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ABSTRAKT

Piedlozena diplomova prace se zabyva stanovenim obsahu 1é¢iv v odpadnich vodach
z &istiren odpadnich vod (COV) sriznymi poéty ekvivalentnich obyvatel a raznymi
technologiemi ¢isténi. Pro tento el bylo vybrano pét zastupct ze skupiny sulfonamidovych
chemoterapeutik z divodu jejich hojného vyuzivani v humanni i veterindrni mediciné.
Konkrétné jsou to léCiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfapyridin, sulfathiazol
asulfamethoxazol.

Pro stanoveni téchto 1é¢iv byla vybrana a optimalizovana metoda anay zypomoci UHPLC
sUV-VIS detektorem typu diodového pole. Rovnéz byla optimalizovana metoda pro Upravu
vzorkti pomoci extrakce tuhou fazi (SPE), se zaméfenim na vybér idealniho objemu vzorku.
Jako optimalni objem vzorku pro extrakci 1é¢iv z odpadni vody pomoci SPE bylo zvoleno
250 ml.

Tato optimalizovana metoda byla nasledné pouzita pro stanoveni obsahu 1é¢iv v redlny ch
vzorcich odpadni vody z COV v Podiving, Pohotelicich, Hustope¢ich, Valticich, Lednici
aMikulové. Koncentrace 1é¢iv se pohybovaly fadové v desetinach pg/l na ptitoku i na odtoku
z COV. Koncentrace 1é¢iv na odtoku byla ve vétsing piipadii niz§i, nez na piitoku. Lze proto

konstatovat, ze na COV dochazi gisticimi procesy k ¢asteéné eliminaci 1é¢iv z odpadni vody.



ABSTRACT

The aim of thisthesisis to determine the presence of pharmaceuticals in wastewater from
several wastewater treatment plants (WWTPs) with different number of equivalent persons
and different treatment technologies. Five sulfonamides were chosen for a determination due
to their wide usage in human and veterinary medicine practice. The specific compounds are
sulfamerazine, sulfamethazine, sulfapyridine, sulfathiazole a sulfamethoxazole.

For the determination of those sulfonamides, an UHPLC/DAD analytical method was
chosen and optimized. There was aso a need for optimization of SPE extraction method,
especially asample volume optimization. 250 mL was chosen as an idea volume
of wastewater sample for SPE.

The optimized method was used for determination of sulfonamides in real wastewater
samples from WWTP in Podivin, Pohoielice, Hustopece, Valtice, Lednice and Mikulov.
Average concentrations of pharmaceuticals in influent and effluent wastewater samples was
inarange of 0,1 — 1pug/l. The concentration of sulfonamides was mostly found higher
ininfluent samples and lower in effluent samples. It can be said that a partial recovery
of sulfonamides on WWTPs was observed.
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1. UVOD

Antibiotika jsou chemické slouceniny celosvétové Siroce uzivané Kk 1é€bé bakterialnich
infekci v humanni mediciné¢ ¢i k 1é¢bé a prevenci nemoci u zvifat. Intenzivni uzivani
antibiotik a dalSich rizikovych skupin 1é¢iv (napiiklad analgetik ¢i hormonalni antikoncepce)
zpusobilo, ze 1éCiva byla zafazena mezi tzv. prioritni organické polutanty (POPs), které je
nezbytné sledovat ve vSech slozkach zivotniho prostfedi. V soucasnosti je nejvyznamnéjSim
problémem pii pruniku antibiotik do Zivotniho prostiedi vznik bakteriani rezistence. Jednou

Z nejvyznamnéjsich skupin antiinfekénich 1é¢iv jsou sulfonamidova antibiotika.

Po podéani a vstiebani 1é¢iva v organismu dochazi k jeho vyluCovani, a to predevSim
prostfednictvim mo¢i a vykald. Léciva aplikovana k 1é¢bé cloveka se jako soucast
splaskovych vod dostavaji na ¢istirny odpadnich vod, kde zpravidla nejsou zcela eliminovana
a prostfednictvim piecisténé vody se stévaji zdrojem kontaminace vodnich toka. Koncentrace
1é¢iv v odpadnich vodach je zpravidla velmi nizka, ptesto ale z hlediska zpétného ucinku
na organismy vy znamna.

Prostanoveni 1é¢iv se v souCasnosti nejCastéji vyuziva kapalinové ¢i plynové
chromatografie. Pred vlastni analyzou vzorku je také tieba vénovat patfi¢nou pozornost

vybéru preanalytické metody.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo optimalizovat vhodnou metodu pro stanoveni
sulfonamidovy ch antibiotik vodpadnich vodach. Tato metoda byla nasledné pouzita
ke sledovéni obsahu sulfonamidti ve vzorcich odpadni vody odebranych na C¢istirnach
odpadnich vod s riznymi technologiemi ¢isténi.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Antibiotika a antimikrobni chemoter apeutika

Antibiotika (ATB) a antimikrobni chemoterapeutika jsou skupinou I€Civ pouzivanych
k 1é¢bé a prevenci infekénich onemocnéni zpusobenych pievazné bakteriemi nebo plisnémi.
Antibakteridni latky ptirodniho ptivodu ajejich polosyntetické derivaty se souhrnné oznacuji
jako antibiotika. Antibiotika jsou latky vzniklé produkei uréitych mikroorganismu, pficemz
jsou schopné zastavit rast a mnozeni jinych mikroorganismi. Synteticky vyrobena
antimikrobialni 1é¢iva se nazyvaji chemoterapeutika. Antimikrobni chemoterapeutika jsou
chemické latky relativné neSkodné pro burky lidského organismu, které vsak dokazou tlumit

Zivotni projevy mikroorganismu [1, 2, 3].

Principieln¢ se antibiotika od antimikrobnich chemoterapeutik v pusobeni
namikroorganismy neli§i. Jejich u¢inkem jsou mikrobidlni buiiky bud’ usmrcovany, nebo je
zastaven jejich rist a rozmnozovani. Proto se v soucasnosti termin ,,antibiotika“ pouziva

pro vSechny typy antimikrobialnich 1é¢iv véetné chemoterapeutik [2, 4].

Idedlni antiinfekéni 1é¢ivo by méelo mit vysoce selektivni u¢inek na patogen a mélo by co
nejméné ovliviiovat makroorganismus. Tohoto cile ov§em dosahuji jen nékteré latky (napft. -

laktamy) [4].

2.1.1. Historie antibiotik

Z historie mediciny je ziejmé, Ze hlavnimi osobnostmi na poli moderni bakteriologie byli
Louis Pasteur (1822-1895) a Robert Koch (1843-1910). V roce 1864 Francouzska akademie
veéd oficialné piijala teorii Louise Pasteura o piivodu, zplisobu zivota a rozmnozovani bakterii.
V roce 1877 Louis Pasteur ucinil objev, Ze zneciSténi kultur antraxového bacilu jinymi
mikroorganismy tohoto piivodce zavazného onemocnéni zabiji. Ukézalo se, Ze jednotlivé
bakterialni kmeny se mohou vzajemné niéit, ptisobit proti Zivotu, tj. antibioticky. Z této doby
pochézi také samotny pojem antibiotikum. Vychazi zterminu ,,antibiosa“, ktery byl zaveden

Vv roce 1899 jako obecné oznaceni antagonismu mezi zivymi organismy [2, 5, 6].

NejzasadnéjSi objev v antibakteridlni 1€c¢bé vSak ucinil vroce 1928 britsky védec
Alexandr Fleming, kdyz zaznamenal, ze latka, kterou vyprodukoval urcity druh plisné,
zpusobila zniCeni bakteriologické kultury stafylokokd. Pliseni se jmenovala Penicillium
notatum. O praktické vyuziti tohoto objevu se zaslouzili az v roce 1940 angli¢ti védci, a to
patofyziolog Howard Florey, biochemik E. B. Chain a farmakolog N. G. Heatley. Od roku
1941 jiz byl penicilin vyuzivan i k terapii lidi. Vy znamny chterapeutickych uspéchii bylo

stimto 1ékem dosazeno v zavéru druhé svétové valky, kdy byl pouzit pro vale¢na poranéni
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komplikovana infekci. Za objev a vyrobu penicilinu byla v roce 1945 udélena Nobelova cena
A. Flemingovi, H. Floreymu aE. B. Chainovi [5, 6].

V roce 1952 byl odménén Nobelovou cenou Selman Waksman (1888-1973) za objev
streptomycinu. Streptomycin byl prvnim antibiotikem, které zapusobilo i na dosud zcela

neovlivnitelnou pti¢inu tuberkuldzy, bacila tuberkulozy [5].

Po objevu prvnich ucinny ch antibiotik nastalboom v jejich uzivani. Antibiotiky se 1é¢ilo
vse, od chiipky pies kasel, rymu az po boleni bficha. V reakci na naduzivani antibiotik se
objevila prvni vina rezistence, po jejimz nastupu se do jisté miry zpiisnila pravidla pro
ptedepisovani ATB. Byla zalozena specializovana stiediska, ktera seduji interakci a vztah

mezi pouzivanymi antibiotiky a bakterialnimi kmeny vyvolavajicimi lidskd onemocnéni [5].

Objev antibiotik je z obecného hlediska povazovan za jeden ze zakladnich stavebnich

kamenti moderni mediciny.

2.1.2. Rozdéleni antibiotik

Antibiotika je mozné rozdé€lovat podle mnoha kritérii, naptiklad podle §ife a charakteru
ucinku, podle formy aplikace apod. [3].

1. De¢leni podle charakteru ucinku:

a) ATB baktericidni — Ié¢ivo je schopné usmrtit pfitomné bakterie (napf. peniciliny,
cefalosporiny),

b) ATB bakteriostatick&d — zastavuji mnozeni bakterii. Po pferuseni 1é¢by se mohou
mikroorganismy v téle opét pomnozit. Takto funguji napt. sulfonamidy,
tetracykliny, makrolidy [2, 7].

Néktera antibiotika s bakteriostatickymi t¢inky mohou mit ve vysSich koncentracich
i ucinky baktericidni [7].

2. Deéleni podle rozsahu plsobeni na bakterialni kmeny:

a) suzky m spektrem — nékdy se oznaduji jako latky s cilenym (specifickym)
ucinkem. Jsou velmi u¢inna na vybrané druhy bakterii (napf. peniciliny),

b) srozsifenym nebo Sirokym spektrem — jsou schopny postihnout mnoho
bakteridnich kment (napf. tetracykliny, sulfonamidy). Do této skupiny patii
vétsina pouzivanych antibiotik [4, 8].

c) zakladni snejrozsahlejSim pusobenim — napiiklad B-laktamy, oxaciny [3].
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3. Déleni podle zptisobu ptipravy:

a) prirodniho ptivedu — produkovana piimo Zivy mi mikroorganismy,

b) semisyntetickd — zakladni molekula pfirozeného antibiotika je nahrazena
chemicky m ekvivalentem,

C) syntetickd — vznikla chemickou syntézou, ptedlohou pro syntézu je struktura

antibiotika ptirodniho ptvodu [9].

4. Déleni podle mista ucinku (resp. zptisobu podani):

a) celkova — perordni (antibiotika podavana usty a vstfebavana z traviciho traktu;
nejCastéjsi a také nejpiirozenéj$i zplsob podani 1éCiva), perrektalni (1éCiva
podavana a vstiebavana pres rektum), parenterani (1é¢iva aplikovana injekéné
pfimo do krevniho ob&hu nebo mimo néj; dale inhalaci nebo transdermalné aj.),

b) lokélni — aplikovana mistné, vétSinou na kuzi; 1é¢ivo pusobi pfevazné v misté

podani, jeho absorpce do celého makroorganismu je nezadouci [9, 10, 11].

Déle je mozné antibiotika délit podle chemické struktury a podle praktického uziti [4].

2.1.3. Mechanismus uc¢inku antibiotik

Mechanismus Géinku antibiotika vyjadfuje zpusob, jakym antibiotikum zasahuje
do syntézy molekul bakteridni buriky. Urcuje jak spektrum téinku antibiotik, tak takeé jejich
aktivitu [1, 3]. Na nasledujici stran¢ (obr. 1) jsou schematicky znazornény mechanismy
u¢inkt ruznych skupin antibiotik. Podle mista (a také podle zptisobu) zasahu bakterialni
bunky lze antibiotika rozdélit do nékolika skupin:

1. Inhibice syntézy bunééné stény — antibiotikum se navaze na enzymy, které katalyzuji
syntézu molekul peptidoglykanti v bakteridlni bunééné sténé, ¢imzZ brani jejimu plnému
vy voji.Defekty v bunééné sténé zpusobi neschopnost bakterialni buniky odolavat osmotickym
zménadm a vedou k bunééné smrti. Antibiotika tohoto typu maji baktericidni Gcinky, patii
mezi n¢ napiiklad peniciliny, cefalosporiny a monobaktamy [1, 4].
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Obr. 1: Schematické zndazornéni mechanismii ucinku antibiotik v bakterialni burice [7].

2. Poskozeni funkce cytoplazmatické membrany — antibiotikum zvysi permeabilitu
buriky, ¢imZ dojde k naruseni iontové rovnovahy v burice. V disledku toho bakteriani bunika
ztréci integritu. Takovy mechanismus @&inku maji polyeny (amfotericin B, nystatin),
polymyxiny aimidazoly. Pusobi baktericidné [1, 4].

3. Inhibice proteosyntézy — antibiotikum zasahuje bakteridni ribozomy a brani syntéze
bunéénych bilkovin. Tato antibiotika maji prevazné bakteriostaticky uc¢inek. Prikladem takto
pusobicich antibiotik jsou makrolidy, tetracykliny, aminoglykosidy [1, 4].

4. Inhibice syntézy nukleovy ch kyselin— antibiotikum inhibuje DNA-gyrazu nebo RNA-
polymerézu; inhibice probiha pfi replikaci DNA nebo transkripci. DNA je nezbytna pro zivot
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buiiky, proto tato antibiotika ptsobi baktericidné. Mezi takto plsobici antibiotika patii
chinolony, rifampicin, pyrimetamin [1, 4].
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Obr. 2: Schéma biosyntézy kyseliny tetrahydrolistové. Krok I: dihydropteridin, krok I1:
kyselina dihydropteroovd, krok |Ill: Kkyselina dihydrolistova, krok 1V: Kkyselina

tetrahydrolistovd. Zndzornéno misto pusobeni sulfonamidovych a diaminopyrimidinovy ch
antibiotik [3].

\ OH

5. Inhibice metabolismu bakterialni buiiky — tento mechanismus ucinku je typicky
pro sulfonamidovéa a dipyrimidinova antibiotika. V tomto ptipadé dochazi k blokaci syntézy
kyseliny listové z kyseliny p-aminobenzooveé v organismu bakterialni buiiky. Mechanismus
uéinku sulfonamidi vychézi z faktu, Ze sulfanilamid, jako zakladni strukturni jednotka
sulfonamidd, je strukturalné blizky kyseliné p-aminobenzoové (PAB), kter4 je nezbytna
pro syntézu kyseliny tetrahydrolistové. Sulfonamidy blokuji syntézu kyseliny listové jiz
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v Uvodni fézi, kdy se navazi (namisto PAB) na enzym dihydropteroét-syntetasu a zabrani tak
reakci se substituovany m dihydropteridinem (obr. 2, krok ). Dalsi kroky vedouci
k syntetizovani kyseliny listové potom nemohou probéhnout. Diaminopyrimidiny zastavuiji
syntézu Kkyseliny listové az v kone¢né fazi, kdy brani interakci meziproduktu syntézy
(kyseliny dihydrolistové) s dihydrofolt-reduktazou (obr. 2, krok 1V) [1, 3, 11].

2.1.4. Farmakokinetika

Farmakokinetika antibiotika je zaloZena na sledovani jeho pohybu a pfemény od podani
1é¢iva po jeho vylougeni zorganismu; zaby va se pusobenim organismu na 1é¢ivo.
V organismu po podani léCiva probihaji procesy, které vedou ke zméné jeho koncentrace
v Case. Mezi tyto procesy patii piedev§im absorpce 1é¢iva po podani, jeho distribuce
v organismu, biotransformace ae€iminace zorganismu. Znalost téchto procesu
charakteristickych pro 1é¢ivo umoznuji zjistit optimalni davku tak, aby bylo dosazeno

potiebné koncentrace 1é¢iva v misté infekce. [1, 2, 12, 13].
2.1.4.1. Absorpce

Lé¢ivo mizZe v organismu pusobit pouze tehdy, jestlize se absorbuje z mista podani
do krevniho a lymfatického ob&hu a odtud do tkani organismu. Rychlost a rozsah absorpce
lé¢iva do organismu vyznamné ovliviiuje zptisob podani léku. V kapitole 2.1.2 je uvedeno
rozdeleni antibiotik podle mista ucinku (resp. zptisobu podéni) na antibiotika lokalni
acelkova. Piilokalni aplikaci l1éCiva se jeho potfebnd koncentrace nachazi pouze v misté
podani. Pti celkové aplikaci dochézi kinterakci celého organismu slécivem. Systémova
absorpce léCiv je zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech 1éCiva a na anatomicko-
fyziologicky ch vlastnostechmista absorpce [2, 10, 14].

2.1.4.2. Transport a distribuce

Absorpci do krevniho obéhu se 1é¢ivo muize transportovat prakticky po celém organismu.
Po priichodu krevnim fecistém dochazi difuzi k distribuci 1é¢iva do tkani a organt. Farmaka
maji tendenci se v organismu rozptylit rovnomérné. V tom jim ovSem brani systém bariér
samotného organismu, které musi 1éCivo piekonat pfed tim, nez se dostane k cilovy m
strukturam. Proto se ve skute¢nosti 1é¢iva v organismu rozd€luji vétSinou nerovnomeérné.
Toznamena, ze c¢ast se jich rozpusti napiiklad v krevni plazmé, bunééné tekutiné
amezibunécném prostoru; ¢ast se navéze na ruzné struktury, naptiklad v krvi na plazmaticke
bilkoviny nebo cervené krvinky, ve tkanich na receptory, na tukové vakuoly nebo kosti.

Vézany podil 1éCiva jiz nemlze nikam difundovat, a proto nemiize obsadit mista ucinku.
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Pro terapii (i naslednou eliminaci 1é¢iva z organismu) je zefména dilezity volny podil 1éku
[10, 13, 14].

2.1.4.3. Biotransformace a eliminace

Léciva jsou v téle vystavena plsobeni mnoha biochemickych reakci, které zpusobuji
jejich biologickou pfeménu neboli biotransformaci. Cilem biotransformace je pfeménit 1é¢ivo
na latku l1épe rozpustnou ve vodé, a tim snadnéji vylucitelnou z organismu. Lé¢iva mohou by t
ztéla vyloucena v nezménéné podob¢ (vysoce polarni latky), mohou se samovolné
pfeménovat, nebo se vylouc¢i jejich metabolit vznikly biotransformaci. Pii biotransformaci
mize dojit k biodegradaci 1é¢iva (jeho deaktivaci) nebo bioaktivaci (IéCivo se stava
farmakologicky aktivnéjsim). Mnohé latky se vylucuji ¢asteéné v pivodni podobé a ¢astecné
pfeménéné. Schopnost eliminace latky z organismu se vyjadiuje veli¢inou nazy vanoupolocas
eliminace. Tato veli¢ina je definovana jako doba, za kterou klesne koncentrace IéCiva
v organismu na polovinu. Polarni 1é¢iva se vylucuji pomérmné rychle, lipofilni latky naopak
velmi pomalu. Léciva se vylucuji predev§im ledvinami do moci a sttevni sliznici nebo Zlu¢i
do stolice. Celkovéa anestetika se vylucuji plicemi [1, 10, 13, 14].

2.1.5. Nezadouci u¢inky

Antibiotika mohou ptisobit na organismus predev$im toxicky (pfimo nebo nepiimo),
piipadné¢ mohou poskozovat jeho imunitu. NejrozSitenéjSimi nezadoucimi ulinky, které
antibiotika vyvolavaji, jsou alergické reakce. Projevuji se zejména postizenim kuze
arespiracnimi obtiZzemi. Mezi dal$i rozsifené nezadouci u¢inky patéi nauzea a zvraceni.
U nékterych druht ATB se mohou vyskytnout i vaznéjs$i komplikace (napt. poskozeni jater,
ztréta sluchu nebo poskozeni plodu v téhotenstvi). Dal§im velmi zavaznym a rozSifujicim se
nezadoucim projevem antibiotik je vznik a Sifeni bakterialni rezistence. Vedlejsi Géinky
antibiotik vznikaji naruSenim rovnovahy organismu jejich pusobenim - jedna se naptiklad
0 zésah do enzymovych systémi nebo do vitaminové bilance organismu [2, 15, 16].

2.1.6. Toxicita

Toxické projevy antimikrobialnich latek mohou byt piimé (fyzikalné-chemické, dané
vlastnim charakterem latky a Iékovou formou) nebo nepiimé (nejrozsifendj$i jsou
hematotoxické, neurotoxické, nefrotoxické, hepatotoxické a gastrointestindlni reakce).
patogennim mikroorganismiim, neméla by ucCinkovat proti stfevni mikrofléfe nebo

poskozovat vlastni buiky organismu. Kazdé 1é¢ivo vSak do urcité miry toxické je. Toxické

16



ucinky lé¢iv mohou vznikat po vysokych davkach (ptfi vysokych koncentracich antibiotik
v télnich tekutinach) i po béznych terapeutickych davkach [8, 15, 16].

Mirou toxicity je stanoveni LDsy vmgkg. Vtab. 1 jsou uvedeny hodnoty LDsg
pro nejrozsitenéjsi skupiny ATB.

Tab. 1: LDso v mg na kg hmotnosti u nékterych skupin antimikrobnich latek [16].

Antimibrobialni 1é¢ivo L Dso [mg/kg]
makrolidy, linkosamidy 2-3000
peniciliny, cefalosporiny 5-10000
aminoglykosidy 100 - 300
tetracykliny, chloramfenikol 1-2000
sulfonamidy, kotrimoxazol 5-10 000

nitroimidazoly 1 000 — 2 000

fluorochinolony 5000

2.1.7. Bakteridlni rezistence

Rezistence je schopnost mikroorganismu (bakterie) odolavat Gc¢inku antibiotika nebo
antimikrobniho chemoterapeutika. Rezistence vznika riznymi mechanismy. Jgji vznik a mira
zavisi jak na struktufe antibiotika, tak také na stavbé bakterialni buiiky a na jeji schopnosti
vytvofit enzymy, které potlacuji Gc¢inek antimikrobni latky. Bakteridlni rezistenci rozliSujeme
pfedevsim na rezistenci primarni (pfirozenou) a rezistenci sekundarni (ziskanou). [2, 4, 15,
16, 17].

1. Rezistence primarni — je rezistence geneticky podminéna. Jedna se o piirozenou
odolnost bakterie vici antibiotiku, tzn., ze bakterie je mimo spektrum pusobnosti antibiotika.
Prikladem takového druhu mohou byt bakterie, které samy antimikrobni latky produkuji [16,
17].

2. Rezistence sekundérni — je rezistence ziskana pusobenim antibiotika na ptvodné
citlivé bakterialni kmeny. Tento typ rezistence je zavaznym medicinskym problémem.
Antibiotika, kterd v minulosti na ur€ity bakterialni kmen pusobila, jsou dnes net¢inna, a proto
je tieba vyvijet stale nové druhy antibiotik. Rezistence vznika pienosem genetické informace
nebo mutacemi mikrobu pfi jejich rozmnozovani [16, 17].

e rezistence zkfiZena — rezistence bakterii na 1é¢iva sob¢ blizka

e rezistence sdruZena — rezistence bakterii na 1é¢iva chemicky odlisna
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2.1.8. Kombinace antibiotik

V piipadé, Ze 1écba pouze jednim antibiotikem neni dostate¢né ucinna, pristupuje se

k 1é¢bé kombinaci vice antibiotik (dvou, vyjime¢né tii riznych 1éki). Cilem takového postupu
je dosahnout vyssiho ucinku, nez by bylo dosazeno pii pouziti kazdého ptipravku zvlast.
Toje ovSem jen jeden z piipadu, které mohou pii kombinovani antibiotik nastat. Kombinace
vice 1éki mize pusobit:

e synergisticky a potencia¢né (pokud se mechanismy tuc¢inku dopliuji)

e antagonisticky (pokud se mechanismus ucinku jednotlivych ATB vzajemné rusi,

napt. baktericidni a bakteriostatickd ATB soucasn¢)
e aditivné (kdyz je vysledny ucinek souctem samostatnych tc¢inki)

¢ indiferentné (vysledny ucinek je stejny, jako ucinek ucinnéjsi z podanych latek)

Z jin¢ho uhlu pohledu je mozné kombinace antibiotik rozdé¢lit podle charakteru zmény
ucinkt. Kombinace pak miize umoznit:
e rozsifeni antimikrobialniho spektra (tento jev nemusi byt vzdy pozitivni - mlze
vzniknout superinfekce, dysmikrobie g.)

e zvySeni UCinnosti urcittho ATB (pfikladem je kombinace sulfonamidu
sulfamethoxazolu a trimethoprimu s nazvem co-trimoxazol, viz déle)

e omezeni nebo zpomaleni vyvoje rezistence v pribéhu 1écby
e snizeni nezadoucich Gc¢inka

e obnoveni u¢inku samostatné nefunk¢iho ATB [4, 15]

2.1.9. Antibiotika v Zivotnim prostiedi

Vyzkum rezidui 1é¢iv vyskytujicich se v zivotnim prostiedi a jejich toxickych ucinka
naorganismy je v soucasnosti vyznamnym odvétvim v oblasti environmentani analy zy.
Vyskyt rezidui riznych skupin antibiotik v odpadnich vodach je jiz nékolik let pozorovan
v mnoha evropsky chzemich i ve svéteé. Rezidua 1é¢iv nebo jejich metabolity jsou detekovany
Vv zivotnim prostiedi ve stopovych koncentracich (ng/l — pug/l); i takto nizké koncentrace vsak
mohou mit toxické ucinky [18, 19].

Antibiotika jsou hojné¢ vyuzivana jak v humanni mediciné pro 1éébu onemocnéni
bakterialniho ptivodu, tak také ve veterinarni mediciné a v zemédélstvi (pfedevsim jako
prevence nemoci dobytka, dribeze a ryb, piipadné jako promotory ristu). Zdrojem vy skytu
antibiotik v zivotnim prostfedi je proto predevsim antropogenni ¢innost. Pfitomnost rezidui
antibiotik v zivotnim prostfedi ma za nasledek mimo jiné vznik chronické toxicity na
organismech arozsifeni rezistence bakterialnich kmenti vi¢i riznym druhiim antibiotik [19,
20, 21, 22].
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Na obr. 3 jsou zndzornény moznosti vstupu antibiotik do zivotniho prostfedi, jejich osud

v ZP a efekty zplisobené na organismech.

2.1.9.1. Osud antibiotik v Zivotnim prostiedi a jejich efekty na organismech

Jak jiz bylo feceno vyse (kapitola 2.2.4.3), po prachodu lé¢iva metabolismem clovéka
nebo zvifete je 1éCivo eliminovano z téla moc¢i nebo vykaly. Lidské exkrementy putuji jako
splagkové odpadni vody na ¢istimy odpadnich vod (COV), kde jsou po piedisténi
(viz kap. 2.2.9.2) vypoustény do povrchovych vodnich toki. Piebyteény kal mize byt v COV
dale zpracovan a pouzit jako hnojivo. Protoze na COV nedochézi ke stoprocentni eliminaci
1é¢iv, antibiotika v podobé vycistené odpadni vody nebo Ccistirenského kalu pronikaji
do zivotniho prostredi. Zvifeci exkrementy obsahujici rezidua antibiotik jsou jako hnij

vypoustény na pole [19, 21, 23].

Pouzitim hnoje nebo Cistirenského kalu obsahujiciho rezidua antibiotik jako hnojiva
dochézi k pusobeni antibiotik na mikroorganismy obsazené v pidé, ¢imz mize dojit
ke vzniku bakterialni rezistence. Antibiotika obsazena v hnojivech piijimaji do svého téla
rostliny; akumulace rezidui v rostlinnych pletivech muize zpusobit zmény v rustu a vyvoji
rostlin. Pouzivanim takto hnojenych plodin k vyzivé muze dochdzet ke zpétné expozici
Clovéka a zvifat. Antibiotika obsazena v hnojivech pronikgi také diky splachim z poli
dovodniho ekosystému; rizikem je potom piedev§im kontaminace podzemnich vod

aovlivnéni vodnich organismii [19, 20, 23].

Zdrojem antibiotik v zivotnim prostfedi mohou byt také komunalni odpady, kdy muze
prusakem dochézet k priniku l1é¢iva do podzemnich vod a tim rovnéz ke kontaminaci zdroju
pitné vody [23].

Dalsi vyznamnou cestou vstupu antibiotik do zivotniho prostiedi je jejich hojné pouzivani
v akvakultufe. Nékteré skupiny antibiotik (tetracykliny, sulfonamidy a chloramfenikol) jsou
Siroce uzivané jako prevence nemoci ryb nebo pro podporu ristu. Antibiotika jsou aplikovana
spolu skrmivem nebo jsou ptidavana ptimo do vody. Rezidua 1é¢iv po prichodu vodnim
organismem, piipadné¢ také zbytky nespotfebovanych 1é¢iv jsou potom piitomny

v sedimentech, kde jsou bud’ degradovany, nebo pronikaji zpatky do povrchovych vod [20].

Rezidua antibiotik pronikaji do Zivotniho prostfedi bud’ v nezménéné podobé, nebo jako
biologicky aktivni metabolity. Nepfetrzity tok rezidui 1é¢iv do Zivotniho prostfedi ma
zanadedek jgich kumulovani v pfirodé. Nejvétsim problémem zapfiCinénym rostoucim
vyuzivanim antibiotik a jejich pfitomnosti v Zivotnim prostiedi je bezpochyby bakteriani
rezistence [20, 21].
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Obr. 3: Osud antibiotik v ZP [22].

2.1.9.2. Antibiotika v COV

Cistirny odpadnich vod obvykle se obvykle skladaji z primarniho, sekundarniho a nékdy
také terciarniho ¢isticiho stupné. V prvnim stupni dochézi k mechanickému ¢isténi odpadni
vody, vedruhém stupni potom K biologickému ¢isténi plisobenim aerobnich a anaerobnich
systému. K eliminaci atransformaci antibiotik dochazi pravé ve druhém stupni CiSténi
odpadni vody. Léciva jsou z odpadni vody odstraiovana riznymi biotickymi a abioticky mi
procesy. Hlavnim bioticky m procesem jebakteriani biodegradace (nejhojnéji je vyuzivan
aktivacni proces nebo biofilmové reaktory). Mezi abiotické procesy Cisténi patii predevsim
sorpee, hydroly za afotoly za [1923].

Mira odstranéni antibiotik z odpadni vody zavisi pfedev§im na jejich schopnosti sorbovat
senakal anajegich degradaci atransformaci. Hydrofobni nepolarni antibiotika se |épe sorbuji

na aktivovany kal nez hydrofilni. VétSina antibiotik je ovSem hydrofilni povahy a jsou proto
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ptitomné piedeviim ve vodné fazi odpadni vody. Cistici procesy lé¢iva z odpadni vody
neodstrani dokonale, mira eliminace antibiotik se pohybuje mezi 60 — 90 % [19, 20, 21, 23].

2.2. Sulfonamidy

Sulfonamidy patii mezi jedny z nejstarSich a nejdulezitéjSich antibiotik. Do terapeutické
praxe byly zavedeny ve druhé poloviné 30. let 20. stoleti. Jejich objeveni zpusobilo pfevrat
Vv 1éCeni fady bakteridlnich infekci, ovSem pomérné brzy byly vytlaCeny jinymi typy
antibiotik. V soucasné dobé se vSak zac¢aly znovu hojnéji pouzivat, predevS§im z duvodu
vzniku rezistence bakterii viici mnoha jinym druhlim antibiotik, a také diky objevu zesileného

terapeutického Gi¢inku pii kombinaci sulfonamidu s trimethoprimem [4, 6, 13].

2.2.1. Historie sulfonamidu

Sulfonamidy jako antibiotika maji sviij pivod v azobarvivech. Ve 30. letech 20. stoleti byl
pii vy zkumech azobarviv, pouzivanych v textilnim primyslu, objeven jejich antibioticky
ucinek. Dr. Gerhard Dogmagk poprvé Uspésné pouzil azobarvivo sulfamidochrysoidin
k 1éceni stafylokokové infekce u laboratornich mysi. Experiment byl natolik uspésny,
ze v roce 1935 byl tento sulfonamid uveden na trh jako 1€k Prontosil. Az pozdé&ji se podatilo
skupin¢ francouzskych védct izolovat G¢innou latku ptipravku — sulfanilamid (ten byl pfitom
poprvé syntetizovan jiz v roce 1908 a pozdé&ji bez vyuziti zapomenut) [3, 24].

2.2.2. Charakteristika sulfonamida

Sulfonamidy patii do skupiny uméle vyrobenych antimikrobnich chemoterapeutik. Pusobi
bakteriostaticky a maji stiedné Siroké antibakteridni spektrum zahrnujici grampozitivni
i n&které gramnegativni aerobni bakterie (streptokoky, pneumokoky, meningokoky, hemofily,
chlamydie, nokardie a jiné bakteridni kmeny). Pouzivaji se pfi terapii infekci hornich
adolnich cest dychacich, infekci kize a meékkych tkadni a infekci traviciho nebo
urogenitdniho Ustroji. Jedna se o antibiotika relativné malo toxicka. Mezi nejcastéjsi
nezadouci ucinky patii fototoxicita a rizné kozni reakce, véetné jejich zavazny ch forem,
ktery mijsou napiiklad toxicka epidermalni nekrolyza nebo Stevenstv-Johnsonuv syndrom.
Ojedinéle se mtize vyskytnout i megal oblastickd nebo hemolytickdanémie[1, 3, 4, 17, 25].

Sulfonamidy jsou chemické slou€eniny relativné malo rozpustné ve vodé, maji kysely
charakter a n¢které z nich jsou nestabilni, protoze se rozkladaji se na svétle. Jako l1éCiva se
pouzivaji bud’ Cisté, nebo jejich sodné soli. V tab. 2 je uveden piehled sulfonamidovych
antibiotik v soucasnosti registrovany ch vCeské republice [3].
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Tab. 2: Seznam [ékii registrovanych v CR, jejichz vicinnou ldtkou je sulfonamid [25, 26].

Nazev piipravku U¢inna litka L ékovéa forma
BISEPTOL co-trimoxazol koncentrét pro infuzni roztok
BISEPTOL co-trimoxazol tableta

COTRIMOXAZOL AL
FORTE co-trimoxazol tableta
IALUGEN PLUS stfibrna sul sulfadiazinu impregnovany obvaz
IALUGEN PLUS stiibrna sul sulfadiazinu Krém
SALAZOPYRIN EN sulfasalazin s povidonem tableta
SULFASALAZIN K sulfasalazin s povidonem tableta
SULFASALAZIN K-EN sulfasalazin s povidonem tableta
monohydrét sodné soli
SULPHACETAMIDE 10% sulfacetamidu o¢ni kapky, roztok
SUMETROLIM co-trimoxazol tableta
SUMETROLIM co-trimoxazol sirup

2.2.3. Chemicka struktura

Sulfonamidova chemoterapeutika jsou strukturné blizka kyseliné p-aminobenzoové.
Karboxylovd skupina v kyseliné p-aminobenzoové je u sulfonamidi nahrazena
sulfonamidovou skupinou. Zakladni strukturni jednotkou sulfonamidi je sulfanilamid
(obr. 4), ktery byl vpocatcich uzivani sulfonamidi také G¢innou latkou. Pozdéjsimi vyzkumy
bylo zjisténo, ze riizné derivaty sulfanilamidu jsou terapeuticky Uc¢inngj$i. NejrozsifendjSimi
derivaty jsou Np-sulfonamidy, které maji substituovany sulfamoylovy dusik, aN@)-
sulfonamidy, které maji substituovanou amino- skupinu [3, 12].

I

Il
o)
Obr. 4: Srukturni vzorec sulfanilamidu.

2.2.4. Farmakokinetika a metabolismus sulfonamida

Farmakokinetické vlastnosti jednotlivy ch sulfonamidii jsou velmi rozdilné. Lisi se
pfedevSim stupném absorpce v gastrointestinalni soustavé (dale GIT) a polocasem eliminace,
a v disledku toho i terapeutickym pouzitim. Sulfonamidy se také rtizn€ intenzivné vazou na
plazmatické proteiny, ¢imz se lisi délka jejich terapeutického G¢inku i délka trvani piipadnych
nezadoucich ucinka [12, 25].
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Rozdéleni sulfonamidii podle doby Géinku, ptipadné podle polocasu eliminace, je uvedeno
v tab. 3.

N4-sulfonamidy jsou $patné rozpustné ve vod¢, a proto v GIT jsou téméf nevstiebatelné.
Naproti tomu N¢y)-sulfonamidy jsou v travicim traktu dostatecné rychle vstiebany. Vstiebavaji
se v zaludku a tenkém stievé, nejvetsi koncentrace byly zaznamenany 4 — 6 hodin po podéni.
Koncentrace ve tkanich jsou vyssi v jatrech, plicich, svaloving, niz§i naopak v kostech, stievni
dliznici amozku. Sulfonamidy i jejich metabolity se vylucuji predev§im ledvinami (respektive
moci) [3, 27].

Tab. 3: Rozdeleni ucinnosti sulfonamidii podle polocasu eliminace[3].

Sulfonamidy ucinkujici | Doba Gcéinku
, . sulfacetamid, sulfathiazol, sulfisoxazol,
kritkodobe 2-6h sulfamethizol, sulfakarbamid, sulfisomidin
stfedné dlouze 6-20h sulfamethoxazol, sulfamoxol, sulfadiazin
dlouhodob 24— 70h wlfanqhoxydlazl n, sulfamethoxin,
sulfaperin
ultradlouze az 180 h sulfadoxin, sulfalen

2.2.5. Vybrané sulfonamidy

Pro analyzu sulfonamidi v odpadni vodé bylo vybrano nékolik zastupct Npy-sulfonamidd.
Piedpokladem vybéru bylo jejich hojné vyuzivani k 1é¢bé; proto je pravdépodobny jejich
vy skytv Zivotnim prostiedi.

2.2.5.1. Sulfamerazin (SMR)

Sumarni vzorec: C11H12N402S

Systematicky nézev: 4amino-N-(4-methylpyrimidin-2-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfamerazin je bily, nazloutle bily nebo nartizovéle bily krystalicky prasek. Velmi tézce
je rozpustny ve vodé, Spatné€ rozpustny V ethanolu, mirné rozpustny v acetonu. Rozpousti se

veziedénych mineralnich kyselinach nebo v roztocich hydroxidd. Teplota tani je 235 °C.

V zahrani¢i je pouzivan spolu s trimethoprimem pro 1écbu bakterialnich infekci v ORL [3,
28].
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Obr. 5: Surkturni vzorec sulfamerazinu.

2.2.5.2. Sulfamethazin (SMT)

Sumérni vzorec: Ci12H14N40,S
Systematicky nézev: 4amino-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfamethazin je bily nebo nazloutly krystalicky prasek. TéZzce je rozpustny ve vodg,
v ethanolu a ve vodném roztoku acetonu je rozpustny za zvySené teploty. Rozpousti se
v mineranich kyselinach a v roztocich hydroxida. Teplota tani je 196 — 200 °C. V huméannim
Iékatstvi se v CR dnes jiz nepouziva, aviak je stéle Siroce rozsifen jako veterinarni 1é¢ivo [4,
29].

ﬁ Y—N
HZN@ﬁ—NH
o)
Obr. 6: Srukturni vzorec sulfamethaznu.

2.2.5.3. Sulfamethoxazol (SMX)

Sumarni vzorec: C1oH11N3O3S
Systematicky nézev: 4amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfamethoxazol je bily (nebo témét bily) krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny
vevod¢, lehce rozpustny v acetonu, mirn¢ rozpustny v ethanolu. Rozpousti se ve zfedénych
kyselinach a ve zfedénych roztocich hydroxidu sodného. Je to nejuzivangjsi sulfonamid se
sttedné dlouhym tcinkem, je kompletné vstiebavan v GIT, vylu¢ovan je nezménén (15-20 %)
nebo jako acetylovany metabolit (3065 %). Aplikuje se ptedevsim v terapii infekci kize
azlucovodu [3, 28].
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Pouziva se predevsim v kombinaci strimethoprimem (v poméru 5:1), a to jako lék
snazvem Kotrimoxazol. Jak jiz bylo feGeno vySe, kombinace téchto dvou 1é¢iv zvysuje
terapeuticky ucinek lé¢iva. Kotrimoxazol je vyuzivan zejména pii infekcich respira¢niho
amocového systému, dale pti infekcich tyfu, sinusitid a kapavky [3, 11].

e) CHj3
Obr. 7: Srukturni vzorec sulfamethoxazolu.

2.2.5.4. Sulfapyridin (SPY)

Sumarni vzorec: C11H11N30,S
Systematicky nazev:4-amino-N-pyridin-2-ylbenzen-1-sulfonamid

Sulfapyridin je bily nebo nazloutly krystalicky prasek. Je té€zce rozpustny ve vod¢.
Rozpousti se ve ziedénych minerdlnich kyselinach a v roztocich hydroxida. Uéinkuje
na fibrindzni pneumonii, meningitidu, Uplavici. Poprvé byl ptipraven v roce 1939, avsak jiz
v 50. letech 20. stoleti se vzhledem k nezadoucim u¢inkiim a Spatné rozpustnosti zacal
Vv humannim 1ékafstvi nahrazovat sulfamethazinem [3, 29].

7\
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Obr. 8: Strukturni vzorec sulfapyridinu.

2.2.5.5. Sulfathiazol (STZ)

Sumarni vzorec: CoHgN3O-S
Systematicky nézev: 4amino-N-(thiazol-2-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfathiazol je bily nebo naZloutly krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny ve vode,
té€Zce rozpustny v ethanolu. Rozpousti se ve zfedénych mineralnich kyselinach a v roztocich
alkalickych hydroxidi. Pouziva se klokalni 1écbé ocnich infekci a rovnéz K I1écbé

infikovanych popalenin a bércovych viedi [4, 11, 28].
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Je nestabilni (na svétle se rozklada), makratky Gcinek, existuje u ného riziko nefrotoxicity
metabolicky vznikajiciho nerozpustného acetylderivatu. Pouziva se zejména jako topické
chemoprofylaktikum v dermatologii. V Cisté formé nebo jako stiibrna sul se pouziva k 1écbé
popdlenin, omrzlin. Dalsi jeho pouziti je ve veterinafstvi. [3].

Obr. 9: Srukturni vzorec sulfathiazolu.

2.3. Postupy pouzivané pri stanoveni 1é¢iv

Obecny postup pii stanoveni 1é¢iv zahrnuje nékolik nezbytnych krokt. Prvnim z nich je
spravné provedeni odbéru vzorku, dale transport vzorku z mista odbéru do analytické
laboratofe a pfipadné uchovéani vzorku. Surovy vzorek neni ve vétsin¢ ptipadit mozné piimo
analyzovat a proto je zapotiebi provést preanaytické Upravy vzorku zvolené podle typu
matrice afinani analytické metody. Nasleduje vlastni analyza a vyhodnoceni vysledku [30,
31].

2.3.1. Odbér, transport, uchovani vzorku

Do celkového analytického postupu pii stanoveni 1é¢iv je nutné zahrnout i spravny postup
pii vzorkovani matrice. Vysledky analyzy casti objektu, tj. odebraného vzorku, jsou pak
zdrojem informaci o sledovaném objektu jako celku [32].

Zakladnim pozadavkem pfi vzorkovani urcitého celku je ziskani reprezentativniho vzorku.
Reprezentativni vzorek je takovy vzorek, jehoz fyzikalni nebo chemické charakteristiky jsou

shodné s primérnymi charakteristikami celkového objemu, ktery je vzorkovan [30, 31].

Vyzkumy tykajici se odpadnich vod se soustiedi piedev§im na odbéry vzorka
zkomundlnich a priamyslovych Cistiren odpadnich vod, pfi¢emz vzorky jsou odebirany
napiitoku do &istirny odpadnich vod (COV) a na odtoku z COV. Pro dosaZeni
reprezentativnosti vzorku by vzorek mél byt odebiran v misté, kde je odpadni voda dobie
promichévéna, ve stiedu proudu, v hloubce 40 — 60 % celkové hloubky toku. Pro odbér
vzorku se v soucasné¢ dobé vesmés vyuziva automatickych davkovact, jejichz vyhodou je
opakovatelnost a moZnost odebirat nepfetrzité a v presné danych ¢asovych intervalech. Dalsi

vyuzivanou moznosti odbéru je manualni odbér vzorku [33, 34].
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Po provedeni vlastniho odbéru vzorku je tifeba zajistit transport vzorku do laboratoie
ajeho uchovani tak, aby nedoslo ke zméné jakosti. Jako odbérové lahve se pouZivaji sklenéné
vzorkovnice. Kazdou vzorkovnici je tfeba oznacit Stitkem se zakladnimi informacemi
0 vzorku, aby nemohlo dojit k zdméng. Transport a skladovani vzorkl se provadi v chladicim
boxu pii teploté¢ maximalné 4°C [30, 31, 34].

Legidativnim piedpisem vztahujicim se ke spravnému vzorkovani komundlnich
apramyslovych odpadnich vod je norma 1SO 5667-10:1992 [35].

% | TESTOVANY VZOREK |

il CHEMICKE PREDUPRAVA

o REAKCE VZORKU

| :

-> (oo i
‘ ‘ - ANALYZA
UPRAVENY VZOREK
—

) CHEMICKE

REAKCE

Obr. 10: Zndzornéni jednotlivych krokit postupu pri analyze léciv [32)].

2.3.2. Piiprava vzorku k analy ze

Surovy vzorek neni ve vétsiné piipadi mozné analyzovat pfimo a je tieba provést
preanalytické Upravy vzorku, které musi by tvolené podle typu analytu, matrice a aplikované
finani metody. Obecné kroky postupu pii analyze 1é¢iv jsou znazornény na obr. 10. V piipadé
odpadni vody je zpravidla nutné vzorek neprve piefiltrovat pies papirove filtry sriznou
zrnitosti. Typ filtru je volen podle podilu nerozpusténych necistot pfitomnych v odpadni vodé
[32, 36].

Ddle je pied vlastni analy zou nutnéoddélit stanovovany analytnebo skupinu analytt
od pivodni matrice. K tomuto Ucelu slouzi extrakce. Extrakci 1ze z pohledu fyzikéni chemie
chapat jako piechod slozky fazovy m rozhranin mezi dvéma vzgemné nemisitelnymi
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kapalinami. V piipad¢ kapalnych vzorku se muze jednat konkrétné o extrakci tuhou fazi
(SPE), extrakci kapalina - kapalina a gelovou permeacni chromatografii. Pti stanoveni
sulfonamidovych antibiotik je preferovana prevazné extrakce tuhou fazi, méné casto
se vyuziva extrakce kapalina - kapalina:

e extrakce kapalina — kapalina je zaloZena na rozdélovaci rovnovéze v soustavé dvou
nemisitelnych kapalin. Sledovand slozka piechézi do toho rozpoustédla, ve kterém je
vice rozpustné.

e pii extrakci z kapaliny na pevnou fazi pevna féze selektivné zachycuje pozadované
slozky [36, 37, 38].

2.3.2.1. Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi je v soucasnosti oblibenou, Siroce vyuzivanou technikou vhodnou
pro zpracovéni kapalnych vzorkti. Pouziva se prevazné pro extrakci stiedné tékavy ch
anetékavych latek, jejich zakoncentrovani a ptecisténi. Jgji hlavni vy hodou proti extrakci
kapalina - kapalina je ptedev§im mala spotieba organickych rozpoustédel [39, 40, 41].

Principem této metody je pfivedeni roztoku analytu do kontaktu stuhy m sorbentem,
ktery siln¢ sorbuje analyt, ale co ngimeén¢ ostatni slozky roztoku. Cilem SPE metody je snaha
0 to, aby sorbované analyty byly pii eluci maximalné desorbovany a dosahlo se tak co
nejlepsich vytéznosti findni analyzy. Pti SPE dochazi k sorbovani analytd na povrch tuhého
sorbentu; eluce cilovych sloucenin silné zavisi na polarité eluéniho c¢inidla. Nejlepsich
vysledkd pifi extrakci antibiotik bylo dosazeno pouzitim methanolu jako elu¢niho ¢inidla
(vytéznost 72 — 93 %) [39, 42].

Pro SPE se vyuziva kolonek o malém objemu, které obsahuji sorbent o velikosti ¢astic 50-
60 um, ktery je umistén mezi dvéma poréznimi kovovy mi nebo plastovy mi fritami.
V soucasnosti se vyuziva mnoho sorbentl. V analyze organickych sloucenin jsou bézné
aplikovany sorbenty na bazi modifikovaného silikagelu (oktadecylové - C18 nebo oktylové -
C8). Sorbent klade odpor protékajici kapalin€, a proto se ¢asto pritok kapaliny pies kolonku
urychluje vakuem na vy stupu z kolonky, piipadné tlakem na vstupu do kolonky nebo
centrifugaci. Retenéni mechanismus je fizen zejména hydrofobnimi interakcemi mezi
analytem anavazanymi uhlikatymi fetézci. Pro extrakci |&tek obsahujicich disociujici skupiny
(naptiklad COOH, OH, NHy), je ¢asto nutna uprava pH vzorku [39, 42, 43].

Pracovni postup pfi extrakei tuhou fazi se sklada ze ctyt hlavnich kroku (obr. 11):

1. Aktivace sorbentu — povrch sorbentu je kondicionovan rozpoustédlem (zpravidla
stejnym, jaké bude pouzito na eluci) za ucelem specifikace sorbentu pro dany analyt.

Soucasné se timto krokem snizi pravdépodobnost zachyceni necistot na sorbentu. Tento krok
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je velmi dilezity pro vodné roztoky analytii. Po pfekapani vhodného objemu elu¢niho ¢inidla
jejeho piebytek vymyt slabym rozpoustédlem [39, 40, 41].

2. Naneseni vzorku — po aktivaci sorbentu nasleduje naneseni vzorku na sorbent. Roztok
analytu projde ptes sorbent pii kontrolovaném prutoku (2—5 ml/min). Rozpoustédlo piejde do
odpadu a sledované analyty se zachyti na sorbentu. V ptipadé vodnych roztoku je dilezité po
prekapani vzorku zaradit krok suseni [39, 40, 41].

3. Promyti vzorku — v nékterych piipadech zachyceny vzorek obsahuje neistoty a je
nutné jej promyt. Vzorek se promyva pomoci slabého rozpoustédla, které vymyje necistoty,
avSak neeluuje sledovane létky [39, 40].

4. Eluce vzorku — nakonec jsou sledované laky eluovany malym objemem elu¢niho
¢inidla, kterym je silné rozpoustédlo [39, 40].

pfiprava kolonky  nanesend vzotku  promyvand sorbentn eluce analytu

mm analyt

|

(S

Obr. 11: Typicky postup pri extrakci tuhou fazi [43].

2.3.3. Vlastni analy za

Nejrozsifenéj$imi zpusoby analyzy antibiotik jSOU V soucasnosti plynova chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) a vysokoucinna kapalinova chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS) nebo UV/VIS detektorem. Pti vybéru mezi
témito metodami byva davéna ptednost HPLC/MS, ptipadn¢ HPLC/MS/MS (kapalinova
chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii) pred GC/MS, a to
z diavodu vyssi selektivity a lepSi kompatibility s mélo t€kavymi, vysoce polarnimi léCivy.
Déle je mozné 1éCiva analyzovat 1é¢iva pomoci elektromigra¢nich metod, predev§im pomoci
kapil&rni zénové elektroforézy (CZE) ve spojeni s MS, MS? nebo dokonce MS® [42, 44].
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2.3.3.1. Kapalinova chromatografie

Chromatografie je fyzikalni separacni metoda, pifi niz jsou separované slozky
distribuovany mezi dvéma fazemi, z nichz jedna je stacionarni, zatimco druhd se pohybuje
v daném sméru (mobilni faze). Kapalinova chromatografie (LC) je druh chromatografie, kde
mobilni fazi tvoii kapalina. Je charakterizovana pouzitim stacionarni faze (tuhé latky)
umisténé Vv kolong, kterou protéka mobilni faze. Pii bézné elu¢ni metodé je roztok vzorku
nadavkovan v Uzké zoné na zacatek kolony. Mobilni faze unasi vSechny slozky mezerami
mezi ¢asticemi stacionarni faze. V kontaktu se sorbentem kazda slozka vzorku piechazi z¢asti
do stacionarni féze, a to ve snaze dosdhnout termodynamické rovnovéhy. V zavislosti
navelikosti retence (zadrzeni) slozek vzorku ve staciondrni fézi dochazi k separaci
jednotlivych slozek vzorku [45, 46].

Kapalinovd chromatografie je pouzivdna k separaci smési latek, které jsou netékavé,
pfipadné¢ malo tékavé a termicky labilni. Jako mobilni fize se pouZzivaji méné polarni
rozpoustédla nebo vodné roztoky. Bézné se pouzivd mnoho druhii stacionarnich fazi, jakymi

jsou naptiklad oxid kfemicity, porézni grafit, oxid hlinity, pryskyfice a polymery [28].

davkowvaci
zafizeni
cerpadlo =
smésovaci zafizeni
fizeni o
sloZeni
mobilni
faze vzorek
«<— kolona
1
zasobniky mobilni
faze detektor

Obr. 12: Schematické zndzornéni pristroje pro HPLC [47]
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2.3.3.2. Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

V soucasnosti nejvice vyuzivanou modifikaci kapalinové chromatografie je vysokotc¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC). Vysoké rychlosti a G¢innosti separace se dosahuje diky
pomérné velkym pratokim mobilni faze a pouzitim kolon, které jsou plnény velmi jemnymi
Casticemi 0 velikosti 3-15 um. Pro a¢innou separaci je nezbytné pracovat pii vysokém tlaku
(30— 60 MPa) [38, 48].

Schematické znazornéni pristroje pro HPLC je uvedeno na obr. 12. Piistroj pro HPLC se
sklada z pocitace (v dnesni dob¢ slouzi k ovliadani podminek separace a k vyhodnocovani),
zasobnikii mobilni faze, Cerpadla, sméSovaciho zafizeni, zasobniku vzorku, davkovaciho

zafizeni, kolony a detektoru napojeného na vyhodnocovaci zatizeni.

Cerpadla pro HPLC by méla byt zkonstruovéna z materilic odolnych vici korozi
aagresivnim mobilnim fazim a méla by byt schopna davkovat nobilni fazi pod vysoky m
tlakem. Cerpadlo musi umoZiiovat konstantni bezpulzni tok mobilni faze o malé rychlosti [38,
49].

Ve sméSovacim zafizeni mohou byt jednotlivé slozky mobilni faze pred vstupem
do Cerpadla sméSovany v rizném poméru. Smés muze mit bud’ stalé slozeni po celou dobu

analyzy, nebo se mize jednat o gradientovou eluci [50, 51].

Pro davkovéni vzorku se dnes zpravidla pouziva automaticky déavkovac¢ (Sesticestny
davkovaci ventil se smyckou). Vzorek lze také nadavkovat piimym nastfikem injekéni
stiikaCkou pies septum (dnes se prakticky nepouziva) nebo ruéné davkovacim ventilem se

smyckou [49].

Vy sledek chromatografické separace zavisi predevsim na vhodnosti pouzité kolony,
zegiména jeji napln¢é. V HPLC se nejcastéji pouzivaji kolony z antikorozivni oceli o délce 5-
30 cm a pruméru 2-5 mm. Srostouci délkou kolony se zvySuje ucinnost separace, ale i doba

analyzy. Pro separaci 1é€iv je vhodné pouzit chromatografii na obracenych fazich [38, 49, 51].

V soucasnosti je mozné v kapalinové chromatografii pouzit nc¢kolik druhli detektorti.
Detektory pouzivané v HPLC jsou tyto:

e gspektrofotometrické detektory
o UV-VIS s pevné nastavenou vinovou délkou,
o UV-VIS s nastavitelnou vinovou délkou,
o UV-VIS detektor diodového pole (DAD),

e fluoresenéni detektor,

o refraktometricky detektor,

e dektrochemicky detektor,

e vodivostni detektor,

e hmotnostni spektrometr [51].
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V této diplomové praci byl ke stanoveni sulfonamidt pouzit UV-VIS detektor typu
diodového pole. U tohoto detektoru se zafeni piichazejici ze zdroje spektralné rozklada
holografickou miizkou. Nakazdou z fotodiod dopada zafivy tok o urcité vinové délce, ktery
je zeslabeny absorpci veele detektoru. Kazda fotodioda je spojena s nabity m kondenzatorem,
pii¢emz fotoelektricky proudvznikajici po dopadu zafeni na diodu vybije kondenzator. Poté
se kondenzatory opét nabijegji a méii se velikost proudu, ktery je potfebny na dobiti
kondenzatort. Vy hodou tohoto detektoru jeuniverzalnost, citlivost a pfedevsim pouzitelnost
v gradientovy ch technikach[52, 53].

2.3.3.3. Ultra ucinnad kapalinova chromatografie (UHPLC)

V souvislosti se zvySujicimi se naroky na pocet analyz za ¢asovou jednotku dochazi
k neustdlému vy voji analyticky ch technik. Ngoli kapainové chromatografie tento jev vedl
k vy voji zcela nové gener@e chromatograficky ch kolon a stim spojené instrumentace,
operujici pti maximalnich tlacich 100 MPa. Pro tuto novou modifikaci byl pfijat nazev Ultra
u¢inna kapalinova chromatografie. V literatuie lze nalézt dvé oznaeni pro ultra G¢innou
chromatografii; UPLC a UHPLC, ktera lze povazovat za synonyma.

Kolony vultra G¢inné kapalinové chromatografii pouzivaji extrémné malych ¢astic
oznacovanych jako ,sub-2um®“. Pii pouziti takto malych c¢éstic Ize dosdhnout vysoké
ucinnosti pfi mnohem vyssich pritokovych rychlostech, coz ma za nasledek rychlejsi
separaci. Diky této technologii Ize zkrétit dobu analyzy az devétkrét, citlivost zlepsit tiikrét
advakrét lze zlepsit rozliseni. Takové zrychleni se pozitivné projevi piedev§im v Uspoie
organickych rozpoustédel, energie a casu [54].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Hlavnim cilem piedlozené diplomové préce bylo vybrat a optimalizovat vhodnou metodu
pro stanoveni sulfonamidt v odpadnich vodéach. Vybrana metoda zahrnuje tpravu vzorku
odpadni vody pomoci extrakce tuhou fézi (SPE), analy zu pomoci UHPLC sdetektorem
diodového pole (DAD) a dale bézné upravy vzorki odpadni vody, jaky mi jsouhomogenizace
vzorku afiltrace.

3.1. Pristroje, zatizeni, software

3.1.1. Vybaveni pro preanalytické Upravy vzorku

e Anaytické véhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko

e Ultrazvukova vodni lazen, typ Teson 4, Tesla, CR

e Filtratni papir pro kvalitativni analyzu KA4, ® 150mm, Papirna Pernitejn, CR
e Filtracni papir MN GF-1, ® 55mm, Macherey-Nagel, Némecko

e Zarfizeni pro filtraci odpadni vody

e SPE extraktor Baker, model spe-12 G, J. T. Baker, USA

e Membranova vyvévaKIF LAB, Laboport, Maneko, CR

e SPE kolonky: Supelclean envi-18, 6 ml/1g, Supelco, USA

e Pristroj pro suseni dusikem Evaterm, Labicom, CR

o Membrénovéfiltry Cronus Syringe Filter Nylon 4mm 0.2 um, Lavicom, UK

e Bé&Zné laboratorni vybaveni

3.1.2. Pristroje pro vlastni analy zu

e UHPLC: piistroj Agilent Technologies 1290 Infinity Binary LC Systém

o Cerpadlo mobilni faze: bindrni pumpa, nastavitelny pritok 0,001 —
5 ml/min, tlak do 105 MPa

o Kolona ZORBAX Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD (rozméry:
2,1x50 mm, 1,8um)

o Kolona ZORBAX SB-C18, Rapid Resolution HD (rozméry: 2,1x100 mm)
svelikosti ¢astic naplné€ 1,8 pm

o Detektor DAD: zdrojem svétla je deuteriova lampa, 1024 fotodiod, vinovy
rozsah 190 — 640 nm, programovatelna Sifka Stérbiny: 1, 2, 4, 8 nm
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3.1.3. Softwar e pro zpracovani a interpretaci dat

e Microsoft Office Word 2007

e Microsoft Office Excel 2007

e ACD/ChemSketch 10.0

e ChemStation for LC 3D Systems Rev. B.04.03, Agilent Technologies

3.2. Chemikalie a standar dy

3.2.1. Chemikalie

e Kyselina mraven¢i, Riedel de Haen, Sigma Aldrich, GmbH, ¢istota p. a.,, Némecko
e Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, Neratovice, CR
e Deonizovana voda upravena piistrojem Milli-Q Academic firmy Millipore

0 specifické vodivosti 0,055 uS.cm™ pii teplots 24 °C

3.2.2. Standardy

e Sulfathiazol, ¢istota > 99 %, Sigma Aldrich

e Sulfapyridin, ¢istota> 99 %, Sigma Aldrich

e Sulfamethazin, ¢istota > 99 %, Sigma Aldrich

e Sulfamethoxazol, ¢istota > 99 %, Sigma Aldrich
e Sulfamerazin, Cistota > 99 %, Sigma Aldrich

3.3. Sledovana matrice

Sledovanou matrici byly vzorky odpadni vody odebrané vzdy na ptitoku a na odtoku
z ¢istirny odpadnich vod. Konkrétng se jednalo o celkem 9 smésnych 24 hodinovych vzorka
odebranych 5. 6. 2014 na COV v Pohotelicich, Valticich, Lednici a Mikulové a 7. 7. 2014
v Hustopecich, Podiving, Valticich, Lednici a v Mikulové. Dale byl po dobu jednoho ty dhe na
COV v Mikulové odebiran kazdy den vzorek na pfitoku a na odtoku, a to ve dnech 31. 7. —
6. 8. 2014.



3.4. Cistirny odpadnich vod

Vzorky odpadni vody byly odebirany z ¢istiren odpadnich vod s riznymi technologiemi
Cisténi a rtiznymi pocty ekvivalentnich obyvatel (EO). V nasledujicich kapitolach jsou
popsany zékladni charakteristiky danych COV.

3.4.1. COV Podivin

Kapacita: 5250 EO

Stavajici COV Podivin je navrzena jako mechanicko-biologické pro odstranéni uhlikatého
zneCisténi se zpracovanim kalu anaerobnim studeny m vyhnivanim v kalovém prostoru

Stérbinovych nadrzi. Biologicky stupei je tvofen dvojici zkrapénych biologickych filtrt.

3.4.2. COV Pohoielice

Kapacita: 6 000 EO

COV je technologicky feSena jako mechanicko-biologicka. Biologicky stupeii pracuje
naprincipu simultanni nitrifikace a denitrifikace, biologické odbouravani fosforu je doplnéno

o chemické srazeni. Strojn¢ odvodiiovany kal je hygienizovan vapnénim.

3.4.3. COV Hustopete

Kapacita: 8 753 EO

V Hustopecich je v provozu mechanicko-biologicka ¢istirna odpadnich vod. Za vstupnim
Snekovym Ceslem je mechanické piedCisténi a na obtoku prito¢nad destova zdrz. Biologicka
cast sestava z ob&hovych aktivacnich nadrzi s mechanickou aeraci a kruhovymi dosazovacimi
nadrzemi. Kalové hospodaistvi zahrnuje uskladiiovaci nadrz a odvodnéni kalu pomoci
sitopasového lisu.

3.4.4. COV Valtice

Kapacita: 9 700 EO

Cistirna pracuje jako mechanicko-biologicka COV s odstrafiovanim dusiku systémem
nitrifikace a denitrifikace a s odstrafiovanim fosforu chemickym sraZzenim. Kal je separovan
v nové vybudované dosazovaci nadrzi. Odvodnény kal je hygienizovan vapnem. Nové je
feSeno Cerpani destovych vod, pro jejichz zachyt je vyuzita rekonstruovana stavajici aktivacni

nadrz.
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3.4.5. COV Lednice

Kapacita: 12 000 EO

COV je feSena jako mechanicko-biologickd s biologickym stupném feSenym jako
dvoustupiiova aktivace. Prvni stupenn je pfedstavovan rota¢nimi biodisky a ctvercovymi
dosazovacimi nadrZzemi. Druhy stupen je tvofen tfemi aktivaCnimi nddrzemi s aeratory
FRINGS. Dosazovaci nadrz je kruhova o praméru 15 m. Kalové hospodafstvi je zalozeno
na aerobni stabilizaci kalu. Odvodnéni kalu je feSeno pomoci sitopasového lisu.

3.4.6. COV Mikulov

Kapacita: 24 850 EO

COV je technologicky feSena jako mechanicko-biologickd stercidarnim &isténim.
Biologicky stupen je tvoren dvojici ob&hovych aktivaénich nadrzi s mechanickou aeraci
advéma dosazovacimi nadrzemi. Fosfor se zvody odstraiiuje chemickym srazenim.
Hygienizace kalu probiha pomoci kysliku, hygienizovany ka je potom mechanicky

odvodnovan.

3.5. Sledované analyty

Sledovanymi analyty byla 1éCiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxazol,
sulfapyridin a sulfathiazol. Jejich chemicko-fyzikalni vlastnosti a oblasti pouziti byly popsany
v kapitoldch 2.2.5.1 — 2.2.5.5.

3.6. Pracovni postupy

3.6.1. Roztoky standardu 1éciv

Pro optimalizaci metody byly neprve pfipraveny roztoky standard vybranych

sulfonamidu.

Zasobni roztoky standardi vybranych 1é¢iv mély koncentraci 1 mg/ml. Na zakladé
literarni reSerSe a pilotni studie byla 1é¢iva rozpusténa v roztoku 0,1M HCOOH v MeOH.
Tyto zésobni roztoky byly pfipraveny pfesnym navazenim 0,0100 g kazdého 1é¢iva. Navazky
byly pievedeny do 10 ml odmérnych banék a doplnény 0,1M HCOOH v MeOH. Pro podporu
a rychlejsi rozpousténi byly roztoky umistény do ultrazvukové vodni 1azné€, a to ptiblizné
po dobu 10 minut.
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Z téchto zasobnich roztokt byl néasledné pfipraven smésny pracovni roztok o koncentraci
100 pg/ml v 0,1M HCOOH v MeOH. Tento roztok byl nasledné pouzivan jak pfi optimalizaci
chromatografické metody na UHPLC/DAD, tak také pii optimalizaci SPE metody.

3.6.2. Odbéry vzorku

Odbéry vzorktl byly provedeny na COV vedoucimi pracovniky téchto &istiren, ktefi

zajistili kontinualni jednodenni odbéry presné podle piedem piipraveného planu vzorkovani.

3.6.3. Preanalytické Upravy vzorki

3.6.3.1. Filtrace a uchovani vzorku

Vsechny vzorky odpadni vody byly filtrovany pies dva typy filtr, a to:
1. Papirovy filtr pro kvalitativni analy zu KA4,
2. Papirovy filtr MN GF-1.

Po prefiltrovani byly vzorky ulozeny v chladicim boxu pii 4 °C az do doby dalsiho
zpracovani. Ze vzorku odpadni vody byla 1é¢iva izolovana pomoci extrakce tuhou fézi.

3.6.3.2. Extrakce tuhou fazi SPE

Typ SPE kolonky: ENVI-18 SPE Tubes, objem 6 ml, 1 g sorbentu
Kondicionace kolonky: 2 ml 0,1 M HCOOH v MeOH

2ml 5% MeOH
Aplikace vzorku: 250 ml odpadni vody, okyseleno HCOOH napH 3
Suseni proudem vzduchu: 10 minut
Promyti sorbentu: 2 ml 5% MeOH
Eluce anaytu: 4 ml 0,2 M HCOOH v MeOH

Po ukonceni SPE extrakce byl eluat odpafen do sucha pod proudem dusiku, znovu
rozpustén v1iml 0,1 M HCOOH v MeOH a pies membranové filtry pireveden do 1,8 ml
vialky a takto byl pfipraven k nasledné chromatografické analy ze.
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Obr. 13: Zarizeni pro SPE Baker.

3.6.4. Vlastni analyza vzorki a standardu

Analyza realnych vzorkl a standardt vybrany chléCiv byla provadéna metodou ultra
uéinné kapalinové chromatografie sdetektorem diodovénho pole (UHPLC/DAD).
Pro stanoveni byla pouzita kolona ZORBAX SB-C18, Rapid Resolution HD (rozméry:
2,1x100 mm) s velikosti ¢astic naplné 1,8 um. Podminky metody jsou nasledujici:

Nastrik:

Mobilni faze:

Pritok mobilni faze:
Gradient mobilni faze:

Teplota kolony:
VInova délka detekce:
Cekovadékaanaly zy:

0,5 ul

slozka A: 0,01 M HCOOH v Milli Q vodg; slozka B: MeOH
0,25 ml/min

fo= 10% MeOH,
fo2= 20 % MeOH,
fo7= 30 % MeOH
{15 = 40 % MeOH
{3 = 100 % MeOH
45°C

270 nm
4+ 1 minut

38



Obr. 14: Pristroj Agilent Technologies 1290 Infinity.

Obr. 15: Kolona ZORBAX SB-C18, Rapid Resolution HD.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Stanoveni podminek analy zy pomociUHPL C/DAD

Pro urCeni vhodnych podminek analyzy na UHPLC/DAD byly pouzity standardy
vybranych sulfonamidovych 1éciv: STZ, SPY, SMR, SMT a SMX rozpusténé¢ v 0,1 M
HCOOH v MeOH. Koncentrace smésného standardu 1éCiv pouzitého pro optimalizaci
chromatografické metody byla 100 pg/ml.

Jako vy chai bod optimalizace byla zvolena na nasem pracovisti jiz diive optimalizovana
metoda pro stanoveni sulfonamidovy ¢ antibiotik pomoci HPLC (uvedena v tab. 4). Metoda
byla nasledné¢ modifikovana pouze zvolenim krat$i doby anay zy (pro anay zu na BIPLC
byla zvolena doba 3+1 min.). Jak je patrné z chromatogramu (obr. 16), tato metoda se ukézala
pro pouziti na UHPLC jako zcela nevyhovujici. V dalsim kroku optimalizace byla potom
doba analyzy prodlouzena na 12 minut, avsak ani v tomto pfipadé nebylo dosazeno dobré

separace, piky jednotlivych 1é¢iv nebyly od sebe dostate¢né oddéleny.

Tab 4.: Podminky analy zypro stanoveni sulfonamidit pomoci HPLC [38].

Nastiik 1ul
Mobilni faze 0,01 M HCOOH, MeOH
Pritok mobilni faze 0,15 ml/min pro C18
Teplota kolony 20°C

_ to=30 % MeOH, t3=40 % MeOH,
Gradient

ts = 80 % MeOH, tio= 100 % MeOH

VInova déka 270 nm
Dobaanaly zy 25 minut
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Obr. 16: Chromatogram smeési standardii vybrany chiléciv STZ, SPY, SMR, SMT a SMX
pri podminkéch analy zy optimalizovany ch pro HPLC.

Dalsi optimalizace zvolené metody spocivala v upravach nastiiku, prutoku mobilni faze,
teploty kolony a gradientu. O Upravach téchto parametri je podrobné pojednéno
v nésledyjicich kapitolach 4.1.1 — 4.1.6.

4.1.1. Gradient mobilni faze

Optimalizace podminek metody byla provadéna na kolon¢ ZORBAX Eclipse Plus C18
Rapid Resolution HD (rozméry: 2,1x50 mm), 1,8 um. Nejvétsim problémem pii optimalizaci
bylo oddéleni prvnich tii piki v chromatogramu (1é¢iva STZ, SPY a SMR). Proto byl jako
prvni parametr upravovan gradient mobilni faze. V prubéhu vyvoje metody bylo ovéfovano
celkem 30 riznych gradientl mobilni faze. Piky prvnich tfi 1é¢iv byly od sebe odseparovany
az v piipadé, kdy analyza zacinala pfi poméru slozek mobilni faze 90 % 0,01 M HCOOH
a10 % MeOH (obr. 17). Dalsimi Gpravami gradientu bylo dosazeno ponékud lepsiho oddéleni
pikl, avSak stale nedoslo k jejich uplnému rozdéleni. V né&kterych piipadech bylo také nutné
prodlouzit dobu analyzy az na 5+1 min, nebot’ 1éCiva se zacCala eluovat az ve tieti minuté
analy zy (dr. 18). Nejlepsi vysledek, kterého bylo dosazeno pii upravéach gradientu, je uveden
na obr. 19. Pii tomto gradientu byly jiz od sebe oddéleny alespon piky sulfapyridinu
asulfamerazinu. Soucasné vSak doslo k deformaci pfedev§sim piku sulfamethazinu. Tento
gradient byl potom pouzivan pii nasledujicich Upravach metody.

V této fazi optimalizace bylo konstatovano, ze pouhou Upravou gradientu mobilni faze
nebylo piesto dosazeno uspokojivého oddéleni piku. Jako dalsi parametr, ktery byl vramci
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optimalizace upravovan, byla zvolena teplota kolony; soucasné vSak byl sniZen nastiik
na 0,5 pl apritok mobilni faze zvysen na 0,2 pl/min.
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Obr. 17: Chromatogram smeési standardii vybranych léciv, gradient mobilni faze: to = 10 %
MeOH, tos= 30 % MeOH, t1 = 40 % MeOH, t1,5= 50 % MeOH, t3= 100 % MeOH.
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Obr. 18: Chromatogram smési standardii vybranych léciv, gradient mobilni faze: to= 10 %
MeOH, to9 = 10 % MeOH, t1= 20 % MeOH, t19= 20 % MeOH, t2= 30 % MeOH, ta = 100 %
MeOH; doba analy zy: 4+1min.
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Obr. 19: Chromatogram smési standardii vybranych léciv, gradient mobilni faze: to = 10 %
MeOH, to3= 20 % MeOH, t1= 20 % MeOH, t19= 22 % MeOH, t2= 24 % MeOH, t29= 24 %
MeOH, ts= 30 % MeOH, ta= 100 % MeOH; doba analy zy: 5+1 min.

4.1.2. Nastrik

ProtoZe se pouhou tpravou gradientu nepodatilo dosahnout oddé¢leni a ostrosti vSech pika
v chromatogramu, byl nejprve upraven nastfik z pavodniho 1 pl na 0,1 pl. Ukézalo se, ze
zména nastiiku nema vliv na oddéleni pika a celkovy tvar chromatogramu (viz obr. 20).
Pii dal8ich tpravach byl nastiik zvySen na 0,5 gl z divodu dosaZeni vyssi odezvy, a déde jiz
tento nastiik nebyl upravovan. Dalsim parametrem, ktery byl dale optimalizovén,byla teplota
kolony.



0 G SR R 00T 03 28 PIS PO o)

1l

STZ

SMX

STZ

0 |

=

Obr. 20: Porovnani chromatogramii smesi léciv pri rizném nastiiku, gradient mobilni faze: to
= 10 % MeOH, to3= 20 % MeOH, t1= 20 % MeOH, t19= 22 % MeOH, t2= 24 % MeOH, t29
= 24 % MeOH, ts= 30 % MeOH, ta= 100 % MeOH; doba analy zy: 5+1 min.

4.1.3. Teplota termostatu kolony

Nejprve byla teplota termostatu kolony snizena z 20 °C na 10 °C. Snizeni teploty se
ukédzalo byt chybnou cestou, vy sledkembyly spojené piky sulfathiazolu a sulfapyridinu
azdvojeneé piky sulfamerazinu a sulfamethazinu. Nadale tedy byla kolona ohiivana postupné
na 30, 35, 37, 40 °C a 45 °C. Maximalni pracovni teplota pro pouzitou kolonu je 60 °C, proto
rad&ji nebyla teplota dale zvySovana nad 45 °C. Pfi zvyseni teploty kolony bylo dosazeno
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odd¢leni prvnich tii pika 1é¢iv, ale v nékterych piipadech piky chvostovaly a dochazelo také
k rozmyti piki sulfamethazinu a sulfamethoxazolu. Chromatogramy 1é¢iv pii teplotach 10 —
40 °C jsou souhrnné zobrazeny naobr. 21.

Pti teploté¢ kolony 45 °C a pii soucasném upraveni gradientu a pritoku mobilni faze
(popsano déle) bylo dosazeno nejlepsiho oddéleni piki. Piky mély také nejlepsi odezvu, byly
ostré azké. Teplotakolony 45 °C byla tedy pfijata jako optimalni.
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Obr. 21: Chromatogramy léciv pri riznych teplotdch kolony, gradient mobilni faze: to= 10 %
MeOH, toz= 20 % MeOH, t1= 20 % MeOH, t19= 22 % MeOH, t2= 24 % MeOH, t29= 24 %
MeOH, t3= 30 % MeOH, ta= 100 % MeOH; doba analy zy: 5+1min.

4.1.4. Priatok mobilni faze

V pribéhu optimalizace metody byly ovéfovany tii hodnoty pritoku mobilni faze.
Pocate¢ni hodnota byla 0,15 ml/min, dalsi potom 0,2 ml/min a kone¢na 0,25 ml/min.

Pii upravé pratoku mobilni faze nebyly pozorovany vy raz@ zmény ve vzhledu pikd,
dochézelo vsak ke zméné retencnich Cast 1éCiv. Na zakladé provedenych experimenti lze
konstatovat, ze ¢im byl vyssi pratok mobilni faze, tim dfive se IléCiva eluovala
(zapredpokladu, Ze dal$i parametry analyzy ztstaly nezménény). Protoze pii upravé gradientu
byl jednim z problémt pravé pozdni Cas retence 1éCiv, byla jako idealni zvolena hodnota
pritoku 0,25 ml/min i pfesto, ze pfi tomto prutoku byly piky ponc¢kud rozmytéjsi, nez
pii niz8ich hodnotach pritoku mobilni faze (tento problém byl odstranén dal§imi upravami
gradientu).
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4.1.5. Uprava gradientu p¥i vy$§ich teplotach kolony

Jak je popsano v kapitolach 4.1.1 a 4.1.3, samostatny mi Upravami gradientu nebo
nastavenim teploty termostatu kolony nebylo dosazeno idealniho tvaru pika. Proto byly dale
ovéfovany ruzné upravy teploty kolony a gradientu (pfipadn€ i pratoku mobilni faze)

soucasne.

Upravami bylo nakonec dosazeno optimalniho vysledku a byl ziskén postup, ktery pro
nase Ucely jiz vyhovoval. Podminky analy zy jsou uvedeny vtab. 5, piislusny chromatogram
je znézornén na obr. 22. Tyto podminky byly na n€kolik dni pfijaty jako optimalizované.

Tab 5.: Podminky analy zy

Nastiik 0,5 ul
Mobilni faze 0,01 M HCOOH, MeOH

Pratok mobilni faze 0,25 ml/min

Teplota kolony 45°C
to= 10 % MeOH, to,3= 20 % MeOH,
t1=20 % MeOH, t11= 25 % MeOH,

Gradient t1,9= 25 % MeOH, t2= 30 % MeOH,
t3=100 % MeOH
VInovadéka 270 nm
Doba analy zy 4+1 min
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Obr. 22: Chromatogram vybranych léciv pri podminkdch analy zy uvedeny ch tab. 5.
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4.1.6. Vliv parametri kolony na separaci analyti

Metoda analyzy byla zpocatku optimalizovana na koloné ZORBAX Eclipse Plus C18
Rapid Resolution HD, 2,1x50 mm, 1,8 um. Nasledn¢ byla vyzkouSena kolona ZORBAX SB-
C18, Rapid Resolution HD (rozméry: 2,1x100 mm) svelikosti ¢astic naplné 1,8 um.
Po vyméneé kolony bylo nutné jesté¢ poupravit gradient mobilni faze, nebot’ pii pouziti
gradientu uvedeného v tab. 5 byly posledni dva piky v chromatogramu z cca 20% spojené
(1é¢iva SMT a SMX).

Experimenty, pii kterych byla pouzita delSi kolona, pfinesly lepsi vysledky, nez byly
ziskdny méfenim na puvodni krat$i koloné. Jak vyply va zporovnani obr. 22 aobr. 23,
pii mé&feni na delsi kolon¢ bylo dosazeno vyssi odezvy. Piky odpovidgjici jednotlivy m

1é¢iviim jsou uZzsi, ostiejsi a dokonale od sebe oddélené.

4.1.7. Optimalizovana metoda pro stanoveni sulfonamidi pomoci UHPLC

Optimalizované podminky metody nasledné pouzivané pii anay 2 sulfonamidovy ch
antibiotik pomoci UHPLC/DAD jsou shrnuty do tab. 6. Piislusny vysledny chromatogram je
prezentovan na obr. 23 aretenéni ¢asy vybranych 1é¢iv jsou uvedeny v tab. 7.

Tab 6.: Optimalizované podminky analy zypro stanoveni sulfonamidii pomoci UHPLC.

Nastiik 0,5l

Mobilni faze 0,01 M HCOOH, MeOH

Pratok mobilni faze 0,25 ml/min

Teplota kolony 45°C
to=10 % MeOH, to2= 20 % MeOH,

Gradient to,7=30 % MeOH, t15= 40 % MeOH,
t3= 100 % MeOH

VInova déka 270 nm

Dobaanaly zy 4+1 min
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Obr. 23: Chromatogram smési vybranych [é¢iv pri optimdlnich podminkach analy zy.

Tab 7.: Retencni casy vybranych léciv pri optimalnich podminkdch analyzy.

Lécivo STZ SPY SMR SMT SMX
Retencni ¢as [min] 2,16 2,32 2,46 2,80 2,96

4.2. Optimalizace extrakce tuhou fazi

Optimalizace metody extrakce tuhou fézi spocivala prevazné ve stanoveni idealniho
mnozstvi vzorku pouzitého pro extrakci. Na zakladé informaci ziskanych z literatury |ze
predpokladat, Ze pokud by byla vybrana sulfonamidové 1é¢iva v odpadni vodé ptitomna,
jejiich koncentrace by byly velmi nizké. Vzhledem k relativné vysoky m mezim detekce
astanovitelnosti u detektoru diodového pole (v porovnani s hmotnostnim spektrometrem),
bylo zadouci optimalizovat metodu pro co nejvétsi objem davkovaného vzorku, respektive
bylo tfeba zjistit takovy objem davkovaného vzorku,pii kterém by bylo dosazeno co 1é¢iva co
nejveétsi vytéznosti i pii nizkych koncentracich.

Pro optimalizaci byly pouzity standardy vybranych sulfonamidovych 1éciv: STZ, SPY,
SMR, SMT a SMX rozpusténé v 0,1 M HCOOH v MeOH. Koncentrace pouzitého smésného
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standardu 1éc¢iv byla 100 pg/ml. Na zakladé literarni reSerSe byly jako vhodné kolonky
pro extrakci sulfonamidii zvoleny ENVI-18 SPE Tubes, objem 6 ml, 1 g sorbentu [38].
V rdmci optimalizace podminek bylo vyzkouseno celkem 9 riznych kombinaci objemi
vzorku a koncentraci 1é¢iv pti dvou riznych modifikacich metody.

Tab 8.: Vychozi podminky pri SPE.

Typ SPE kolonky ENVI1-18 SPE Tubes6 ml/1 g
Kondicionace 2ml 0,1 M HCOOH v MeOH
kolonky 2 ml 5% MeOH

Aplikace vzorku 200, 500 mi

Suseni proudem 10 minut

vzduchu

Promyti sorbentu 2 ml 5% MeOH

Eluce analytu 4ml 0,1 M HCOOH v MeOH

Negjprve byla ovéfovana optimalizovana metoda extrakce pro stanoveni 1é¢iv ze sedimentt
a distirenskych kalti (uvedena vtab. 8). V prvé tadé bylo dévkovano 500 ml vzorku
pti koncentraci standard 50 pg/ml a dale byl pouzit objem 200 ml pii koncentracich
standardi 50 a30 pg/ml. Ve vsech ptipadech bylo dosazeno velmi rozdilnych vytéznosti
léciv. Pii davkovani 500 ml vzorku mél uspokojivou vytéznost pouze sulfamethazol
(65,38 %), vytéznost ostatnich 1é¢iv se pohybovala v rozmezi 3 — 30%. V obou dalsich
ptipadech byly vytéZnosti 1éCiv sice vy$si, avSak jesté stdle nevyhovujici, protoze se
pohybovaly v rozmezi 3 — 144 %. Z tohoto dtivodu byl tento postup posouzen jako nevhodny.
Pramérné vytéznosti 1é¢iv zatéchto podminek jsou uvedeny v tab. 9.

Tab 9.: Priimérné vytéznosti léciv pri vychozi metodé SPE [%].

Objem vzorku 500 ml 200 ml
Puvodni koncentrace 50 pg/ml 50 pg/ml 30 pg/mi
STZ [%] 8,87 19,65 27,51
SPY [%] 29,19 75,35 84,73
SMR [%] 8,66 19,81 26,66
SMT [%] 65,38 133,30 144,12
SMX [%] 3,74 3,08 3,87
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Pti optimalizaci bylo rovnéz uvazovéano, ze se léCiva mohla Castecné vyeluovat jiz
pii preCistovani. Na zaklad¢ této uvahy byla zachycena a proméfena piecistovaci frakce
extrakce (2 ml 5% MeOH). Bylo prokazéno, ze 1é¢iva se béhem piecistovani neeluovala.

Byla zvolena dalsi modifikace metody, ktera spocivala v okyseleni vzorku kyselinou
mraven¢i na pH 3. Jako prvni byl davkovan men$i objem vzorku (200 ml), pifi¢emz
koncentrace 1é¢iv byla vysoka (50 pg/ml). Po okyseleni bylo dosazeno mnohem lepSich
vytéznosti 1éCiv (65 — 143 %). Nasledné byly pii ovétovani této metody pouzity vEtsi objemy
vzorku a niz8$i koncentrace 1éCiv. Vysledky, kterych bylo experimenty dosazeno, jsou
prezentovany v tab. 10.

Tab 10.: Primerné vytéznosti léciv pri okyseleni vzorku na pH 3 [ %) .

Objem
vzorku 200 ml 250 ml 300 ml 500 ml

Plvodni

koncentrace 50pug/ml | 10pug/ml | 30pug/ml | 10pg/ml | 10 pg/ml | 10 pg/ml

STZ [%] 65,69 78,98 63,43 69,96 45,61 34,51
SPY [%] 84,63 94,74 74,29 83,39 52,94 41,53
SMR [%] 101,24 101,43 79,40 89,98 64,70 51,69
SMT [%] 143,35 104,97 93,59 86,48 69,51 91,42
SMX [%] 100,81 100,74 94,39 92,67 81,80 87,21

Bylo provedeno vyhodnoceni dosazenych vysledk. Za optimdni objem davkovaného
vzorku odpadni vody byl uréen objem 250 ml. Pii vy$S§im objemu vzorku jiz dochazelo
ke snizeni vytéznosti stanovovany chléciv. Pii objemu 200 ml vzorku bylo sice dosazeno
vysSich vytéznosti nez pii 250 ml, avSak zaptedpokladu velmi nizkych koncentraci 1é¢iv
v redny ch vzorcichbylo ptijatelngjsi zvolit k nadavkovani radéji vétsi objem vzorku.

Zvolené optimani podminky extrakce tuhou fazi jsou uvedeny v tab. 11.

Tab 11.: Optimalni podminky SPE pro stanoveni sulfonamidii v odpadni vode.

Typ SPE kolonky ENVI-18 SPE Tubes6 ml/1 g
Kondicionace 2ml 0,1 M HCOOH v MeOH
kolonky 2 ml 5% MeOH

Aplikace vzorku 250 ml, okyseleno HCOOH napH 3
Suseni proudem 10 minut

vzduchu

Promyti sorbentu 2 ml 5% MeOH

Eluce analytu 4ml 0,1 M HCOOH v MeOH
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4.3. Vyhodnoceni a kvantifikace sledovanych 1é¢iv

Pro vyhodnoceni vytéznosti 1é¢iv pii optimalizaci SPE extrakce a pro nésledné stanoveni
1é¢iv v realnych vzorcich byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti plochy piku na koncentraci
1é¢iva. Kalibra¢ni roztoky o koncentracich 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 a 50,0 pg/ml byly
piipraveny fedénim pracovniho roztoku popsané¢ho v kapitole 3.6.1. Grafy 1 — 5 znazornuji
kalibra¢ni zavislosti, rovnice regrese a regresni koeficient R? pro kazdé 1égivo.

Graf 1: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci pro lécivo sulfathiazol.

Kalibra¢ni primka sulfathiazolu
350 -
300 -
gzso 1
E 200 -
S 150 -
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Graf 2: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci pro lécivo sulfapyridin.

Kalibra¢ni pfimka sulfapyridinu
350 -
300 -
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320 -
S 150 -
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52



Graf 3: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci pro lécivo sulfamerazin.

Kalibrac¢ni pfimka sulfamerazinu
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Graf 4. Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci pro lécivo sulfamethazin.
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Graf 5: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci pro lécivo sulfamethoxazol.

Kalibrac¢ni pfimka sulfamethoxazolu
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Ddle byla vypo¢tena mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) kazdého 1é¢iva
podle vztaht (1) a (2). Pro vypocet téchto veli¢in byla nejprve odeétena vyska piku kazdého

v

(jejich primér = N). Vypoctené meze jsou uvedeny v tab. 12.

‘ w
o

LOD = 1)

C Zln

(@)

Log=22¢ @

zm‘

Byla vypoétena rovnéz smérodatna odchylka pomoci funkce SMODCH v programu
Microsoft Excel a relativni smérodatna odchylka podle vztahu (3):

s =>.100%, ©)
X
kde Sje smérodatna odchylka a X je aritmeticky primeér hodnot vytéznosti 1é¢iva. Hodnoty

smerodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky pro vybrana Iéciva jsou uvedeny
v tab. 13.



Tab 12.: Mez detekce a mez stanovitelnosti vybranych léCiv.

Lécivo LOD [ug/l] LOQ [ug/l]
STZ 1,098 3,660
SPY 1,168 3,892
SMR 0,9460 3,153
SMT 1,068 3,562
SMX 1,014 3,380

Tab 13.: Smerodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka vybranych léciv.

Létivo S [ug/mi] S [%]
STZ 0,3517 1,91
SPY 1,222 5,65
SMR 1,045 4,51
SMT 1,760 6,39
SMX 1,914 6,87

4.4. Redlnévzorky

Byla sledovéana lé¢iva ve vzorcich odpadni vody z Cistiren odpadnich vod s riznymi
technologiemi ¢isténi. Smésné 24 hodinové vzorky byly odebirdny vzdy na pftitoku
i naodtoku z ¢istirny odpadnich vod, aby mohla byt zhodnocena tc¢innost Eisticich procest
dané COV. Vzorky odpadni vody byly nejprve filtrovany podie postupu uvedeného v kapitole
3.6.3.1 adae zpracovany pomoci optimalizované SPE metody uvedené v kap. 3.6.3.2. Léciva
bylanasledné stanovovana pomoci optimalizované metody pro UHPLC/DAD (kap. 3.6.4.).

V prvni sé&rii vzorkl odebranych dne 5. 6.2014 byla 1é¢iva nejprve stanovovana piimo.
Ve vsech ptipadech se koncentrace vSech 1é¢iv nachézela pod mezemi detekce a kvantifikace
metody. Z toho divodu byl do vSech vzorki z5.6.2014 i do vSech nasledujicich ptidan
standardni pfidavek tak, aby jeho vy sledné koncentrace vupraveném vzorku byla 30 pg/ml.
Naobr. 24 jsou pro porovnani zobrazeny chromatogramy 1é¢iv ve vzorku bez standardniho

pfidavku a se standardnim ptidavkem.

Protoze byl standardni ptidavek davkovan do nezpracovaného vzorku (pied tpravou
SPE), bylo tfeba do vypocta realné koncentrace 1é¢iv ve vzorcich zahrnout vliv matrice.
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Obr. 24: Porovnani chromatogram stanovovanych léciv bez standardniho pridavku a se
standardnim pridavkem. Lednice, odtok, 5. 6. 2014.

4.4.1. Vliv matrice

Vliv matrice na 1éciva ve vzorku byl zjistovan vypoctem matricniho efektu. Matri¢ni
efekt byl vypocitan podle vztahu (4) [38], tj. porovnanim plochy piku Ié¢iva uredného
vzorku (ovlivnéno matrici) splochou piku 1é¢iva z modelového vzorku.

plocha piku v realném vzorku

%ME = -100% (4)

plocha piku v modelovém vzorku
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Jak jiz bylo uvedeno vyse, koncentrace 1é¢iv ptfidana do redlného vzorku vody Cinila vzdy
30 pg/ml. Stejna koncentrace byla pfidana i do modelového vzorku vody. Pokud je hodnota

ME rovna 100 %, znamena to, ze nebyl zjistén zadny matri¢ni efekt.

V tab. 14 jsou uvedeny primérné matri¢ni efekty vypocitané pro vybrana 1é¢iva. Jak je
z tabulky patrné, byl zji§tén rozdilny vliv matrice na ptitoku a na odtoku z COV. Na ptitoku
byl zjistén nizky vliv matrice u sulfapyridinu, stfedni vliv matrice u sulfamerazinu
asulfamethazinu a vysoky vliv usulfathiazolu a sulfamethoxazolu. Na odtoku byl zjistén
sttedni vliv matrice u sulfamerazinu, sulfamethazinu a sulfamethoxazolu, vysoky vliv pak
u sulfathiazolu a sulfapyridinu.

Tab 14.: Primeérné hodnoty ME pro stanovovanda léciva.

Lécivo pritok odtok
STZ 31,72 43,02
SPY 88,10 52,76
SMR 61,87 76,43
SMT 74,58 70,81
SMX 52,52 63,19

4.4.2. Kvantifikace 1é¢iv v redlny ch vzorcich

Koncentrace jednotlivych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody byly stanoveny pomoci
kalibra¢nich zavislosti plochy piku na koncentraci 1é¢iva uvedenych v kapitole 4.3.
Pfi kvantifikaci 1é¢iv byl do vypo¢ti zahrnut stanoveny vliv matrice. Hodnoty realnych
koncentraci 1é¢iv byly ziskany z rozdilu koncentrace 1é¢iva v redném vzorku se standardnim
ptidavkem akoncentrace 1é¢iva v modelovém vzorku. Koncentrace 1é¢iv v tomto modelovém
vzorku byla stejna, jako byla koncentrace standardniho piidavku v reédlny ch vzorcich.

4.4.3. COV Podivin

Vzorky odpadni vody zCOV Podivin (pfitok a odtok) byly odebrany 7. 7. 2014.
Stanovené koncentrace 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody jsou uvedeny v tab. 15. Tabulka
obsahuje tfi paraelni stanoveni koncentrace a jejich pramérnou hodnotu. Koncentrace 1é¢iv
na pfitoku se pohybovaly pfiblizné v rozmezi 0,40 — 0,90 pg/l, koncentrace 1é¢iv na odtoku
byla v rozmezi 0,36 — 0,74 pg/l. V nasledujici tabulce 16 je zhodnocena G¢innost odstranéni
1é¢iv ¢isticimi procesy na COV vyjadiena v pg/l av %.
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Tab 15.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Podivin.

Pritok Odtok

c1[ug/l] | c2 [ug/l] | cs[pg/l] (Epugl;ll] c1[ug/] | G2 [ug/l] | ca[ug/l] ‘[‘v“gr;l]

Lécivo

STZ 08434 | 0,8958 | 0,7956 | 0,8449 | 0,5901 | 0,5407 | 0,7382 | 0,6230

SPY 0,6095 | 0,6093 | 0,6098 | 0,6095 | 0,6073 | 0,6090 | 0,6011 | 0,6058

SMR | 0,5198 | 0,5199 | 0,5213 | 0,5203 | 0,5242 | 0,5244 | 0,5230 | 0,5239

SMT 0,5137 | 0,5137 | 05136 | 05137 | 0,5134 | 0,5135 | 0,5138 | 0,5136

SMX | 04121 | 0,4097 | 0,3963 | 0,4060 | 0,3564 | 0,3642 | 0,3853 | 0,3686

Tab 16.: Ucinnost odstranéni 1é¢iv cisticimi procesy na COV Podivin.

Léivo Primérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [pg/l] [%]
STZ 0,8449 0,6230 0,2219 26,26
SPY 0,6095 0,6058 0,0037 0,61
SMR 0,5203 0,5239 - -
SMT 0,5137 0,5136 - -
SMX 0,4060 0,3686 0,0374 9,21

4.4.4. COV Pohorelice

Vzorky odpadni vody z COV Pohotelice (pfitok a odtok) byly odebrany 5. 6. 2014.
Stanovené koncentrace 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody jsou uvedeny v tab. 17. Tabulka
obsahuje tf1 paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou hodnotu. Koncentrace 1éciv
na piitoku se pohybovaly ptiblizné v rozmezi 0,36 — 0,74 pg/l, koncentrace 1é¢iv na odtoku
v rozmezi 0,36 — 0,61 pug/l. V tabulce 18 je zhodnocena u¢innost odstranéni 1é¢iv Cisticimi
procesy na COV vyjadiena v ug/l av %.
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Tab 17.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Pohovelice, odbér

5.6.2014
Pritok Odtok
Lécivo Cprﬁmér Cprﬁmér
C M|c I C 11| c /|

STZ 0,7355 | 0,7416 | 0,7386 | 0,5901 | 0,5407 | 0,564
SPY 0,6105 | 0,6106 | 0,6105 | 0,6073 | 0,6090 | 0,6082
SMR | 0,5205 | 0,5209 | 0,5207 | 0,5242 | 0,5244 | 0,5243
SMT 0,5135 | 0,5135 | 0,5135 | 0,5134 | 0,5135 | 0,5135
SMX 0,3624 | 0,3769 | 0,3696 | 0,3564 | 0,3642 | 0,3603

Tab 18.: Ucinnost odstranéni 1éciv Cisticimi procesy na COV Pohorelice u vzorkii
odebrany ch 5.6. 2014.

Létivo Primérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [pg/l] [%]
STZ 0,7386 0,5654 0,1731 23,44
SPY 0,6105 0,6082 0,0024 0,39
SMR 0,5207 0,5243 - -
SMT 0,5135 0,5135 - -
SMX 0,3696 0,3603 0,0094 2,53

4.45. COV Hustopete

Vzorky odpadni vody zCOV Hustopede odebirané na piitoku a na odtoku byly
vzorkovéany 7. 7. 2014. Stanovené koncentrace 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody jsou uvedeny
v tab. 19. Tabulka obsahuje tii paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou hodnotu.
Koncentrace 1é¢iv na piitoku se pohybovaly ptiblizné v rozmezi 0,43 — 0,82 pg/l, koncentrace
1é¢iv na odtoku v rozmezi 0,38 — 0,61 pg/l. V tabulce 20 je zhodnocena uc¢innost odstranéni

1é¢iv ¢isticimi procesy na COV vyjadiena v pug/l av %.
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Tab 19.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Hustopece.

Pritok Odtok
P o g | ca g | calugl] | T | e (gl | calugl] | calugl] | (e
STZ 0,8192 | 0,8051 | 0,8120 | 0,8121 | 0,6101 | 0,6027 | 0,5614 | 0,5914
SPY 0,6086 | 0,6087 | 0,6083 | 0,6085 | 0,6067 | 0,6069 | 0,6082 | 0,6073
SMR | 0,5190 | 0,5201 | 0,5196 | 0,5195 | 0,5232 | 0,5233 | 0,5238 | 0,5234
SMT 0,5137 | 0,5137 | 05137 | 0,5137 | 0,5136 | 0,5135 | 0,5135 | 0,5135
SMX 0,4305 | 04357 | 04357 | 04339 | 0,3878 | 0,3970 | 0,3831 | 0,3893
Tab 20.: Ucinnost odstranéni 1é¢iv cisticimi procesy na COV Hustopece.
Létivo Primérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [pg/l] [%]
STZ 0,8121 0,5914 0,2207 27,18
SPY 0,6085 0,6073 0,0013 0,21
SMR 0,5195 0,5234 - -
SMT 0,5137 0,5135 - -
SMX 0,4339 0,3893 0,0446 10,28

4.4.6. COV Valtice

Byly méfeny dvé série vzorki odpadni vody z COV Valtice. Prvni série vzorki byla
odebrana 5. 6. 2014, druh& série 7. 7. 2014. Vzorky byly odebirany na piitoku a na odtoku
z COV. Stanovené koncentrace 16¢iv ve vzorcich jsou uvedeny v tab. 21 a 22. Tabulky

obsahuji vzdy dvé nebo tfi paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou hodnotu.
Koncentrace 1é¢iv na ptitoku se pohybovaly v rozmezi 0,35 — 0,76 pg/l, koncentrace 1é¢iv
na odtoku v rozmezi 0,38 — 0,67 pg/l. V tabulkéach 23 a 24 je zhodnocena ucinnost odstranéni

1é¢iv ¢isticimi procesy na COV vyjadiena v pug/l av %.
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Tab 21.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Valtice,odbér

5.6.2014
Pritok Odtok
Lécivo Cprﬁmér Cprﬁmér
c1[ug/] | c2 [pg/] g/ c1[ug/l] | 2 [pg/l] g/

STZ 0,7229 | 0,7100 | 0,7165 | 0,5932 | 0,5843 | 0,5888
SPY 0,6087 | 0,6082 | 0,6084 | 0,6082 | 0,6083 | 0,6083
SMR | 0,5205 | 0,5208 | 0,5207 | 0,5240 | 0,5243 | 0,5241
SMT 0,5135 | 0,5135 | 0,5135 | 0,5134 | 0,5133 | 0,5134
SMX 0,3884 | 0,3924 | 0,3904 | 0,4159 | 0,3842 | 0,4000

Tab 22.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Valtice, odbér

7.7.2014.

Pitok Odtok
Lécivo ramér riamér
c1[Hg/] | c2 [pg/l] | cs[pg/l] (Epug/I] c1 [Hg/] | c2 [ng/l] C[:Lg”]

STZ | 0,7291 | 0,6189 | 0,7551 | 0,7010 | 0,6724 | 0,6508 | 0,6616
SPY | 0,6073 | 0,6100 | 0,6069 | 0,6081 | 0,6031 | 0,6048 | 0,6039
SMR | 05211 | 05237 | 05212 | 05220 | 05224 | 05231 | 05227
SMT | 05137 | 05133 | 05138 | 05136 | 0,5138 | 05137 | 0,5137
SMX | 03680 | 0,3511 | 0,3666 | 0,3619 | 0,3809 | 0,3756 | 0,3783

Tab 23.: Ucinnost odstranéni 1éciv cisticimi procesy na COV Valtice u vzorkii odebranych

5. 6. 2014.
Létivo Primérna koncentrace [ng/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [ug/l] [%]
STZ 0,7165 0,5888 0,1277 17,82
SPY 0,6084 0,6083 - -
SMR 0,5207 0,5241 - -
SMT 0,5135 0,5134 - -
SMX 0,3904 0,4000 - -
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Tab 24.: Ucinnost odstranéni 1é¢iv cisticimi procesy na COV Valtice u vzorkii odebranych

7.7.2014.
Légivo Primérna koncentrace [ng/l] Odstranéno Odstranéno

pritok odtok [pg/l] [%]
STZ 0,7010 0,6616 0,0395 5,63
SPY 0,6081 0,6039 0,0041 0,68
SMR 0,5220 0,5227 - -
SMT 0,5136 0,5137 - -
SMX 0,3619 0,3783 - -

4.4.7. COV Lednice

Z COV Lednice byly opét odebrany a hodnoceny dvé série vzorki odpadni vody. Prvni
séric vzorkd byla odebrana 5. 6. 2014, druha série 7. 7. 2014. Vzorky byly odebirény na
ptitoku a na odtoku z COV. Stanovené koncentrace 16¢iv ve vzorcich jsou uvedeny v tab. 25 a
26. Tabulky obsahuji vzdy dvé nebo tii paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou
hodnotu. Koncentrace 1é¢iv na ptitoku se pohybovaly v rozmezi 0,42 — 0,83 ug/l, koncentrace
1é¢iv na odtoku v rozmezi 0,37 — 0,66 pg/l. V tabulkéch 27 a 28 je zhodnocena ucinnost

odstranéni 1é¢iv Cisticimi procesy na COV vyjadiend v ug/l av %.

Tab 25.: Koncentrace vybranych léciv ve vzorcich odpadni vody z COV Lednice, odbér

5. 6. 2014.
Pritok Odtok
Lécivo Cprﬁmér Cprﬁmér
cu[Hg/] | calhgl] | o | oy gl | calugh] | (o
STZ 0,8320 | 0,8140 | 0,8230 | 0,6011 | 0,5966 | 0,5988
SPY 0,6088 | 0,609 | 0,6092 | 0,6074 | 0,6075 | 0,6074
SMR 0,5192 | 0,5194 | 05193 | 05241 | 0,5241 | 0,5241
SMT 0,5137 | 0,5135 | 05136 | 05135 | 0,5135 | 0,5135
SM X 0,4220 | 0,4316 | 0,4268 | 0,3673 | 0,3691 | 0,3682
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Tab 26.: Koncentrace vybranych léciv ve vzorcich odpadni vody z COV Lednice, odbér

7.7.2014.
Pritok Odtok

Lécivo Cprﬁmér Cprﬁmér
c1[Mg/] | c2 [ng/l] | cs[pg/l] g/ ci[Mg/l] | ¢z [pg/l] | cs[pg/l] g/

STZ | 0,7369 | 0,8022 | 0,7848 | 0,7746 | 0,6381 | 0,6369 | 0,6574 | 0,6442
SPY | 0,6091 | 0,6087 | 0,6087 | 0,6089 | 0,6050 | 0,6051 | 0,6048 | 0,6050
SMR | 05220 | 05210 | 05216 | 0,5215 | 0,5234 | 0,5234 | 05231 | 0,5233
SMT | 05137 | 05138 | 05138 | 0,5138 | 05137 | 05137 | 05137 | 0,5137
SMX | 04168 | 04267 | 04203 | 04213 | 0,3752 | 0,3745 | 0,3760 | 0,3752

Tab 27.: Ucinnost odstranéni 1é¢iv Cisticimi procesy na COV Lednice u vzorkii odebranych

5. 6. 2014.
Létivo Primérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [no/l] [%]
STZ 0,8230 0,5988 0,2242 27,24
SPY 0,6092 0,6074 0,002 0,29
SMR 0,5193 0,5241 - -
SMT 0,5136 0,5135 - -
SMX 0,4268 0,3682 0,0586 13,74

Tab 28.: Ucinnost odstranéni 1é¢iv Cisticimi procesy na COV Lednice u vzorkii odebranych

7.7.2014.
Léivo Primérna koncentrace [ng/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [no/l] [%]
STZ 0,7746 0,6442 0,1305 16,84
SPY 0,6089 0,6050 0,0039 0,64
SMR 0,5215 0,5233 - -
SMT 0,5138 0,5137 - -
SMX 0,4213 0,3752 0,0460 10,93
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4.4.8. COV Mikulov

Z COV Mikulov byly odebrany a posuzovany tii série vzorki odpadni vody. Prvni série
vzorkll byla odebrana 5.6.2014, druha série 7.7.2014. Ob¢ tyto série tvofily smésné
24 hodinové vzorky odebirané na pfitoku a na odtoku. Tteti sérii tvofily vzorky odebirané na
ptitoku a na odtoku po dobu jednoho ty dhe, ato ve dnech 31. 7. — 6. 8. 2014.

Stanovené koncentrace 1é¢iv ve vzorcich jsou uvedeny v tab. 29, 30, 33 a 34. Tabulky
obsahuji dvé nebo tii paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou hodnotu. V piipadé
tydenniho odbéru vzorki jsou ve dvou souhrnny ch tabulkéch (tab. 33 a34) uvedeny primérné

koncentrace 1éCiv na ptitoku a na odtoku za kazdy den.

Koncentrace 1é¢iv na pfitoku v prvni a druhé sérii se pohybovaly v rozmezi 0,39 —
0,77 ug/l, koncentrace 1é¢iv na odtoku v rozmezi 0,37 — 0,65 pg/l. Koncentrace 1é¢iv tieti
série kolisaly v prubéhu tydne 31. 7. — 6. 8. 2014 na pfitoku mezi hodnotami 0,41 — 1,84 pg/l,
na odtoku potom mezi 0,39 — 1,30 pg/l. V tabulkéch 31, 32 a 35 je zhodnocena u¢innost
odstranéni 1é&iv ¢isticimi procesy na COV vyjadiena v %.

Tab 29.: Koncentrace vybranych léciv ve vzorcich odpadni vody z COV Mikulov, odbér

5.6.2014
Pritok Odtok
Lécivo rimér rimér
ca Mg/ | colug/] | T | gl | co gl | (et

STZ | 0,6737 | 0,7746 | 0,7242 | 05752 | 05912 | 0,5832
SPY | 0,6094 | 0,6082 | 0,6088 | 0,6085 | 0,6075 | 0,6080
SMR | 055227 | 05206 | 05217 | 0,5247 | 0,5241 | 0,5244
SMT | 05135 | 05136 | 05136 | 05133 | 05135 | 0,5134
SMX | 03885 | 0,3998 | 0,3941 | 0,3651 | 0,3695 | 0,3673




Tab 30.: Koncentrace vybranych l1éc¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Mikulov, odbér

7.7.2014
Pritok Odtok

Lécivo Cprﬁmér Cprﬁmér
C [Ho/l] | 2 [po/l] | c3[pgll] g/ cy[pg/l] | c2 [pofl] | c3[pgll] g/

STZ | 0,7486 | 0,7272 | 0,6897 | 0,7218 | 0,6280 | 0,6476 | 0,6359 | 0,6371
SPY | 0,6086 | 0,6089 | 0,6099 | 0,6091 | 0,6060 | 0,6053 | 0,6055 | 0,6056
SMR | 05218 | 05222 | 05232 | 05224 | 05236 | 0,5233 | 0,5235 | 0,5235
SMT | 05137 | 05136 | 0,5135 | 05136 | 05136 | 0,5136 | 0,5136 | 0,5136
SMX | 0,4637 | 0,4631 | 0,4390 | 0,4553 | 0,3700 | 0,3727 | 0,3713 | 0,3713

Tab 31.: Ucinnost odstranéni 1éciv Cisticimi procesy na COV Mikulov u vzorkii odebranych

5.6.2014
Léivo Primérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [pg/l] [%]
STZ 0,7242 0,5832 0,1410 19,47
SPY 0,6088 0,6080 0,0008 0,12
SMR 0,5217 0,5244 - -
SMT 0,5136 0,5134 - -
SMX 0,3941 0,3673 0,0268 6,81

Tab 32.: Ucinnost odstranéni 1éciv Cisticimi procesy na COV Mikulov u vzorkii odebranych

7.7.2014.
Léivo Primérna koncentrace [ng/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [no/l] [%]
STZ 0,7218 0,6371 0,0847 11,73
SPY 0,6091 0,6056 0,0036 0,58
SMR 0,5224 0,5235 - -
SMT 0,5136 0,5136 - -
SMX 0,4553 0,3713 0,0840 18,44
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Tab 33.: Primérné koncentrace vybranych 1éciv ve vzorcich odpadni vody z COV Mikulov,

tydenni odbér 31. 7. — 6. 8. 2014, PRITOKY.

Primérna koncentrace [ug/l]

Lécivo 3L 7. 1.8. 2.8, 3.8 4. 8. 5. 8. 6. 8.
STZ 1,2980 1,3670 1,8361 1,2220 0,8206 0,8103 0,7923
SPY 0,6039 0,6056 0,6019 0,5971 0,6046 0,6061 0,6060
SMR 0,5141 0,5139 0,5101 0,5178 0,5211 0,5196 0,5220
SMT 0,5160 0,5158 0,5174 0,5156 0,5141 0,5140 0,5139
SM X 0,5621 0,4943 0,4923 0,4138 0,8336 0,4077 0,4364

Tab 34.: Primérné koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Mikulov,

tydenni odber 31. 7. — 6. 8. 2014, ODTOKY.

Priumérna koncentrace [ug/1]

Létivo 31.7. 1.8. 2.8. 3.8, 4.8, 5. 8. 6. 8.
STZ 1,1770 0,9431 1,3039 1,1563 0,6836 0,7881 0,7250
SPY 0,5837 0,5931 0,5756 0,5841 0,6020 0,5992 0,6015
SMR 0,5179 0,5199 0,5175 0,5175 0,5226 0,5219 0,5227
SMT 0,5149 0,5146 0,5150 0,5150 0,5140 0,5142 0,5140
SMX 0,4685 0,4305 0,4909 0,4694 0,3918 0,3985 0,3922

Tab 35.: Ucinnost odstranéni 1é¢iv cisticimi procesy na COV Mikulov, tydenni odbér
31.7.-6.8.2014.
Odstranéno [%]

Lécivo 31 7. 1.8. 2.8, 3.8 4. 8. 5. 8. 6. 8.
STZ 9,32 31,02 28,98 5,38 16,70 2,74 8,49
SPY 3,34 2,06 4,37 2,18 0,43 1,15 0,74
SMR - - - - - - -
SMT 0,22 0,24 0,46 0,12 - - -
SMX 16,65 12,92 0,29 - 52,99 2,24 10,14
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4.4.9. Zhodnoceni vysledki

Dosazené vysledky prezentované v piedchézejicich kapitolach jsou v nasledujicich dvou
kapitolach pro nazornost zpracovany do sloupcovy chgrafi. Grafy znazoriuji koncentrace
jednotlivych 1é¢iv na pfitoku a na odtoku vedle sebe, ¢imz je mozné lehce zhodnotit miru
odstranéni kazdého z 1é&iv na riiznych COV.

4.4.9.1. Koncentrace lé¢iv na riznych COV

V této kapitole jsou uvedeny sloupcové grafy znazornujici koncentrace 1é¢iv STZ, SPY,
SMR, SMT a SMX ve vzorcich odpadni vody z COV Podivin, Pohofelice, Hustopege,
Valtice, Lednice a Mikulov ve dnech odbéru 5. 6. 2014 a7. 7. 2014.

Graf 6: Koncentrace sulfathiazolu na pritoku a odtoku z riznych COV.
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Graf 7: Koncentrace sulfapyridinu na piitoku a odtoku z riiznych COV.
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Graf 8: Koncentrace sulfamerazinu na pritoku a odtoku z riiznych COV.
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Graf 8: Koncentrace sulfamethazinu na piitoku a odtoku z riiznych COV.
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Graf 9: Koncentrace sulfamethoxazolu na piitoku a odtoku z riiznych COV.
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4.4.9.2. Koncentrace 1é¢iv na COV Mikulov

V této kapitole jsou prezentovany sloupcové grafy znazorfiujici koncentrace sulfathiazolu,
sulfapyridinu, sulfamerazinu, sulfamethazinu a sulfamethoxazolu ve vzorcich odpadni vody

z COV Mikulov odebiranych kazdy den po dobu jednoho ty dne, a to ve dnech 31.7. —
6. 8. 2014.
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Graf 10: Koncentrace sulfathiazolu na pritoku a odtoku z COV Mikulov.
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Graf 11: Koncentrace sulfapyridinu na piitoku a odtoku z COV Mikulov.
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Graf 12: Koncentrace sulfamerazinu na piitoku a odtoku z COV Mikulov.
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Graf 13: Koncentrace sulfamethazinu na piitoku a odtoku z COV Mikulov.
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Graf 14: Koncentrace sulfamethoxazolu na piitoku a odtoku z COV Mikulov.
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4.4.9.3. Diskuze vysledkii

Byl prokazan vyskyt vSech sledovanych sulfonamidovych antibiotik ve vzorcich
odpadnich vod. Koncentrace vSech 1é¢iv se pohybovaly primérné v desetinach pg/l.
Z prezentovanych vysledku je patrné, ze koncentrace stanovovany chléciv se vevzorcich
zriznych COV piilis neliily. Nejvice kolisaly koncentrace sulfathiazolu, mén& pak
koncentrace sulfamethoxazolu. Koncentrace zbyvajicich tfi 1é¢iv se na viech COV lisily
pouze nepatrné. Z tohoto faktu Ize usuzovat, ze 1é¢iva STZ a SMX jsou ve sledované oblasti

vvvvvv

Posouzenim hodnot procentudni Géinnosti odstranéni 1é¢iv na riiznych COV i pouhy m
pohledem nagrafy v predchazejicich kapitolach je mozné zkonstatovat, Ze mira odstranéni
1é¢iv na COV v soudasnosti vieobecné neni piili§ vysoka. Nejvétsi miru eiminace (rtiznou
nartiznych COV) vykazovalo 1é¢ivo sulfathiazol, dal§im, alespoii z&asti Usp&sné
odstranénym lé¢ivem byl sulfamethoxazol. Sulfathiazol byl v nejvétsi mife odstranén na COV
Hustopege, sulfamethoxazol na COV Mikulov. Ostatni 1é¢iva byla na COV odstranéna pouze

minimalné nebo vubec.

Dale byl sledovan obsah vybranych sulfonamidii na COV Mikulov v priibéhu jednoho
ty dne. Zdosazenych vysledkd je patrné, Zze koncentrace 1éCiv v odpadni vodé v prubéhu
jednoho ty dnepon¢kud kolisaly, pfi¢emz nejvyrazngji kolisaly koncentrace sulfathiazolu.
Zjisténé rozdily v koncentracich 1é¢iv byly pravdépodobné zplisobeny rozdilnou aplikaci 1é€iv

Vv pribehu tohoto tydne. Léciva také vykazovala v priibéhu tydne rtiznou miru eliminace.
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Vybrana 1é¢iva byla sledovana na COV sriznym poétem ekvivalentnich obyvatel
artznymi technologiemi ¢isténi. Vysledky prezentované v této diplomové préaci neprokézaly
vyznamn¢ rozdilnou miru eliminace 1€¢iv pii pouziti riznych technologii ¢isténi v soucasnosti
pouzivanych na vybranych Cistirndch odpadnich vod. Rovnéz nebyla pozorovana korelace
mezi poctem ekvivalentnich obyvatel a zjisténymi koncentracemi vybranych 1é¢iv ve vzorcich
odpadnich vod.

V nékterych piipadech byl pii vyhodnoceni vysledkli méfeni zjistén nartist koncentrace
1é¢iva na odtoku v porovnani s puvodni hodnotou koncentrace na piitoku. V téchto ptipadech
nelze vyloudit, ze nedoslo k dal§i kontaminaci 16¢ivy piimo na COV v priibéhu &isténi.
Vzhledem Kk relativné nizké citlivosti pouzitého detektoru a z toho vyplyvajici nutnosti pouzit
metodu standardniho ptidavku lze konstatovat, ze by bylo pravdépodobné vhodnéjsi pouzit
detekci pomoci hmotnostni spektrometrie, ktera je pii podobnych méfenim doporucovana

rovnéz v literatute.

Zavérem lze konstatovat, ze sou¢asné technologie &isténi na sledovanych COV nejsou
ptili§ uspésné v eliminaci 1éCiv z odpadnich vod. K 4¢inngjsi eliminaci 1é¢iv bude
pravddpodobné zapotiebi zavést na COV nové, specializované technologie pro ¢&isténi
odpadnich vod.
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5. ZAVER

Piedlozena diplomova prace byla zaméfena na stanoveni obsahu 1é¢iv v odpadnich vodach
zZ Cistiren odpadnich vod s riznymi pocty ekvivalentnich obyvatel a riznymi technologiemi
¢isténi. Z divodu jejich ¢astého vyuzivani v huménni i veterindrni mediciné byla ke sledovani
vybrana sulfonamidova chemoterapeutika. Hlavnim cilem piedlozené prace proto bylo
optimalizovat analytickou metodu pro stanoveni vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody.
Pro stanoveni bylo vybrano pét zastupct ze skupiny sulfonamidovych chemoterapeutik,
konkrétn¢ 1é¢iva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfapyridin, sulfathiazol a sulfamethoxazol.

Vy dedky, ktery ch bylo ypraci dosazeno:

e Byla optimaizovana metoda pro analyzu péti zastupct sulfonamidovych
chemoterapeutik pomoci UHPLC s UV-VIS detektorem typu diodového pole.

e Rovnéz byla optimalizovdna metoda pro Upravu vzorkd odpadni vody pomoci

extrakce tuhou fézi (SPE), se zaméfenim na vy [@r idealniho objemu vzorku.

e Optimalizovana metoda byla poté pouzita pro stanoveni vybranych 1é¢iv
Vv realnych vzorcich odpadni vody. Léciva byla stanovena ve vzorcich odpadni
vody z Cistiren odpadnich vod s riznymi pocty ekvivalentnich obyvatel; konkrétné
sejednalo o COV Podivin, Pohotelice, Hustopede, Valtice, Lednice aMikulov.

e Bylaposouzena ucinnost odstranéni 1é¢iv ¢isticimi procesy na téchto COV, coz se

provadélo porovnanim obsahu 1é¢iv stanovenych na piitoku a na odtoku z COV.

Z dosazenych vysledk vyplyva, Ze v soucasnosti dochazi na ¢istirnach odpadnich vod
pouze k ¢aste¢né, nedokonalé eliminaci 1é¢iv. Vzhledem k rizikovosti 1é¢iv a dalSich novych
polutantii ve vztahu k zivotnimu prostiedi je jist¢é na misté uvazovat o zavedeni novy ch,
specializovanych technologii pro ¢isténi odpadnich vod, které by ve vétsi mife umoznily i

odstranéni lé¢iv.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATB

EO
GC/IMS
GIT
HPLC
HPLC/MS

LC
LOD
LOQ
ORL
PAB

RNA
SMR
SMT
SMX
SPY
STZ
UHPLC
UPLC
UV-VIS
7P

Antibiotikum (antibiotika)

Kapilarni zénova el ektroforéza

Cistirna odpadnich vod

Ceska republika

Spektrofotometricky dtektor diodového pole
Deoxyribonukleova kyselina

Ekvivaentni obyvatel

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Gastrointestind ni soustava

Vysokoucinné kapalinova chromatografie

Vysokoucinna
spektrometrii

kapalinova chromatografie ve  spojeni

Kapalinova chromatografie

Mez detekce

Mez stanovitel nosti

Usni-kréni-nosni

p-aminobenzoova kyselina

prioritni organické polutanty
Ribonukleova kysedlina

Sulfamerazin

Sulfamethazin

Sulfamethoxazol

Sulfapyridin

Sulfathiazol

Ultra G¢inn4 kapalinova chromatografie
Ultra G¢inna kapalinova chromatografie
Ultrafialové-viditelné zafeni

Zivotni prostiedi
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