakci, prekoncentraci, ¢i déleni vzorku.
Kazdy krok souvisejici se zpracovanim vzorka tedy zvysuje riziko jejich kontaminace.(50)

Carry-over a pamétové efekty zpusobené naslednou analyzou rizné koncentrovanych vzorka
jsou velmi Castou pii¢inou kontaminace v plynové i kapalinové chromatografii, pfi spektro-
metrickych metodach, stejné tak jako kontaminace zptsobena pienosem analytt nastfikovym
zafizenim (stfikackou, pipetou apod.). Kontaminace vyc¢isténého zafizeni je t€Z mozna napfi-
klad kontaktem s krytem analytického pfistroje, rukou apod.(50)

4.1.3 Vzorkovaci zarizeni pro kapaliny

Vybér typu a materialu vzorkovnice je velmi dulezitym kritériem pro zachovani a udrzeni
kvality odebraného, transportovaného a ulozeného vzorku. Vybér vzorkovnice zavisi na typu
matrice, potencialnich kontaminantech (analytech), které mohou pfichazet do tivahy, pozado-

vanych analytickych metodéach a vnitinich ptedpisech laboratote pro zajisténi kvality.(50)
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Vybér vhodného materialu vzorkovnice pomuze zajistit, ze budou zachovany jak fyzikalni,
tak chemické parametry piivodniho odebraného vzorku. Pro odbér potencialné nebezpecnych
vzorka je Casto vhodnym materialem vzorkovnice sklo, protoze je inertni k vétSiné materiali.
Plastové kontejnery nejsou (z pohledu vétSiny vzorka) doporuceny, protoze existuje nebezpe-
¢i uniku napriklad plastifikatori ¢i tézkych kovl do vzorku (neboli kontaminace vzorku mate-
rialem vzorkovnice). V pfipadé vzorkt obsahujicich silné zasady ¢i roztoky kyseliny fluoro-
vodikové mohou byt vhodné&jsi plastové vzorkovnice, nebot’ sklenény material mize byt t€émi-
to roztoky narusovan a mohou se vytvaret sorpéni mista na povrchu vzorkovnice, v horSim
pfipadé mize dojit k zamrznuti zabrust ¢i uplné destrukci vzorkovnice. Barva vzorkovnice
muize zaviset na pouzité analytické metodé. Kdekoliv je mozno, mél by byt pouzit hnédy obal,
ktery vylucuje ¢i vyrazné snizuje rozklad ¢i zmény vlastnosti vzorku zptisobené ptuisobenim
svétla (pfip. jiné barvy plnici tento ucel). Pokud nejsou barevné vzorkovnice k dispozici, je
tieba vzorky chranit pfed pasobenim svétla pfi vSech manipulacich s nimi, tedy pfi transportu,
ulozeni apod.(50)

Kapaliny jsou diky jejich skupenstvi relativné dobte odebratelné, nicmén¢ ziskani reprezenta-
tivniho vzorku je vyrazné obtiznéj§i. Hustota, rozpustnost, teplota, proudéni a mnozstvi ostat-
nich mechanismu zapficiniuje zmény ve slozZeni jak v Case, tak i v prostoru. Vzorkovaci zafi-
zeni na odpadni vody byva bézné konstruovano pro odbér vodnych vzorkd z piitokovych
a odtokovych zdroji daného zpracovatelského zavodu. Vzorky je mozno odebirat ruéné ¢i
automatickymi vzorkovaci.(50)

4.1.3.1 Rucni odbéry

Vyznacuji se (vétSinou) minimalnimi naklady na vzorkovéni. Lidsky faktor je kliCovym
k provedeni uspésnych odbéra ¢i naopak zaneseni chyby pii jakémkoliv programu manualni-
ho vzorkovani. Tento typ vzorkovani je velmi vhodny pro odbér malého mnozstvi vzorkd,
nicméné se vzrastajicim poctem vzorku (rutinni dlouhodobé odbéry, popt. velké objemy) na-
rasta ¢asova i financni narocnost.(50)

4.1.3.2 Automatické vzorkovani

Automatické vzorkovace jsou vyhodngjsi kvuli efektivité nakladi, viceucelovosti, spolehli-
vosti, zvySenym moznostem, vétsi vzorkovaci Cetnosti a pfizpusobivosti vzorkovani specific-
kym pozadavkam (kupf. povoleni na vypousténi vod). Jsou dostupné s mnoha riznymi Grov-
némi slozitosti, odolnosti a uzitnych vlastnosti (a samoziejmé nakladi). Nicméné zadné au-
tomatické zafizeni neni (zatim) idealn€ vhodné pro vSechny situace.(50)

4.2 Uprava vzorku

Odebrany vzorek vody se nejprve prefiltruje pres membranovy filtr (0,45 um) pokryty filtrem
ze skelnych vldken GF 8, aby se tak zabranilo ucpani membranového filtru.(52) Neni vhodné
pouziti papirovych filtri, protoze by doslo k zachyceni analytu ve filtru. Pokud se okamzité
nepiistupuje k extrakci, jsou vzorky skladovany pfi teploté 4 °C v lednici. Je nutné zajistit,
aby nedoslo k degradaci sledovaného analytu. Doporucena doba zpracovani vzorka je do tii
dni.(53)
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4.3 Extrakce

Extrakce je separa¢ni metoda, pii které prechazi slozka ze smési latek v kapalné ¢i tuhé fazi
do jiné kapalné faze (rozpoustédla). Extrakéni metody jsou vhodné zejména pii zpracovani
tepelné labilnich latek, protoze se daji provadeét, na rozdil od destilace nebo sublimace za
normalnich teplot nebo v chladu. Pro popis pouzivame nejCastéji Nernstav zakon:

_ (e .
N o (Rovnice 3)

kde (cy)r a (c)r 0znaCuji rovnovaznou koncentraci (latkovou nebo hmotnostni) rozpusténé
latky X v extrak¢nim cCinidle aroztoku. Je-li my am; hmotnost rozpusténé latky pred a
po extrakci a jsou-li V' a J objemy extrakéniho Cinidla a roztoku, pak plati (54):

74
= mO .
V+KNVE

my (Rovnice 4)

4.3.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction — LLE) pfedstavuje nejjednodussi tech-
niku frakcionace, preCisténi a zkoncentrovani cilovych analyti surového extraktu nebo muze
predstavovat prvni extrakéni krok u kapalného vzorku. Tato metoda je zalozena na rozdélova-
ni rozpusténych analytd (analytu) mezi dvé v podstaté nemisitelna rozpoustédla; prvnim byva
v prevazujicim poctu pripadi voda, ve druhém odpovidajici, dostatecné€ nemisitelna organicka
rozpousteédla.(55)

4.3.2 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi (solid phase extraction) je technika pfipravy vzorkd, jejiz vyznam neusta-
le roste. Pfi pouziti SPE se lze vyhnout fad¢€ problému, které jsou jiz tradi¢né spojovany
s dalsi metodou pripravy vzorkd, s extrakci kapalina-kapalina. Nejdilezitéjsi vyhodou oproti
této metodé je snizeni spotieby organickych rozpoustédel, ktera jsou Casto fazena mezi latky
jedovaté, nicici ozonovou vrstvu, ale 1 jinak nebezpecné.(56)

Metoda je zalozena na rovnovazné distribuci analytu mezi vodu a tuhou fazi, pficemz rovno-
vaha je posunuta ve prospéch tuhé faze. Pouziva se v pripadech, kdy koncentrace polutantti ve
vodé je niz8i, nez je mez stanovitelnosti pouzité analytické metody nebo kdyz vysoka koncen-
trace interferujicich latek znemoziuje pfimé stanoveni.(57)

Princip extrakce tuhym sorbentem spociva v tom, Ze roztok analytu ve vodé se privede
do kontaktu s tuhym sorbentem, ktery siln€ sorbuje analyt, ale v mife co nejmensi ostatni
slozky roztoku. Po oddéleni sorbentu od roztoku je zachyceny analyt uvolnén bud’ zahfatim,
nebo eluci rozpoustédlem. K extrakci tuhym sorbentem lze pouzit jak usporadani statické, tj.
michani roztoku analytu se sorbentem a odfiltrovani sorbentu, tak i usporadani dynamické.
V tomto provedeni protéka roztok vzorku pres sorpcni kolonku malych rozmért, ktera obsa-
huje fadoveé miligramy az gramy vhodného sorbentu. Priitok vzorku je umoznén bud’ gravita-
ci, nebo pozitivnim tlakem na vstupu kolonky (Cerpadlem, injekéni stiikackou), pfipadné ne-
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gativnim tlakem (pfipojenym vakuem na jejim vystupu). V soucasnych aplikacich prevlada
dynamické uspotadani.(57)

4.3.2.1 Sorpéni kolonky

Hlavnim prvkem v dynamickém uspotadani je sorpéni kolonka, ktera ma obvykle délku 10 az
20 mm, vnitini pramér 2—4,6 mm a je naplnéna sorbentem o velikosti ¢astic 20-50 pum. I kdyz
tato kolonka muaze plnit soucasné nékolik funkci, jejim hlavnim ukolem je zkoncentrovani
analytu. Proces extrakce se sklada z téchto kroku:

1)

2)
3)

4)
5)

Aktivace sorbentu — solvatace faze vazané na povrchu sorbentu, aktivace ménice iontu
apod., s naslednym vymytim pfebytku Cinidla. U né€kterych sorbentt je tento krok vy-

nechan.

Aplikace vzorku — analyt je z vétsi ¢asti oddélen od matrice vzorku.

Promyti sorbentu — slouzi k odstranéni interferujicich slozek bez toho, ze by byl eluo-
van analyt. U malo zadrzovaného analytu mize byt tento krok vynechan a sorp¢ni ko-
lonka se zbavi zbytku vody profoukanim plynem.

Desorpce koncentrovaného analytu — desorpcni techniky.
Regenerace sorbentu — v fad¢€ pripadi se nevyzaduje; kolonky jsou Casto konstruovany

pro jedno pouziti.(57)

3 i = G =
(=) =] =] T

PREDUPRAVA KOLONKY

- promyvani kolonky (sorbentu) pied

davkovanim vzorku

DAVKOVANI VZORKU
] 1zolovana latka

A o rusici sloZky matrice

PROMYVANI

- odstranéni nezadouci slozky
matrice vzorku z kolonky

ErLuce

- ¢ista a nakoncentrovana latka je

vymyta, nezadouci slozka zistava
sorbovana na kolonce

Obrazek 17: Schéma priibéhu SPE(58)
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Namisto sorpcni kolonky je mozné pouzit extrak¢ni disk, coz je sitka z teflonu nebo ze skel-
nych vlaken, ve které je zakotveno asi 90 % hmotnosti silikagelu modifikovaného skupinami
C18 nebo C8, popt. hydrofobniho kopolymeru.(57)

Pred vybérem vhodného sorbentu je tieba zjistit co nejvice dat o vzorku, tzn. uvazit vlastnosti
matrice a analytu, ana zakladé téchto znalosti potom zvolit typ faze a velikost kolonky
(Tabulka 6).(56)

Obrdzek 18: SPE kolonky se sorbentem (56)

Mnozstvi sorbentu, které ma byt pouzito, se fidi pomémé jednoduchymi pravidly:
a) obracené a normalni faze, adsorbenty — obsah analytl, které maji byt zachyceny by
nemel byt vétsi nez 5 % hmotnosti sorbentu

b) iontoménice — je tfeba pocitat s iontové vymeénnou kapacitou sorbentu (56)

Tabulka 6: Pravidla pro volbu velikosti kolonky nebo priméru disku

Mnozstvi vzorku Velll:msf ko‘lonky Mnozstvi sorbentu
(prumér disku)
<1ml 1 ml 50 mg/ 100 mg
1 ml — 250 ml, pomala extrakce 3ml 500 mg
1 ml — 250 ml, rychla extrakce 6 ml 500 mg
10 ml — 250 ml, velka kapacita sorbentu 6, 12,20, 60 ml 1,2,10g
<1 litr 6, 12,20, 60 ml 1,2,10¢g
100 ml — 1 litr 47 mm disk -
> 1 litr, velka kapacita sorbentu 90 mm disk —

4.3.2.2 Typy sorbenti

Mechanismus retence v SPE je stejny jako v kapalinové chromatografii, a proto i pouzivané
sorbenty jsou vlastné velice podobné. Pouzivaji se chemicky obracené vazané faze na bazi
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silikagelu, normalni faze a iontové vyménné faze, ale i cela fada dalSich sorbenti (Tabulka
7).(56)

Aktivni uhli je pouzivano pro sorpci z vody pomérn€ malo. U nékterych latek (napi. fenoll)
dochazi ¢astecné k nevratné sorpci s pfedpokladanou tvorbou pryskyfic. Aktivni uhli mé vy-
bornou schopnost zachycovat aromatické uhlovodiky, chlorované aromatické uhlovodiky
apod. Pii zachytu polycyklickych aromatickych uhlovodiki z vody dosahuji hodnoty distri-
buénich konstant Kp > 10° 1.kg™". Problémy nevratné sorpce se vyskytuji i v téchto piipa-
dech.(57)

Silikagel modifikovany alkylsilany a polymerni sorbenty maji podobny charakter jako aktivni
uhli. Pfednostné se sorbuji nepolarni nebo malo polarni analyty, zatimco disociované slozky
jsou zadrzovany minimaln€é. Povrchové vazané alkylsilany siln€ zadrzuji slozky s slouhymi
alkanickymi fetézci, ale polymerni sorbenty na bazi styrenu a divinylbenzenu zadrzuji nejvice
aromatické analyty. Pro sorpci polycyklickych aromati z vody jsou polymerni sorbenty jen o
malo méné ucinné nez aktivni uhli. Pfitom voda ma na nich malou retenci a da se snadno od-
stranit. Jejich dalsi vyhoda spociva v tom, ze na rozdil od modifikovaného silikagelu nejsou
poskozovany mobilnimi fazemi v Sirokém rozmezi pH. Tato vlastnost je také duilezita pfi
koncentrovani slozek, které ve vodé disociuji. Disociaci kyselych latek potlacujeme pridav-
kem kyseliny; u latek bazickych upravujeme pH roztoku analytu do oblasti alkalické. Poly-
merni sorbenty maji vyznam pro koncentrovani latek bazickych, protoze modifikované sili-
kagely jsou nestabilni jiz pfi pH = 8,0.

Meénice iontd jsou sorbenty, které obsahuji funk¢éni skupiny iontové povahy s nabojem. Tyto
sorbenty zadrzuji z roztoku ionty s opacnym nabojem, nez je naboj funkéni skupiny iontomé-
niCe. Pro separaci protonizovanych bazi se pouzivaji ménice kationti obsahujici fuk¢ni skupi-
ny se zapornym nabojem, jako napf. - SO3. M¢enice kationtd tohoto typu jsou v literatuie
oznacovany jako silné a ve firemnich nazvech se u nich objevuje zkratka SCX (strong cation
exchanger). Slabé ménice kationti nesou nejcasté€ji skupiny - COO~. Ke zkoncentrovani diso-
ciovanych kyselin z vodnych roztokd uzivame ménice anionttl, které nesou funkéni skupiny
- NR% (silné ménice aniontd SAX), nebo - NH, (slabé ménie anionti WAX). Nosi¢em
funkc¢nich skupin maze byt bud’ kopolymer styren-divinylbenzen, nebo silikagel. Ménice ion-
t8 na polymernich nosiéich maji vyssi kapacitu (az 5 mmol.g™") a lepsi chemickou odolnost,
ale jejich mechanické vlastnosti nebyvaji nejlepsi. Také méni sviij objem s tim, jak se méni
jejich nabotnani v riznych mobilnich fazich. Problémy s rychlosti difuze uvniti ¢astic jsou
stejné jako u polymernich sorbenti. Ménice iont na bazi silikagelu s navazanymi iontovymi
skupinami maji vynikajici mechanické vlastnosti a jsou vhodné pro vysokoucinnou kapalino-
vou chromatografii. Jejich kapacita je niz§i (do 1 mmol.g™") v porovnani s pfedchozim typem
a jsou chemicky stalé pouze v rozmezi pH 2-8. Pro extrakci tuhym sorbentem jsou vhodnéjsi
meénice ionth s funkcnimi skupinami na polymernich nosicich, nebot’ maji vétsi kapacitu.(57)
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Tabulka 7: Priklady pouziti jednotlivych typu sorbenti (58)

Princip Adsorbent Vzorek Elucni rozpoustédlo
PAH, PCB ici .
Nepolarni C18, C8, fenyl, e CB, pe§t1c1dy, ) hexan, dichlormethan,
antibiotika, aflatoxiny, kofein, .
extrakce CN o e acetonitril, alkoholy
nikotin, vitaminy
o o .. ) i- a trichl h
Polarni silikagel, NH,, | antibiotika, pesticidy, steroidy, di atrlc, ormethan,
o . ethylacetat, alkoholy,

extrakce CN, OH vitaminy, aflatoxiny voda
Kationtova | siln€ kysely katex aminokyseliny, chlorofyl, kyseliny, roztoky soli,

vymeéna (SA) PCB pufry
Aniontova bazicky anex organické kyseliny, kofein, zasady, roztoky soli,

vyména (SB, NH,, DMA) sacharin pufry
Extrakce ve CN/SiOH, PAH z pady a vody, PCB

_y , o ey chloroform, aceton,
smeésném NH,/C18, z odpadnich olejt, télni ethvlacetat. methanol
modu SA/SiOH tekutiny Y :
larni ..

Nepolarni PS-DVB fenoly a pesticidy z vody, ethylacetat, methanol,

extrakce na oo .
kopolymer PAH z oleji acetonitril

polymeru

4.3.3 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

Mikroextrakce tuhou fazi (solid phase microextraction) je jednoducha aucinnd sorpcné-
desorpéni technika zakoncentrovani analytu. Principem je expozice malého mnozstvi sorben-
tu, tj. extrakeni faze, nadbytkem vzorku.

Cilem veétSiny pouzivanych metod pfipravy vzorki pfed analyzou je ziskani analytu
v dostate¢ném, detekovatelném mnozstvi, bez nezadoucich piimési. V ptipadé SPME jsou
analyty sorbovany na vlakné, dokud neni dosazeno rovnovahy.

Metoda SPME se pouziva jak pro stanoveni kvalitativni, tak i pro stanoveni kvantitativni.
Presnost a spravnost vysledki je ovlivnéna celou fadou faktor. SPME metoda poskytuje li-
nearni kalibracni kiivku v Sirokém koncentraénim rozmezi. Volbou vhodného typu vlakna lze
dosahnout reprodukovatelnych vysledkt i pro nizké koncentrace analyti.(59)

Podstatou SPME je kifemenné vlakno pokryté riznymi typy stacionarni faze, které se lisi pola-
ritou 1 sorpCnimi vlastnostmi. Nevazané faze jsou stabilni v organickych rozpoustédlech misi-
telnych s vodou, ve kterych mohou slabé bobtnat. Nikdy nesmi byt Cistény nepolarnimi orga-
nickymi rozpoustédly. Vazané faze jsou stabilni ve vSech organickych rozpoustédlech.
V nékterych nepolarnich rozpoustédlech mohou slabé bobtnat.(59) Chlorovana rozpoustédla
mohou rozpousteét epoxidova lepidla pouzivana k lepeni vlaken.(59) Specidlni pozornost je
tteba vénovat pii praci svlakny PDMS/DVB a CW/DVB. Muze zde dojit i ke stazeni
vrstvy.(59)
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Tabulka 8: Prehled SPME vlaken (59)

Stacionarni faze Tloustka Uréeno pro Doporucené analyty
vrstvy [um] | chromatografii
100 GC/HPLC tékave latky
PDMS 30 GC/HPLC nepolarni, stfedné tékavé latky
7 GC/HPLC slabé pol. az nepol. stf. tek. latky
65 GC polarni latky
PDMS/DVB 60 HPLC obecné pouziti
PA 85 GC/HPLC polarni, stredné tékavé latky
CAR/PDMS 75 GC stopové koncentrace tékavych latek
CW/DVB 65 GC polérni latky
CW/TPR 50 HPLC povrchové aktivni latky
DVB/CAR/PDMS 50/30 GC tékavé a sti. tekave latky (C3-C20)

46



4.4 Molekuldrni absorpcni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Spektrofotometrie patii k nejvyuzivan€jSim instrumentalnim metodam v analytické praxi. Jde
o optickou metodu, ktera je zaloZzena na sledovani absorpce elektromagnetického zareni
z oblasti UV pripadné VIS (200—800 nm) molekulami analytu v roztocich. Spektrofotometrii
1ze pouzit i pro méfeni koncentrace plynd, ale tato oblast je odlisna od UV-VIS spektrofoto-
metrie v roztocich.(60)
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Obrazek 19: Spektrum elektromagnetického zareni (61)
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Tabulka 9: UV-VIS oblast elektromagnetického zatfeni (62)

Oblast Rozsah [nm]
Fialova 400-420
Indigo 420440
Modra 440-490
VIS Zelena 490-570
Zluta 570-585
Oranzova 585-620
Cervena 620780
UVA 400-315
uv UVB 315-280
UuvC 280-100

4.4.1 Absorp¢ni spektrum

Principem spektrofotometrie je interakce mezi elektrony umisténymi ve vazebnych piipadné
nevazebnych orbitalech molekuly s fotony UV-VIS zafeni. Energie tohoto zafeni excituje
elektrony v téchto orbitalech do vyssi energetické hladiny, pfi¢emz dojde k pohlceni (absorp-
ci) ur¢itého mnozstvi zafeni o konkrétni energii a tedy 1 o konkrétni vinové délce. Absorbuje
se vzdy ta Cast elektromagnetického zafeni, kterd svou energii odpovida prechodu elektronu
ze zékladni hladiny na excitovanou hladinu.(60) Proto molekulova absorpéni spektra
v ultrafialové a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra.

Molekulové orbitaly (MO) vznikaji pfi tvorbé vazby z atomovych orbitalt (AO). Ze dvou AO
se vytvori dva MO. Jeden ma niZsi energii nez puvodni AO a nazyva se vazebny MO, druhy
ma vySS§i energii, nazyva se antivazebny MO a v zapisu se oznacuje hvézdickou. Vazebny
elektronovy par se v zakladnim stavu nachazi ve vazebném MO. Do antivazebného MO mize
prejit elektron pfi absorpci energie, kterd alesponi odpovidd rozdilu energii mezi ob&ma
MO.(63)

Elektronové absorpcni spektrum je zavislost absorbance na vinové délce. Vzhledem
k zavislosti absorbance na koncentraci se pro ucely srovnavani spekter pouziva zavislost loga-
ritmu moléarniho absorpéniho koeficientu na vinové délce.

Vnitini energie molekuly je dana souCtem tii druht energii: elektronové, vibracni a rotacni.
Tyto energie nabyvaji jen ur¢itych diskrétnich hodnot odpovidajicich hladinam energie. Mezi
zékladni a excitovanou elektronovou hladinou je velky rozdil energii (10> kJ.mol ). Dosta-
teCnou energii nesou fotony zultrafialové nebo viditelné oblasti spektra. Fotony
z infraCervené oblasti maji niz§i energii, proto jejich absorpce jiz nemiZze vést ke zménam
elektronovych stavii molekul.(63)
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Obrazek 20: Srovnani atomového a molekulového absorpcniho spektra (64)

Molekula se za béznych podminek nachazi na zakladni vibracni hladin€ ajeji elektrony
nejsou excitovany. Absorpci fotonu pfijme energii, ktera vede k ptfechodu elektronu na exci-
tovanou hladinu a molekula piejde na jednu z mnoha vibracnich a rotacnich hladin (Obrazek
20). Tak je mozna absorpce fotont jen o malo se liSicich energii a vytvareni velmi blizkych
absorpcCnich ¢ar ve spektru, které splyvaji v pas (Obrazek 21).(63)
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Obrazek 21: Pasové absorpcni spektrum (65)
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4.4.2 Interakce molekuly s UV/VIS zarenim

UV-VIS spektrofotometrie je metoda, kterd umozni stanovit konkrétni analyt, pokud alespoil
cast molekuly analytu absorbuji UV nebo VIS zafeni. To znamena, ze musi obsahovat usku-
peni atomt nebo funk¢ni skupiny, které jsou za tuto absorpci zodpovédné — tzv. chromofory
(Tabulka 10). Chromofory byvaji bud funk¢ni skupiny, nebo to mohou byt i nékteré typy
vazeb, napf. nenasycené vazby. Takové chromofory jsou obsazeny zejména v organickych
latkach a mizeme pfimo sledovat absorpci UV-VIS zareni takovymi latkami a pfimo je sta-
novit. Spektrofotometrie se ale velmi Casto vyuziva 1pro stanoveni kovovych iontu
v roztocich. Kovy vét§inou nemaji vhodny chromofor (s vyjimkou nékterych barevnych ko-
vovych iontd), a proto se nechaji zreagovat s vhodnym organickym komplexotvornym cini-
dlem za tvorby barevného komplexu, ktery absorbuje VIS zareni.(60)

Tabulka 10: Priklady chromoforti (62)

Chromofor Amax [nM] | €ma [Lmol ".cm™'] | Typ piechodu
Cc-C <180 1000 c— c*
C—H <180 1000 c— c*
Cc=C 180 10 000 n—n*

C=C—C=C 220 20 000 n—n*

benzen 260 200 T — ¥
anthracen 380 10 000 T — ¥
C=0 280 20 n— n*
N=N 350 100 n— n*
N=0 660 200 n—n*
350 30 n — *

=C-C=0 220 20 000 ot

4.4.3 Lambert-Beeruv zakon

Metoda absorp¢ni spektrofotometrie zjiStuje, pro které vinové délky a do jaké miry vzorek
pohlcuje (absorbuje) ultrafialové nebo viditelné zareni. Nechame-li na vzorek dopadat mo-
nochromatické zateni, poklesne v disledku absorpce ptavodni zativy tok dopadajiciho paprsku
1o na niz$i hodnotu /;.

T= ;—1 (Rovnice 5)
0

Pomér obou zafivych tokd 7 (zanedbame-li ztraty vzniklé rozptylem a odrazem na sténach
kyvety) se nazyva propustnost (transmitance). Propustnost nezavisi na velikosti dopadajiciho
zativého toku. Dekadicky logaritmus prevracené hodnoty propustnosti se nazyva absorbance
A:

A=-logt (Rovnice 6)
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Zavislost propustnosti nebo absorbance na vinové délce zareni predstavuje absorpéni spekt-
rum vzorku.(66)

Obrazek 22: Prostup zdreni absorbujicim prostredim (67)

Absorbance roztoku absorbujici latky je pfimo umérna jeji hmotnostni koncentraci ¢
a tloust’ce promeéfované vrstvy roztoku /. Tato zavislost je oznaCovana jako Lambert-Beertv
zakon a je mozno ji zapsat ve tvaru

Ay = aylc (Rovnice 7)

kde o, se nazyva absorpéni koeficient. Jestlize se hmotnostni koncentrace vyjadri
v jednotkach g™ a tloustka vrstvy v cm, je rozmér absorpéniho koeficientu 1.g™".cm™. Vy-
jadiime-li koncentraci v jednotkach mol.1™", ziskame hodnotu molarniho absorpéniho koefici-
entu ¢, (jednotky L.mol ".cm™). Absorpéni koeficient je veli¢ina charakteristicka pro danou
latku v daném prostiedi a podobné jako absorbance zavisi na vinové délce, pii které provadi-
me meéteni.(66)

4.4.4 Instrumentace

Pfistroje, které se pouzivaji k méfeni intenzity zafeni v ultrafialové nebo viditelné oblasti
spektra se nazyvaji fotometry nebo spektrofotometry. Fotometry jsou jednodussi a pouzivaji
k vymezeni uzkého pasma vinovych délek filtry. Spektrofotometry pouzivaji mfizkovy mo-
nochromator, ktery dovoluje kontinualné¢ meénit vinovou délku méfeni v Sirokém intervalu.
Vsechny fotometry a spektrofotometry sestavaji ze tii zakladnich Casti: a) zdroje zafivé ener-
gie, b) filtru nebo mfizky pro izolaci uzkého pasma zarivé energie, c) detektoru meticiho zafi-
vou energii propuSténou vzorkem. Mezi filtr, resp. miizku a detektor se vklada kyveta
s roztokem méfeného vzorku.(68)
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Tabulka 11: Typy kyvet pro UV-VIS spektrofotometrii (62)

Spektralni oblast Material Rozsah A [nm]
Uv kifemenné sklo 150-3 000
VIS sklo 375-2 000
plast 380-800

4.4.4.1 Zdroje zdreni

Nejpouzivanéj§im zdrojem svétla je zarovka s wolframovym vlaknem.(68) V ptitomnosti jodu
nebo bromu v plynové naplni lampy dochazi pii teploté vétsi nez 250 °C ke zplynéni, k reakci
s vypafenym wolframem na tékavy halogenid wolframu, ktery se na vlakné pti vysoké teploté
znovu rozlozi a halogen se opakované zacleni do reak¢éniho cyklu. Kvuli vysoké teploté je
obal lampy zhotoven z kifemene, coz ma za nasledek posun funkce lampy ke krat§im vinovym
délkam, vyssi intenzitu zafeni a zivotnost lampy.(69) Emitovana svételné energie pii zhaveni
vlakna na 2 000 °C téméf nezasahuje do oblasti viditelného spektra (Obrazek 23). Teprve pii
teploté wolframového vlakna 3 000 °C lze pouzit wolframovou zarovku jako zdroj v celém
rozsahu viditelného spektra. Nicméné v intervalu 400-500 nm je signal velmi slaby a bez ze-
silovace nepouzitelny. Pii 4 000 °C je emitované zareni wolframového vlakna dostate¢né sil-
né 1 ve stitedni UV oblasti spektra. Tento rozsah ale nelze pouzit, protoze bod tani wolframu je
3 600 °C, takze zhaveni wolframového vldkna nesmi piekrocit 3 500 °C. Za téchto okolnosti
je emitované zafeni dostatecné ve viditelné oblasti, ale v blizké UV oblasti je zapotiebi pouzit
zesilovac a pro stiedni UV oblast je wolframova zarovka nepouzitelna.(68)

UV IR Spektralni distribucni

krivky W zarovky

b.t. W ~ 3600 °C

3000 °C
2000 °C
|, |

200 600 1000 1400 1800 2200 2600
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Obrazek 23: Spektrdalni distribucni kiivky wolframové Zdrovky (68)
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Kromé zarovky se pouzivaji vybojky deuteriové (190 az 375 nm), xenonové a rtutove.(68)
Nizkonapétové deuteriové vybojky pouzivaji napéti 40 V, zatimco vysokonapétové az
2 500 V. Tlak deuteria ve vybojce je 27 az 660 Pa. Spektrum deuteriové vybojky je monoton-
ni (bez vykyvill) v oblasti 165 az 375 nm a nazyva se kontinuum. Pouziva se v rozsahu od
165 nm (lity kiemen) nebo 200 nm (bézny kiemen). Pfi vlnovych délkdch mensSich nez
185 nm jiz dochézi k absorpci zafeni vzduchem a proto se vzdalend UV oblast ve spektrofo-
tometrech bézné konstrukce nepouziva.(68)

Xenonova vybojka poskytuje velmi silné svétlo v blizké UV oblasti, a proto je oblibenym
zdrojem svétla v rutinnich analyzatorech a fluorimetrech. Vybojka pouziva nizké napéti, ale
vyboj mezi 8 mm vzdalenymi wolframovymi elektrodami vznika pii vysokém tlaku xenonu
(1-3 MPa). Velmi intenzivni zafeni v IR oblasti vyzaduje, aby méla vybojka vodni plast.
V kvalitnich spektrofotometrech se tento svételny zdroj nepouziva, protoze je nestabilni
a s vysokym rozptylem zareni.(68)

4.4.4.2 Vinové selektory

Zdroje zareni méni svou vystupni intenzitu toku s vinovou délkou. Pro selektivitu, spravnost
a citlivost vSech meéfeni je nutné vybrat uzké pasmo vinovych délek, vyzafovanych ze Siro-
kospektralniho zdroje. K tomu ucelu se obvykle pouzivaji interferencni filtry, které pracuji na
principu mnohonéasobné interference mezi plochami s vybornymi odrazovymi vlastnostmi,
nebo reflexni mfizky. Monochromator tvofi: vstupni §té€rbina vymezujici svazek heterochro-
matického zareni, mfizka jako rozptylovy prvek a vystupni Stérbina, propoustéjici pasmo svét-
la blizké nominalni vinové délce.(68)

Eseletova mfizka je sklenénad deska s napafenou vrstvou kovu (Al, CutSn) na jedné strané
a opatfena velkym poctem tvarovanych vrypt na druhé stran€. Sklo odrazi i zafeni v daleké
UV oblasti (< 100 nm). Vzdalenost mezi vrypy ma byt stejného fadu jako vinova délka poza-
dované oblasti monochromatického zareni (600-1200 vrypd na mm pro UV a VIS). Na vry-
pech dochazi k difrakci, ohybu a interferenci a monochromatické zareni rtznych vinovych
délek vychazi z miizky pod riznymi thly. U tvarované miizky se vétsi Cast energie zafeni
soustfedi do uhlu, ktery odpovida zrcadlovému odrazu od plosky eSeletu, vzdy pro urcitou
vlnovou délku afad zéafeni — uhel odlesku (maximalni odrazivost) aje konstantou miizky.
V praxi se pouzivaji repliky primarni mfizky z epoxidové pryskyfice, dodatecne aluminizova-
né.(69)

4.4.4.3 Detektory

Ve spektrofotometrii UV a VIS se pouzivaji detektory fotond. Pouzivaji se predevsim materi-
aly polovodicového typu, kde elektrony, excitované fotony, prechazeji do vodivostniho pasu
nebo do vakua.(69) Detektory tedy prevadéji zafivou energii na elektrickou. K zakladnim

typum patii fotonky, fotonasobice a diodova pole (Obrazek 24).

Ve fotonkach se elektrony uvolnéné z fotokatody po dopadu fotonti pohybuji k anodé ucin-
kem saciho napéti. Fotonky mohou byt evakuované nebo plnéné plynem. Ve vakuovych fo-
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tonkach je fotoelektricky proud umémy toku zafeni. Jsou-li fotonky plnéné plynem, mohou
elektrony z katody ionizovat jeho molekuly a tim dochézi k zesileni fotoelektrického proudu.

Fotonasobice jsou usporadany tak, ze elektrony dopadnou po ozafeni fotokatody na prvni ze-
silovaci elektrodu (dynodu), kde je pocet fotoelektronti nasoben sekundarni emisi. Takovych
dynod je ve fotonasobici 10 i vice a vysledny efekt zesileni mtze byt i nékolik miliond. Takto
lze méfit az 200krat slabsi intenzitu svétla, nez v kombinaci fotonka se zesilovacem.

V detektoru diodového pole je svétlo rozptylovano miizkou na pole mnoha svétlocitlivych
diod a vznikd napéti, které je prevedeno na digitalni signal. Tyto detektory umoziiuji meéfit
soucasné celé spektrum. RozliSovaci schopnost jednotlivych diod je lepsi nez 1 nm. Analyza-
tory maji 8 az 16 diod v mistech, kde fixovand mfizka odrazi svétlo vhodné vinové délky.
V HPLC (high performance liquid chromatography) mohou mit detektory i vice nez 300 diod
a pracovat v rozsahu 200-700 nm. Odecitani celého spektra je extrémné rychlé (naptf. 12
ms).(68)
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Obrazek 24: Detektory v UV-VIS spektrofotometrii: a — fotonka, B — fotondsobic¢, C — polovo-
dicovy detektor (64)

4.4.4.4 Zakladni usporadani pro UV-VIS spektrofotometrii

Zakladni usporadani pfistrojovych prvki mize byt dvoji: jednopaprskové a dvoupaprskové.
U jednopaprskovych pristroji (Obrazek 25) prochazi svétlo ze zdroje kondenzorovym systé-
mem na vstupni Stérbinu monochromatoru, projde kyvetou a detekuje se napt. fotonkou. Pri
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vlastnim meéfeni je tfeba vzdy nastavit vinovou délku, poté pii zakrytém detektoru nastavit
polohu méficiho pfistroje odpovidajici 0% transmitanci, poté pfi zarazeném slepém vzorku
nastavit polohu 100% transmitance. Pak se zafadi do chodu paprsku vlastni vzorek a odecte se
absorbance (transmitance).(70)

referentni
lyweta
monochro- I
mator S| detektor
> —> - > \
R
kyveta Zpracovani
clona I s vZorkem azobrazeni
Zdro] signalu
Zareni

Obrazek 25: Jednopaprskové usporadani spektrofotometru (64)

Dvoupaprskové ptistroje (Obrazek 26) se lisi od pfedchozich tim, ze oba vzorky, srovnavaci
i méfeny, jsou proméfovany bud soucasné (u pfistroja ,,dvoupaprskovych v prostoru®) nebo
skoro soucasné (u pfistroju ,,dvoupaprskovych v ¢ase). U prvniho typu dopada paprsek zvo-
lené vinové délky na déli¢ paprski a déli se na dva paprsky, které prochazeji soucasné kyve-
tou s méfenym i referenénim vzorkem a dopadaji na dvé fotonky. Signal z obou fotonek se
odecita a registruje v zavislosti na nastavené proménné vinové délce, ¢imz se ziska vlastni
absorp¢ni spektrum. U druhého typu pfistroji dopada paprsek z monochromatoru na rotujici
sektorové zrcadlo, které je nastavené tak, ze bud’ odrazi paprsek na referencni vzorek, nebo
nebrani paprsku, a ten dopada rovnou na kyvetu s méfenym vzorkem.(70)
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Obrazek 26: Dvoupaprskové uspordddni spektrofotometru (64)
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzivané pristroje a zarizeni

— analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko

— pH metr InoLab WTW series, Nameco, CR

— ultrazvukova vodni 1azefi, typ Teson 4, Tesla, CR

— SPE extraktor Alltech, model 400-1902, s vakuovou pumpou Barnat, Co. USA

— kolonky: Supelco ENVI-18, Oasis HLB

— dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr Helios A, Thermo Electron Corporation,
USA

— dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr Unicam UV 500, Thermo Spectronic, USA

—  zafizeni pro odpafovani pod dusikem, Evatherm, Svycarsko

— bézné laboratorni vybaveni

5.2 Software pro zpracovani a prezentaci dat

— Microsoft Office Word 2007 (Microsoft Corporation, USA)
— Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA)
— ACD ChemSketch, verze 5.12 (Advanced Chemistry Development, Inc.)

5.3 Pouzivané chemikalie a standardy

5.3.1 Chemikalie

— Kiyselina §tavelova (dihydrat), p.a., Lach—Ner s.r.o., CR

— Kiyselina citronova (monohydrat), p.a., Onex, CR

— Kyselina chlorovodikova, 35%, p.a., Merci, CR

— Hydrogenfosfore¢nan sodny (dodekahydrat), p.a., Lachema a.s., CR
— Chelaton III, p.a., Lachema, CR

— Methylenova modf, p.a., Merci, CR

— Amoniak, 25-26% vodny roztok, p.a., Lachema, CR

— Chlorid amonny, p.a., Lachema, CR

—  Methanol, pro chromatografii (LiChrosolv"), Merck KGaA, SRN
— Aceton, pro HPLC, Merck, SRN

— FEthylacetat, pro HPLC, Merck, SRN

— Chloroform, pro HPLC, Merck, SRN

5.3.2 Standardy

— Tetracycline, 88% cistota, Sigma — Aldrich Chemie, Némecko
— Diclofenac, VFU Brno, CR
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5.4 Sledovana matrice

Odpadni voda z COV Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno a z velkokapacitni COV
Brno-Modrice, odebirana v pravidelnych intervalech na pfitoku a odtoku.

5.5 Stanovované analyty a jejich vlastnosti

5.5.1 Tetracykliny

H,C CHj,
T1 R4 H\'?/
7 5. = 4 OH
AN :
g o 1w ]
P NN - NH;
10 127 - 1
o [ on ]
OH o OH o o

Obrazek 27: Obecny vzorec tetracyklinu
5.5.1.1 Chlortetracyklin (Chlortetracyclini hydrochloridum)

= CypHyClhNyOg

— (4S,4aS,SaS,68,12aS)-(7-chlor-1,4,4a,5,Sa,6,11,12a-oktahydro-3,6,10,12,12a-
pentahydroxy-2-karbamoyl-6-methyl-1,11-dioxo-4-naftacenyl)-
dimethylamoniumchlorid

- M;=51535

—  zluty prasek

— tézce rozpustny ve vodeé a v lihu 96%; rozpousti se v roztocich alkalickych hydroxida
a uhlicitana (71)

5.5.1.2 Tetracyklin (Tetracyclinum)

—  CaHuN,Og

— (4S,4aS,5a8,6S,2aS)-4-dimethylamino-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahydro-3,6,10,12,12a-
pentahydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-2-naftacenkarboxamid

— M, = 444 44

—  zluty krystalicky prasek

— velmi tézce rozpustny ve vode€, dobfe rozpustny v lihu 96% a methanolu, mirné roz-
pustny v acetonu, prakticky nerozpustny v etheru; rozpousti se ve zfedénych kyselych
a alkalickych roztocich (71)
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5.5.1.3 Oxytetracyklin (Oxytetracyclinum)

—  CaHuNyOy

— (4S,4aR,5S,5aR,68S,12aS)-4-dimethylamino-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahyaro-
3,5,6,10,12,12a-hexahydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-2-naftacenkarboxamid

— M, = 460,44

—  zluty krystalicky prasek

— velmi tézce rozpustny ve vodé, rozpousti se ve zfedénych kyselych a alkalickych roz-
tocich (71)

5.5.2 Diklofenak

5.5.2.1 Sodna sul diklofenaku (Diclofenacum natricum)

- C14H10C12NN8,02

— sodna sul 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyloctové kyseliny

~ M,=318,13

— bily nebo slabé nazloutly krystalicky prasek

— je slabé hygroskopicka, mirné rozpustna ve vodé, snadno rozpustna v methanolu,
dobfe rozpustnd vlihu 96%, té€zce rozpustna v acetonu a prakticky nerozpustna
v etheru

— taje pii asi 280 °C za rozkladu (71)

5.5.2.2 Draselna sul diklofenaku (Diclofenacum kalicum)

- C14H10C12KN02

— draselna sl 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyloctové kyseliny

— M, =33424

— bily nebo slabé nazloutly krystalicky slabé hygroskopicky prasek

— je mirné rozpustna ve vodé, snadno rozpustnd v methanolu, dobie rozpustna v lihu
96% a tézce rozpustna v acetonu (71)

5.6 Pracovni postupy
5.6.1 Odbéry vzorku

— odbérova mista: COV na Veterinarni a farmaceutické univerzité Brno, COV Brno-
Modiice

— odbéry na pfitoku a odtoku v cca pildennich intervalech (v 8 a 13 hodin) do litrovych
vzorkovnic z tmavého skla

— vzorky byly ihned zpracovany (3% 200 ml), popt. skladovany v lednici do druhého dne

5.6.2 Uprava vzorki a izolace sledovanych analyti

V piipadé potieby byly vzorky z ptitoku COV piefiltrovany pres papirovy filtr 0,07 mm,
z divodu odstranéni hrubych necistot, které by znemoziovaly dalsi upravu. Pro dalsi analyzu
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byly vSechny vzorky odebirany v trojnasobném mnozstvi a z naméfenych hodnot byl vypoci-
tan aritmeticky pramér.

5.6.2.1 Tetracykliny

— 200 ml vzorku bylo extrahovano 200 ml Mcllvainova pufru 20 minut v ultrazvuku
— SPE na kolonkach Supelco ENVI-18:

promyti 4 ml methanolu

promyti 3 ml Mcllvainova pufru

naneseni 400 ml extraktu vzorku

promyti 3 ml ultra ¢isté vody

suSeni proudem vzduchu (cca 10 minut)

eluce 10 ml elucni smési (cca 15 kapek/min)

Mcllvainav pufr (pH = 3,8):
— 12,9 g1 citronové kyseliny (monohydrat)
— 30,2 g1"" hydrogenfosfore¢nanu sodného (dodekahydrat)

— 37,2g1" EDTA — sodna sal (Chelaton III)
— doplnéno ultra ¢istou vodou

Eluéni smé&s (20 mmol.1™" §tavelova kyselina v methanolu):

— 2,5 g1 §tavelové kyseliny (dihydrat)
— doplnéno methanolem

5.6.2.2 Diklofenak

SPE na kolonkéach Supelco ENVI-18 a Oasis HLB:
promyti 3 ml elu¢ni smési (aceton-ethylacetat, 1:1)
promyti 3 ml methanolu
promyti 3 ml ultra Cisté vody (upravena kyselinou chlorovodikovou na pH = 2)
naneseni 200 ml vzorku (upraven kyselinou chlorovodikovou na pH = 2)
promyti 5 ml roztoku methanol-voda (2:3)
suSeni proudem vzduchu (cca 10 minut)
e cluce 10 ml eluéni smési (cca 15 kapek/min)
— odpareni elu¢ni smési pod dusikem
— rozpusténi analytu v 10 ml ultra ¢isté vody
— extrakce kapalina-kapalina provadéna v délici nalevce:
e 4 ml vzorku
5 ml methylenové modfi
1 ml amonného pufru
10 ml chloroformu (extrahovadlo)
5 minut intenzivni vytfepavani
druha extrakce se stejnym objemem extrahovadla (5 min)
oba extrakty se smichaji
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Roztok methylenové modii (1 mmol.I™):

— 0,3 gI”" methylenové modii
— doplnéno ultra ¢istou vodou

Amonny pufr (pH = 9,4):
— 79 ml.1"" hydroxidu amonného (konc.)
— 141,7 g17" chloridu amonného
— doplnéno ultra ¢istou vodou
5.6.3 Identifikace a kvantifikace analyta
Analyza standardi a realnych vzorkt byla provedena pomoci UV/VIS spektrofotometrie. Vy-

brané analyty byly identifikovany pomoci zjisténych poloh absorpénich maxim u standardu
a jejich kvantifikace byla provedena pomoci pétibodové kalibracni kiivky.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Stanoveni tetracyklinu
6.1.1 Uréeni absorpéniho maxima a vypocet kalibra¢ni krivky

Protoze pouzita metodika neni schopna rozlisit jednotlivé druhy tetracyklinii na zaklad¢ jejich
retencnich Cast, jsou v odpadni vodé stanovovany v sumarnim mnozstvi. Jako standard byl
pouzit tetracyklin.

V prvnim kroku byla proméfena absorpéni spektra roztokd standardu v eluéni smési
(20 mmol.I”" §favelova kyselina v methanolu) o znamych koncentracich v rozpéti od 0,5
do 50 mg.I”". Z namé&fenych dat byly uréeny dvé absorpéni maxima v UV oblasti spektra, pii
vlnovych délkach 264 a 360 nm (Obrazek 28).
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Obrazek 28: Absorpcni spektra tetracyklinu
Nasledné byly sestrojeny kalibrac¢ni kiivky tetracyklinu v hodnotach absorp¢nich maxim.

Skutecné koncentrace, pouzité pro vypocet kalibracni kifivky, jsou uvedené v nasledujici ta-
bulce.
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Tabulka 12: Hodnoty absorbanci tetracyklinu pouzité pro kalibracni kiivky

crc [mg1'] Aoy Aseo
0,44 0,035 0,022
0,88 0,051 0,039
4,40 0,207 0,167
8,80 0,406 0,339
44,00 1,777 1,590
2,0
1,8 A )
16 - Pl
14 1 et
1,2 4 ,/”
<10 - et
y = 0,039x + 0,028
08 1 R2 = 0,999
0,6 - ,x”
0,4 - ,o”’
0,2 - /g"
00 & . .
0 10 20 30 40
c[mg.I]

Obrazek 29: Kalibracni krivka tetracyklinu pri vinové délce 264 nm
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Obrazek 30: Kalibracni krivka tetracyklinu pri vinové délce 360 nm
6.1.2 Stanoveni vytéznosti

Izolace analytt byla provadéna metodou extrakce na pevnou fazi. Pro zakoncentrovani pomo-
ci SPE byly vybrany kolonky Supelco ENVI-18. Nejprve bylo nutné urcit vytéznost téchto
kolonek pro dalsi stanoveny vybranych analytt. Pro vlastni stanoveni vytéznosti bylo pfipra-
veno 5 roztokd tetracyklinu v ultra &isté vodé o objemu 10 ml akoncentraci 20 mg.1™".
Po zakoncentrovani a nasledné eluci 10 ml elu¢ni smési byly promeéteny absorbance pii vino-
vé délce 360 nm a z kalibraéni kiivky byly vypocteny koncentrace, které byly porovnany
s puvodnimi koncentracemi.

Tabulka 13: Vytéznosti SPE kolonek ENVI-18 pro tetracyklin

v, Puvodni Vysledna , xx
Cislo Vytéznost
vzorku koncent_n;ace koncent_t;ace [%]
[mg.] ] [mg.l ]
1 22,50 21,49 95,49
2 23,00 22,20 96,52
3 23,00 2232 97,04
4 23,50 23,15 98,53
5 23,50 23,38 99.50
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Vypoétena pramérna hodnota koncentrace tetracyklinu (X) byla 22,51 mg.I™" a praiméma vy-
t&znost &inila 97,42 %, pii¢emz rozptyl hodnot byl 0,47 mg.I”". Dale byly vypoéteny nékteré
metrologické parametry, ato smérodatna odchylka (c,), jejiz hodnota &inila 0,69 mg.l™
a relativni smérodatna odchylka (RSD) ve vysi 6,10 %. Vypocet byl proveden podle vztahu:

2.07,.100

RSD(%) = (Rovnice 8)

6.1.3 Realné vzorky

Vzorky pro stanoveni tetracyklint z odpadnich vod byly odebirany na piitoku a odtoku COV
Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno, vzdy pravidelnych intervalech, a to rano v 8.00
a odpoledne ve 13.00. Takto stanovené odbéry byly provadény z divodu ovéreni ucinnosti
dané Cistirny, jejimz ukolem je odstrafiovat biologicky aktivni latky z odpadni vody, ktera je
po vycisténi vypousténa do kanalizacni sité mésta Brna.

6.1.3.1 Méieni pH

U vsech odebranych vzorki odpadnich vod byly proméfeny hodnoty pH. Z vysledka vyplyva
(Tabulka 14, Obrazek 31), ze se hodnoty pH na odtoku i na ptitoku se pohybuji ve slab¢ alka-
lické oblasti, pficemz nejvyssi namefena hodnota pH na piitoku Cinila 8,18 a nejnizsi 7,18. Na
odtoku nebyly zjistény tak velké rozdily a hodnoty pH se pohybovaly v rozmezi 7,28-7,61.

Tabulka 14: Hodnoty pH odpadni vody na COV VFU

Datum pH v 8.00 pH v 13.00
odbéru Pritok | Odtok | Pritok | Odtok
Po7.4.08| 775 7,43 7,89 7,43
Ut8.4.08| 7,80 7,50 7,93 7,50
St9.4.08 | 8,08 7,47 8,18 735
Ct10.4.08| 7,53 7,61 7,78 737
Pal1l.4.08| 7,18 7,38 7,25 7,28

64



8,3
8,2
8,1
8,0

6.1.3.2 Koncentrace tetracyklinit v redlnych vzorcich

M pfitok 8.00
m odtok 8.00

M pfitok 13.00
odtok 13.00

Datum odbéru

Obrazek 31: Hodnoty pH odpadni vody na COV VEU

P4 11.4.08

Pro vypocet koncentrace tetracyklinii v realnych vzorcich byla vyuzita kalibracni kiivka se-
strojend pro vlnovou délku 360 nm, protoze pii absorpnim maximu 264 nm byly naméteny
az Sestinasobné vyssi hodnoty koncentraci. Tento extrémni narust si lze vysvétlit tim, ze pii
této vinové délce absorbovalo vétsi mnozstvi latek, pritomnych v odpadni vodé.
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Tabulka 15: Koncentrace tetracykling v odpadni vodé z COV VFU

2,4

Koncentrace TC | Koncentrace TC

Datum | g 00 mgd'] | v 13.00 [mel™]

odbéru " ftok | Odtok | Pritok | Odtok
S$t26.3.08| 044 | 039 123 0,38
Ct27.3.08] 058 | 043 048 | 048
P428.3.08| 071 042 | 068 | 04l
P031.3.08| 064 | 035 | 054 | 036
Ut1.4.08| 077 | 045 | 210 | o042
St2.4.08] 072 | 060 | 077 | 045
Ct3.4.08] 035 044 | 073 0,44
Po7.4.08| 071 0.53 1,53 037
Ut8 4.08| 135 0,40 122 | 041
St9.4.08| 1,11 0,43 096 | 043
Ct10.4.08| 124 | 052 | 091 0,51
Pall.4.08| 091 047 | 083 0,46

2,2

2,0

1,8
1,6

1,4

M pfitok 8.00 |—
odtok 8.00 |

W pritok 13.00|—
odtok 13.00|

1,2

1,0
0,8

Koncentrace TC [mg.I]

0,6
0,4
0,2
0,0

20

Hodnoty koncentraci na piitoku COV se pohybuji v rozmezi 0,35-2,10 mg.1™'

s

Obrazek 32: Koncentrace tetracyklinii v odpadni vodé z COV VFU
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odtoku v rozmezi 0,35-0,60 mg.l_l. Na zakladé téchto hodnot 1ze konstatovat, ze Castecné
mnozstvi tetracyklind je na COV zadrzovano a neptechazi tak do dalsi kanalizacni sité.

66



6.2 Stanoveni diklofenaku

6.2.1 Stanoveni podminek stability komplexu

Pti stanoveni diklofenaku z odpadni vody bylo vyuzito reakce s methylenovou modfi za vzni-
ku komplexu, ktery byl nasledné vytfepavan do chloroformu. Podminky vzniku komplexu

jsou silné ovliviiovany pH (Obrazek 33), a proto bylo nutné upravit vS§echny vzorky vody na
hodnotu pH, pii které nabyvaji absorbance maximalnich hodnot.

0.7

0.6 1

MOZPrPDIDOWNMA P

Obrazek 33: VIiv pH na tvorbu komplexu diklofenaku s methylenovou modri (72)

Amonny pufr, ktery byl z divodu stability pH prfidavan ke vsem vzorkiim, byl pfipraven na
hodnotu pH = 9,4, coz odpovida absorp¢nimu maximu komplexu. Vodny roztok methylenové
modfi byl pfipraven o koncentraci 1 mmol.I™".(72)

V dalsim kroku byla sledovana stabilita komplexu v zéavislosti na cCase. Po vytfepani
do chloroformu se modfe zbarveny komplex po urcité dobé zabarvil do rizova. Proto bylo
nutné stanovit presné podminky pfi dal§im méfeni, aby nedochéazelo ke zméné zbarveni. Roz-
toky standardd sodné soli diklofenaku, vCetné blanku, pfipravené o znamych koncentracich
byly ihned po extrakci proméfovany v celé viditelné oblasti spektra v desetiminutovych inter-
valech. Z vysledkt vyplynulo, ze zasadni vliv pii celém stanoveni ma nevazana methylenova
modf, ktera se v roztoku nachazi ve dvou formach a vlivem zafeni se stabilizuje tak, ze jedna
z téchto forem pievazuje. Pfi proméfovani blanku byly zjiStény dveé hodnoty absorpénich ma-
xim methylenové modii v chloroformu (Obrazek 34).
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Obrazek 34: Stabilita methylenové modri v chloroformu v zavislosti na case

Z uvedeného grafu vyplyva, ze jiz po 10 minutach jasné prevazovala forma methylenové
modfi s absorpénim maximem pii vinové délce 638 nm. Proto vSechna nasledujici méteni
byla provadéna praveé v 10. minuté po vytfepani do chloroformu.

6.2.2 Stanoveni optimalni koncentrace methylenové modri

Ze zakladniho roztoku methylenové modii bylo roziedénim pfipraveno 5 dalSich roztoku
v rozsahu koncentraci od 5.107 do 0,5 mmol.I”". Pro tvorbu komplexu byl pouzit roztok
diklofenaku o koncentraci 10 mg.I™". Z namé&fenych dat vyplynulo, e pro tuto koncentraci
diklofenaku budou nejvhodné€jsi roztoky methylenové modii o koncentracich 0,5
a 1 mmol.I”", protoze v ostatnich piipadech jiz je vybarveni komplexu velmi nevyrazné;
v tomto piipadé se jiz dostavame do oblasti velmi nizkych absorbanci a v dusledku toho se
zvySuje celkovy Sum pozadi. Pro dalsi méfeni byly proto pouzity roztoky methylenové modii
o koncentracich 0,5 a 1 mmol 1.
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Obrdzek 35: Srovndani absorpcnich spekter komplexu diklofenaku (10 mg.I™') pri riiznych
koncentracich methylenové modri
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Obrazek 36: Absorpcni spektra komplexu diklofenaku (10 mg.I”") pri velmi nizkych koncent-
racich methylenové modri
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6.2.3 Urceni absorpéniho maxima a vypocet kalibra¢ni krivky

Pro stanoveni absorpéniho maxima komplexu diklofenaku s methylenovou modii byly pfipra-
veny roztoky standardu sodné soli diklofenaku v rozpéti koncentraci 1-50 mg.1™". PHi nizsich
koncentracich (Obrazek 37) je pozorovatelna zietelna koeluce piku nevazané methylenové
modfi (s abs. maximem 638 nm) s pikem komplexu. Pfi vy§Sich koncentracich (Obrazek 38)
jiz vSak dochazi k posunu piku smérem k vy$Sim vinovym délkam a za téchto podminek je
tak mozné stanovit hodnotu absorpcniho maxima komplexu pfi vinové délce 653 nm. Kalib-
raéni kiivky byly provedeny pro koncentrace methylenové modii 0,5 a 1 mmol.1™",

0,6

0 min 638 653
0,5

0,4

Al

0,3

0,2

0,1

0
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

A [nm]

Obrazek 37: Absorpcni spektrum komplexu diklofenaku (1 mg.I"') s methylenovou modyi
(1 mmol.I"!) v zavislosti na case
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Obrdzek 38: Absorpcni spektrum komplexu diklofenaku (20 mg.I” ') s methylenovou modri
(1 mmol.I"!) v zavislosti na case
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Obrazek 39: Absorpcni spektra komplexu diklofenaku o ruznych koncentracich (methylenova
modF 1 mmol.l"!)
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Tabulka 16: Hodnoty absorbanci komplexu diklofenaku s methylenovou modii o koncentraci
1 mmol.I"'pouzité pro kalibraéni kiivky

-1
CDF [mg.l ] A653
1,01 0,431
5,05 0,494
15,15 0,772
20,20 0,923
50,50 1,744
2
1,8 o
16 -
1,4 -
1.2 1 y =0,027x + 0,377
z 41 R?=0,998
< ,O’/
0,8 - ’,—O/’
0,6 -
f”o’
0,4 +©-
0,2 -
0 T T T T T T T T T T
0 5 0 15 20 25 30 35 40 45 50 55
¢ [mg.I1]

Obrazek 40: Kalibracni kiivka komplexu diklofenaku s methylenovou modsi 1 mmol.l”’
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Obrazek 41: Absorpcni spektra komplexu diklofenaku o ruznych koncentracich (methylenova
modyF 0,5 mmol.l"")

Tabulka 17: Hodnoty absorbanci komplexu diklofenaku s methylenovou modii o koncentraci
0,5 mmol.I"'pouzité pro kalibraéni kiivky

CDF [mg.l_l] A653
1,01 0,239
5,05 0,322

15,15 0,444
20,20 0,638
50,50 0,679
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Obrdzek 42: Kalibracni kiivka komplexu diklofenaku s methylenovou modsi 0,5 mmol.l”’
6.2.4 Stanoveni vytéznosti

Stanoveni vytéznosti bylo provadéno pomoci roztoku standardu diklofenaku rozpusténého
v ultra Cisté vode€. Pro izolaci diklofenaku z matrice bylo pouzito dvou typl kolonek, Supelco
ENVI-18 a Oasis HLB, pii¢emz byly porovnany hodnoty vytéznosti, a na zakladé ziskanych
vysledkd bylo rozhodnuto, které kolonky budou dale pouzity pro zakoncentrovani realnych
vzorktl odpadnich vod. Pro kazdou sadu kolonek byly pfipraveny 4 roztoky standardu diklo-
fenaku v ultra &isté vodé o koncentraci 1mgl™ aobjemu 200 ml. Po zakoncentrovani
a nasledné eluci 10 ml elu¢ni smési (aceton, ethylacetat) byly vzorky za soucasného zahtivani
pfi teploté 50 °C vysuSeny pod proudem dusiku a nasledn€ opét rozpustény v 10 ml ultra Cisté
vody. Pro extrakci kapalina-kapalina se odebraly 4 ml vzorku, ke kterému byla pfidana me-
thylenova modi (1 mmol.I™"), amonny pufr a chloroform. Extrakty byly ihned promé&fovany
na UV-VIS spektrofotometru pti vinové délce 653 nm, pficemz pro vyhodnoceni byla opét
vybrana hodnota z 10. minuty méfeni.

Tabulka 18: Srovnani vytéznosti SPE kolonek Supelco ENVI-18 a Oasis HLB pro diklofenak

o , Supelco ENVI-18 Qasis HLB
v, Puvodni . . . .
Cislo Vysledna \ v Vysledna \ v
koncentrace Vytéznost Vytéznost
vzorku -1 koncentrace o koncentrace o
[mg.l '] -1 [7o] -1 [7o]
[mg.] ] [mg.l™]
1 20,20 13,04 64,54 18,56 91,86
2 20,20 16,78 83,06 19,96 98,83
3 20,20 20,22 100,11 16,93 83,79
4 20,20 15,19 75,17 20,96 103,78
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Obrazek 43: Srovnani vytéznosti dvou typu SPE kolonek

Tabulka 19: Porovnani vyslednych hodnot u obou typt kolonek

, . Supelco Oasis
Vysledné hodnoty ENVI-18 HLB
Prim. koncentrace [mg.1”'] 16,31 19,10
Priim. vytéznost [%] 80,72 94,56
Rozptyl [mg.1™'] 6,88 2,31
Smérodatns odchylka [mg.I”"] 2,62 1,52
RSD [%] 32,16 15,91

Jak je patrné z naméfenych dat, vhodnéj§imi kolonkami pro stanoveni diklofenaku se ukéazaly
byt kolonky Oasis HLB, a to vzhledem k vys$§im hodnotam vytéznosti (94,56 %). Proto byly
dale pouzity i k zakoncentrovani sledovanych analytt v realnych vzorcich odpadnich vod.

6.2.5 Realné vzorky

Vzorky pro stanoveni diklofenaku z odpadnich vod byly odebirany na pfitoku a odtoku COV
Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno v jednodennich intervalech, vzdy rano v 8.00

a odpoledne v 13.00. Pro srovnani byly dale odebrany dva ranni vzorky na pfitoku a odtoku
COV Brno-Modfice.
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6.2.5.1 Méieni pH

U vsech odebranych vzorki odpadnich vod byly proméfeny hodnoty pH. Z vysledka vyplyva
(Tabulka 20, Tabulka 21 a Obrazek 44), Ze hodnoty pH na obou COV se na odtoku i na pfito-
ku pohybuji ve slab& alkalické oblasti. Nejvy$§i namé&fena hodnota pH na ptitoku COV VFU
¢ini 7,90 a nejnizsi 7,64. Na odtoku se hodnoty pH pohybovaly v rozmezi 7,35-7,61.

Tabulka 20: Hodnoty pH odpadni vody na COV VFU

Datum pH v 8.00 pH v 13.00
odbéru Pritok | Odtok | Pritok | Odtok
P05.5.08 | 7,66 7,54 7,82 7,45
Ut6.5.08| 7,70 7,45 7,85 7,59
St7.5.08 | 7,75 7,48 7,64 7,61
P012.5.08| 7,72 7,55 7,90 7,40
Ut13.5.08| 7,75 735 —~ —~

Tabulka 21: Hodnoty pH odpadni vody na COV Brno-Modfice

Datum pH v 8.00

odbéru Pritok | Odtok
P0o12.5.08| 752 7,51
Ut 13.5.08 | 7,90 7.63

8,0
7,9
7,8
7,7
7,6 - |
T 75 - L
M pfitok 8.00 VFU

74 1 odtok 8.00 VFU
7,3 - M pfitok 13.00 VFU
79 odtok 13.00 VFU

’ m pfitok 8.00 Modfice
7,1 odtok 8.00 Modfice
7,0 n T T T

P05.5.08 Ut6.5.08 St7.5.08 Po012.5.08 Ut13.5.08

Datum odbéru

Obrazek 44: Hodnoty pH odpadni vody na COV VFU a Brno-Modrice
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6.2.5.2 Koncentrace diklofenaku v redlnych vzorcich

Pro vypodet koncentrace diklofenaku ve vzorcich odpadni vody zCOV Veterinarni
a farmaceutické univerzity Brno byla vyuzita kalibrani kiivka sestrojena pro koncentraci
methylenové modii 1 mmol.I”" (Tabulka 22, Obrazek 44). Protoze vzorky odpadni vody
z COV Brno-Modiice byly pro analyzu odebirany v poloviénim mnozstvi, tj. misto 200 ml
pouze 100 ml, byla pfedpokladana nizsi koncentrace analytu pii konecném stanoveni, a proto
byla pro tyto vzorky pouzita kalibracni kifivka pro koncentraci methylenové modfi
0,5 mmol.I”" (Tabulka 23, Obrazek 45).

Tabulka 22: Koncentrace diklofenaku v odpadni vodé z COV VFU

Koncentrace DF | Koncentrace DF
v 8.00 [mg1'] | v13.00 [mgl']
Pritok | Odtok | Pritok | Odtok
Po5.5.08| 1,86 0,21 1,26 0,29
Ut6.5.08| 1,79 0,45 1,67 0,43
St7.5.08| 188 0,51 1,66 0,39
Po12.5.08| 1,05 0,16 1,66 0,14

Ut13.5.08 | 1,04 0,17 — —

Datum
odbéru

Tabulka 23: Koncentrace diklofenaku v odpadni vodé z COV Brno-Modiice

Koncentrace DF
v 8.00 [mg.I""]

Pritok | Odtok

Po12.5.08 | 296 0,45
Ut 13.5.08 | 1,56 0,44

Datum
odbéru
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0 = T T
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Datum odbéru

Obrazek 45: Srovndni koncentraci diklofenaku na COV VIU a Brno-Modfice
Hodnoty koncentraci na piitoku COV VFU se pohybuji v rozmezi 1,04-1,88 mg.I™", zatimco

na odtoku v rozmezi 0,14-0,51 mgl™". Vzorky z COV Brno-Modfice ukazuji na podobné
hodnoty koncentraci diklofenaku jak na pfitoku, tak na odtoku.
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7 ZAVER

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na vyuziti spektrofotometrie pfi stanovovani rezi-
dui 1é¢iv v odpadnich vodach. Z jednotlivych skupin l1é€iv byly vybrany tetracyklin a diklofe-
nak, z divodu jejich Castého pouzivani v humanni a veterinarni mediciné. Vzorky byly odebi-
rany z Cistirny odpadnich vod v aredlu Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno, protoze
se zde predpokladala zvySena koncentrace stanovovanych 1éCiv. Pro srovnani byly odebrany 1
vzorky z velkokapacitni €istirny odpadnich vod Brno-Modfice.

Cilem prace bylo stanovit metodické postupy pro stanoveni vybranych 1€Civ, tj. tetracyklinu
a diklofenaku na bazi UV/VIS spektrofotometrie, ato zejména ve viditelné oblasti spektra.
Spektrofotometrické stanoveni tetracyklini bylo provadéno pifimo po zakoncentrovani v UV
oblasti spektra. Pfi stanovovani diklofenaku bylo vyuzito reakce s methylenovou modfi, za
tvorby komplexu, a nasledné detekce ve viditelné oblasti spektra.

V ramci zpracované diplomové prace byly ziskany nasledujici vysledky:

— Byly vypracovany techniky pro separaci a zakoncentrovani rezidui 1é¢iv z odpadnich
vod a vhodny analyticky postup pro spektrofotometrické stanoveni.

— Pro izolaci tetracyklini bylo vyuzito extrakce sonikaci a nasledné precisténi a zakon-
centrovani na SPE kolonkach Supelco ENVI-18, s vypoctenou vytéznosti 97,42 %.

— Izolace diklofenaku z odpadnich vod byla provedena pomoci SPE extrakce na kolon-
kach Oasis HLB, pfi¢emz byly srovnany vytéznosti dvou typu kolonek, a to Supelco
ENVI-18, kde vytéznost Cinila 80,72 % a Oasis HLB, u kterych byla vypocitana hod-
nota 94,56 %.

— U realnych vzorkli byly pozorovany nékolikanasobné vyssi koncentrace na pritoku
COV nez na odtoku. Na zakladé t&chto vysledkd Ize konstatovat, ze COV je &asteéné
mnozstvi téchto latek schopna zadrzovat, avSak urcité procento i tak prechazi do dalsi-
ho vodniho cyklu.

Vyuziti UV/VIS spektrofotometrie pifi stanoveni rezidui 1é¢iv z odpadni vody se jevi jako
metoda relativn€ jednoducha a rychla. Avsak pred vlastnim stanovenim je tfeba provést néko-
lik dulezitych separacnich kroki pro zakoncentrovani a precCisténi zkoumanych analytl, z
divodu pritomnosti velkého mnozstvi interferujicich latek, které mohou pii konecné detekci
velmi naruSovat presnost celé metody.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP
AO
BCF
CAR

CNS

DF
DNA
Dow
DVB

HPLC

IR

IUPAC

Ky
Kp
Kow
LLE

MO

PA

PABA

Adenosintrifosfat

Atomovy orbital
Biokoncentracni faktor
Carboxen™

Centralni nervova soustava
Carbowax™

Cistirna odpadnich vod
Diklofenak
Deoxyribonukleova kyselina
Rozd¢élovaci koeficient voda/oktanol
Divinylbenzen

High performance liquid chromatography (vysoce ucinna kapalinova chro-
matografie)

International Non-Proprietory Name (generické nazvy 1€¢iv)
Infracervena oblast spektra

International Union of Pure and Applied Chemistry (Mezinarodni unie pro
¢istou a uzitou chemii)

Sorp¢ni koeficient

Distribu¢ni konstanta

Parcialni rozdélovaci koeficient voda/oktanol
Liquid-liquid extraction (extrakce kapalina-kapalina)
Molekulovy orbital

Molekulova hmotnost

Polyamid

Kyselina p-aminobenzoova
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PDMS
pKa
RSD

QSAR

SPE
SPME
TC
TPR
UV

VIS

WHO

WWTP

Polydimethylsiloxan
Disocia¢ni konstanta
Relative standard deviation (relativni smérodatna odchylka)

Quantitative structure-activity relationship (kvantitativni vztahy mezi struk-
turou a biologickou aktivitou)

Solid phase extraction (extrakce tuhou fazi)

Solid phase microextraction (mikroextrakce tuhou fazi)
Tetracykliny

Templated resin (podkladova pryskyfice)

Ultrafialova oblast spektra

Viditelna oblast spektra

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

Waste-water treatment plant (Cistirna odpadnich vod)
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