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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace se zabyva stanovenim obsahu 1éCiv v odpadnich vodich
z Gistiren odpadnich vod (COV) sroznymi polty ekvivalentnich obyvatel a rdznymi
technologiemi Cisténi. Pro tento Ucel bylo vybrano pét zastupca ze skupiny sulfonamidovych
chemoterapeutik z divodu jejich hojného vyuzivani v humanni i1 veterinarni medicing.
Konkrétné¢ jsou to 1éCiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfapyridin, sulfathiazol

a sulfamethoxazol.

Pro stanoveni téchto 1éCiv byla vybrana a optimalizovana metoda analy zypomoci UHPLC
s UV-VIS detektorem typu diodového pole. Rovnéz byla optimalizovana metoda pro tdpravu
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, Pohofelicich, Hustope&ich, Valticich, Lednici
a Mikulové. Koncentrace 1éCiv se pohybovaly fadové v desetinach pg/l na pritoku i na odtoku
z COV. Koncentrace 1é¢iv na odtoku byla ve vétsing piipadt niz$i, nez na pfitoku. Lze proto

konstatovat, ze na COV dochazi Cisticimi procesy k ¢aste¢né eliminaci 1é¢iv z odpadni vody.



ABSTRACT

The aim of this thesis is 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 also a need for optimization of SPE extraction method,
especially asample volume optimization. 250 mL was chosen as an ideal volume

of wastewater sample for SPE.

The optimized method was used for determination of sulfonamides in real wastewater
samples from WWTP in Podivin, Pohotelice, Hustopece, Valtice, Lednice and Mikulov.
Average concentrations of pharmaceuticals in influent and effluent wastewater samples was
inarange of 0,1 — 1pg/l. The concentration of sulfonamides was mostly found higher
in influent 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 celosvétoveé Siroce uzivané k 1é€bé bakterialnich
infekci v humdnni medicin€ ¢i k 1é€bé a prevenci nemoci u zvifat. Intenzivni uzivani
antibiotik a dalSich rizikovych skupin lé¢iv (naptiklad 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 pfi priniku antibiotik do zivotniho prostiedi vznik bakteridlni rezistence. Jednou

z nejvyznamngéjSich skupin antiinfekénich 1€¢iv jsou sulfonamidova antibiotika.

Po podani a vstrebani 1éCiva v organismu dochézi k jeho vyluCovani, a to predev§im
prostfednictvim moci a vykall. Léciva aplikovana k 1écbé cClovéka se jako soucast
splaskovych vod dostavaji na Cistirny odpadnich vod, kde zpravidla nejsou zcela eliminovdna
a prostiednictvim precisténé vody se stavaji zdrojem kontaminace vodnich toka. Koncentrace
1é¢iv v odpadnich vodach je zpravidla velmi nizka, presto ale z hlediska zpétného ucinku

na organismy vy znamna.

Pro stanoveni 1éCiv se v soucasnosti nejCastéji vyuziva kapalinové ¢ plynové
chromatografie. Pfed vlastni analyzou vzorku je také tfeba vénovat patficnou pozornost

vybéru preanalytické metody.

Hlavnim cilem této diplomové priace bylo optimalizovat vhodnou metodu pro stanoveni
sulfonamidovy ch antibiotik vodpadnich vodach. Tato metoda byla nasledné pouzita
ke sledovani obsahu sulfonamidi ve vzorcich odpadni vody odebranych na Ccistirnach

odpadnich vod s riznymi technologiemi ¢isténi.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Antibiotika a antimikrobni chemoterapeutika

Antibiotika (ATB) a antimikrobni chemoterapeutika jsou skupinou 1éCiv pouzivanych
k 1é¢beé a prevenci infekénich onemocnéni zptasobenych prevazné bakteriemi nebo plisnémi.
Antibakteridlni latky ptirodniho pivodu a jejich polosyntetické derivaty se souhrnné oznacuji
jako antibiotika. Antibiotika jsou latky vzniklé produkci urcitych mikroorganismu, pfiCemz
jsou schopné =zastavit rist a mnozeni jinych mikroorganismt. Synteticky vyrobend
antimikrobialni léCiva se nazyvaji chemoterapeutika. Antimikrobni chemoterapeutika jsou
chemické latky relativné neskodné pro buriky lidského organismu, které vSak dokazou tlumit

Zivotni projevy mikroorganismu [1, 2, 3].

Principielné se antibiotika od antimikrobnich chemoterapeutik v pusobeni
na mikroorganismy neli$i. Jejich u¢inkem jsou mikrobialni buiiky bud usmrcovany, nebo je
zastaven jejich rist a rozmnozovani. Proto se v souCasnosti termin ,antibiotika®“ pouziva

pro vSechny typy antimikrobialnich 1é¢iv v€etné chemoterapeutik [2, 4].

Idealni antiinfek¢ni 1é¢ivo by mélo mit vysoce selektivni u€inek na patogen a mélo by co
nejméné ovliviiovat makroorganismus. Tohoto cile ovSem dosahuji jen nekteré latky (napft. B-
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
véd oficialné pfijala teorii Louise Pasteura o ptivodu, zptsobu zivota a rozmnozovani bakterii.
Vroce 1877 Louis Pasteur ucinil objev, ze znecisténi kultur antraxového bacilu jinymi
mikroorganismy tohoto pivodce zavazného onemocnéni zabiji. Ukazalo se, ze jednotlivé
bakterialni kmeny se mohou vzajemné nicit, pasobit proti zivotu, tj. antibioticky. Z této doby
pochdzi také samotny pojem antibiotikum. Vychdzi zterminu , antibiosa®, ktery byl zaveden

v roce 1899 jako obecné oznaCeni antagonismu mezi zivymi organismy [2, 5, 6].

Nejzasadn€jsi objev v antibakterialni 1écbe vSak ucinil v roce 1928 britsky védec
Alexandr Fleming, kdyz zaznamenal, ze latka, kterou vyprodukoval urcity druh plisné,
zpusobila zniCeni bakteriologické kultury stafylokokt. Plisefi se jmenovala Penicillium
notatum. O praktické vyuziti tohoto objevu se zaslouzili az v roce 1940 anglicti 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 tspécha bylo

s timto Iékem dosazeno v zavéru druhé svétové valky, kdy byl pouzit pro vale¢na poranéni
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komplikovand infekci. Za objev a vyrobu penicilinu byla v roce 1945 udélena Nobelova cena
A. Flemingovi, H. Floreymu a E. B. Chainovi [5, 6].

V roce 1952 byl odménén Nobelovou cenou Selman Waksman (1888-1973) za objev
streptomycinu. Streptomycin byl prvnim antibiotikem, které zaplsobilo i na dosud zcela
neovlivnitelnou pficinu tuberkulézy, bacila tuberkulozy [5].

Po objevu prvnich uc¢inny ch antibiotik nastalboom v jejich uzivani. Antibiotiky se 1écilo
vSe, od chiipky ptes kaSel, rymu az po boleni bficha. V reakci na naduzivani antibiotik se
objevila prvni vlna rezistence, po jejimz nastupu se do jisté miry zpfisnila pravidla pro
predepisovani ATB. Byla zalozena specializovana stfediska, kterd sleduji interakci a vztah

mezi pouzivanymi antibiotiky a bakteridlnimi kmeny vyvolavajicimi lidska 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 rozdélovat podle mnoha kritérii, naptiklad podle §ife a charakteru

ucinku, podle formy aplikace apod. [3].

1. Déleni podle charakteru ucinku:

a) ATB baktericidni — 1éCivo je schopné usmrtit pfitomné bakterie (napf. peniciliny,
cefalosporiny),

b) ATB bakteriostatickd — zastavuji mnozeni bakterii. Po preruSeni 1é¢by se mohou
mikroorganismy v téle opét pomnozit. Takto funguji napt. sulfonamidy,

tetracykliny, makrolidy [2, 7].

Nektera antibiotika s bakteriostatickymi ucinky mohou mit ve vyssich koncentracich

i u¢inky baktericidni [7].

2. Déleni podle rozsahu ptisobeni na bakterialni kmeny:

a) suzky m spektrem — ne¢kdy se oznacuji jako latky s cilenym (specifickym)
ucinkem. Jsou velmi G¢inna na vybrané druhy bakterii (napf. peniciliny),

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

¢) zakladni s nejrozsahlejsim pasobenim — napfiklad B-laktamy, oxaciny [3].
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3. Déleni podle zptisobu pfipravy:

a) prirodniho puvoedu — produkovana pfimo zivy mi mikroorganismy,

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

c) syntetickd — vznikla chemickou syntézou, pfedlohou pro syntézu je struktura

antibiotika pfirodniho ptvodu [9].

4. Déleni podle mista acinku (resp. zptusobu podani):

a) celkova — perordlni (antibiotika podavana usty a vstiebavana z traviciho traktu;
nejCastéj$i a také nejpfirozen€jSi zpusob podani 1éCiva), perrektalni (IéCiva
podavana a vstfebavana pres rektum), parenterdlni (Ié¢iva aplikovana injekcné
ptimo do krevniho ob&hu nebo mimo né&j; dale inhalaci nebo transdermalné aj.),

b) lokalni — aplikovana mistné, vétSinou na kuzi; 1éCivo pusobi prevazné v misté

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

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

2.1.3. Mechanismus aé¢inku antibiotik

Mechanismus ucinku antibiotika vyjadiuje zpusob, jakym antibiotikum zasahuje
do syntézy molekul bakteridlni buriky. Urcuje jak spektrum ucinku antibiotik, tak také jejich
aktivitu [1, 3]. Na nésledujici strané (obr. 1) jsou schematicky znazornény mechanismy
ucinkd raznych skupin antibiotik. Podle mista (a také podle zptisobu) zasahu bakterialni

buriky lze antibiotika rozdélit do nékolika skupin:

1. Inhibice syntézy bunécné stény — antibiotikum se navaze na enzymy, které katalyzuji
syntézu molekul peptidoglykani v bakterialni bunécné sténé€, ¢imz brani jejimu plnému
vy voji.Defekty v bunécné stén€ zptsobi neschopnost bakterialni buriky odolavat osmotickym
zménam a vedou k bunécné smrti. Antibiotika tohoto typu maji baktericidni U€inky, patii

mezi n€ naptiklad peniciliny, cefalosporiny a monobaktamy [1, 4].
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Obr. 1: Schematické zndzornéni mechanismii ucinku antibiotik v bakterialni burice [7].

2. Poskozeni funkce cytoplazmatické membrany — antibiotikum zvysi permeabilitu
bunky, ¢imz dojde k naruseni iontové rovnovahy v burice. V disledku toho bakteridlni burika
ztraci integritu. Takovy mechanismus &inku maji polyeny (amfotericin B, nystatin),

polymyxiny a imidazoly. Piisobi baktericidné [1, 4].

3. Inhibice proteosyntézy — antibiotikum zasahuje bakteridlni ribozomy a brani syntéze
bunécnych bilkovin. Tato antibiotika maji prevazné bakteriostaticky ucinek. Prikladem takto

pusobicich antibiotik jsou makrolidy, tetracykliny, aminoglykosidy [1, 4].

4. Inhibice syntézy nukleovy ch kyselin— antibiotikum inhibuje DNA-gyrazu nebo RNA-
polymerdzu; inhibice probiha pfi replikaci DNA nebo transkripci. DNA je nezbytna pro zivot
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bunky, proto tato antibiotika pusobi baktericidn€. Mezi takto pusobici antibiotika patii

chinolony, rifampicin, pyrimetamin [1, 4].

H
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Obr. 2: Schéma biosyntézy kyseliny tetrahydrolistové. Krok I: dihydropteridin, krok II:
kyselina  dihydropteroovd, krok IIl: kyselina dihydrolistovd, krok 1V: kyselina
tetrahydrolistova. Zndzornéno misto piisobeni sulfonamidovych a diaminopyrimidinovy ch
antibiotik [3].

OH

5. Inhibice metabolismu bakteridlni buinky — tento mechanismus ucinku je typicky
pro sulfonamidova a dipyrimidinové antibiotika. V tomto pfipadé dochdzi k blokaci syntézy
kyseliny listové z kyseliny p-aminobenzoové v organismu bakterialni buriky. Mechanismus
ucinku sulfonamidd vychazi z faktu, ze sulfanilamid, jako zdkladni strukturni jednotka
sulfonamidd, je strukturalné blizky kyseliné p-aminobenzoové (PAB), kterd je nezbytna

pro syntézu kyseliny tetrahydrolistové. Sulfonamidy blokuji syntézu kyseliny listové jiz
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v uvodni fazi, kdy se navazi (namisto PAB) na enzym dihydropteroat-syntetasu a zabrani tak
reakci se substituovany m dihydropteridinem (obr. 2, krok I). Dalsi kroky vedouci
k syntetizovani kyseliny listové potom nemohou prob&hnout. Diaminopyrimidiny zastavuji
syntézu kyseliny listové az v konecné fazi, kdy brani interakci meziproduktu syntézy
(kyseliny dihydrolistové) s dihydrofolat-reduktidzou (obr. 2, krok IV) [1, 3, 11].

2.1.4. Farmakokinetika

Farmakokinetika antibiotika je zalozena na sledovani jeho pohybu a premény od podani
1éciva po jeho vylouCeni z organismu; zaby vd se pusobenim organismu na léCivo.
V organismu po podani léCiva probihaji procesy, které vedou ke zméné jeho koncentrace
v Case. Mezi tyto procesy patii predev§im absorpce 1éCiva po podani, jeho distribuce
v organismu, biotransformace a eliminace zorganismu. Znalost téchto procesu
charakteristickych pro 1éCivo umoziuji zjistit optimalni davku tak, aby bylo dosazeno
pottebné koncentrace 1éCiva v miste infekce. [1, 2, 12, 13].

2.1.4.1. Absorpce

Lécivo muze v organismu pusobit pouze tehdy, jestlize se absorbuje z mista podani
do krevniho a lymfatického obéhu a odtud do tkdni organismu. Rychlost a rozsah absorpce
l1é¢iva do organismu vyznamné ovliviiuje zpisob podani 1éku. V kapitole 2.1.2 je uvedeno
rozdéleni antibiotik podle mista ucinku (resp. zpusobu podani) na antibiotika lokalni
a celkova. Prti lokalni aplikaci 1éCiva se jeho potfebna koncentrace nachéazi pouze v misté
podani. Pricelkové aplikaci dochdzi k interakci celého organismu s léCivem. Systémova
absorpce 1éCiv je zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech 1é¢iva a na anatomicko-
fyziologicky ch vlastnostechmista absorpce [2, 10, 14].

2.1.4.2. Transport a distribuce

Absorpci do krevniho obéhu se 1é¢ivo muze transportovat prakticky po celém organismu.
Po prichodu krevnim fecistém dochazi difuzi k distribuci 1é¢iva do tkani a organd. Farmaka
maji tendenci se v organismu rozptylit rovnomérné. V tom jim ovSem brani systém bariér
samotného organismu, které musi léCivo prekonat pred tim, nez se dostane k cilovy m
strukturdm. Proto se ve skuteCnosti 1éCiva v organismu rozdéluji vétSinou nerovnomeérné.
To znamena, ze cast se jich rozpusti napfiklad v krevni plazmé, bunétné tekuting
a mezibunécném prostoru; Cast se navaze na ruzné struktury, napfiklad v krvi na plazmatické
bilkoviny nebo Cervené krvinky, ve tkanich na receptory, na tukové vakuoly nebo kosti.

Vazany podil 1éCiva jiz nemtze nikam difundovat, a proto nemuze obsadit mista ucinku.
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Pro terapii (i naslednou eliminaci 1é¢iva z organismu) je zejména dulezity volny podil 1éku
[10, 13, 14].

2.1.4.3. Biotransformace a eliminace

Léciva jsou v téle vystavena plusobeni mnoha biochemickych reakci, které zplsobuji
jejich biologickou pfeménu neboli biotransformaci. Cilem biotransformace je pfemenit 1é€ivo
na latku 1épe rozpustnou ve vod¢, a tim snadnéji vylucitelnou z organismu. Léciva mohou by t
ztéla vylouCena v nezménéné podobé (vysoce polarni latky), mohou se samovolné
pfeméfiovat, nebo se vylouci jejich metabolit vznikly biotransformaci.Pfi biotransformaci
muze dojit k biodegradaci 1éciva (jeho deaktivaci) nebo bioaktivaci (léCivo se stava
farmakologicky aktivnéj§im). Mnohé latky se vylucuji ¢asteCné v ptivodni podob€ a Castecné
preménéné. Schopnost eliminace latky z organismu se vyjadiuje veli¢inou nazy vanoupolocas
eliminace. Tato veliCina je definovana jako doba, za kterou klesne koncentrace léCiva
v organismu na polovinu. Polarni 1é¢iva se vylucuji pomémé rychle, lipofilni latky naopak
velmi pomalu. Léciva se vylucuji predevsim ledvinami do moci a stfevni sliznici nebo zluci

do stolice. Celkova anestetika se vylucuji plicemi [1, 10, 13, 14].

2.1.5. Nezadouci ucinky

Antibiotika mohou plisobit na organismus piedevsim toxicky (pfimo nebo nepiimo),
ptipadné mohou poskozovat jeho imunitu. NejrozsSifenéj§imi nezadoucimi ucinky, které
antibiotika vyvoldvaji, jsou alergické reakce. Projevuji se zejména postizenim kuze
arespiracnimi obtizemi. Mezi dal8i rozsifené nezadouci ucinky patfi nauzea a zvraceni.
U néekterych druht ATB se mohou vyskytnout i vaznéjsi komplikace (napf. poskozeni jater,
ztrata sluchu nebo poskozeni plodu v tehotenstvi). Dal§im velmi zdvaznym a rozsifujicim se
nezadoucim projevem antibiotik je vznik a §ifeni bakterialni rezistence. Vedlej§i ucinky
antibiotik vznikaji narusenim rovnovahy organismu jejich pisobenim - jedna se naptiklad

o0 zdsah do enzymovych systémt 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 lékovou formou) nebo nepfimé (nejrozsifenéj§i jsou
hematotoxické, neurotoxické, nefrotoxické, hepatotoxické a gastrointestindlni reakce).
Toxicita uzivanych ATB by méla byt co nejnizsi — antibiotika by méla ucinkovat pouze proti
patogennim mikroorganismim, neméla by uCinkovat proti stfevni mikroflofe nebo

poskozovat vlastni buiiky organismu. Kazdé 1é¢ivo vSak do urcité miry toxické je. Toxické
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ucinky lé¢iv mohou vznikat po vysokych davkach (pii vysokych koncentracich antibiotik
v télnich tekutinach) i po béznych terapeutickych davkach [8, 15, 16].

Mirou toxicity je stanoveni LDsy v mg/kg. Vtab. 1 jsou uvedeny hodnoty LDs

pro nejrozsifenéjsi skupiny ATB.

Tab. 1: LDsyv mg na kg hmotnosti u nékterych skupin antimikrobnich ldtek [16].

Antimibrobialni 1éCivo LDso [mg/kg]
makrolidy, linkosamidy 2 -3 000
peniciliny, cefalosporiny 5—-10000
aminoglykosidy 100 - 300
tetracykliny, chloramfenikol 1 -2 000
sulfonamidy, kotrimoxazol 5—-10000
nitroimidazoly 1 000 -2 000
fluorochinolony 5000

2.1.7. Bakterialni rezistence

Rezistence je schopnost mikroorganismu (bakterie) odoldvat ucinku antibiotika nebo
antimikrobniho chemoterapeutika. Rezistence vznika riznymi mechanismy. Jeji vznik a mira
zavisi jak na struktufe antibiotika, tak také na stavbé bakterialni buiiky a na jeji schopnosti
vytvotit enzymy, které potlacuji u€inek antimikrobni latky. Bakteridlni rezistenci rozliSujeme
predev§im na rezistenci primarni (pfirozenou) a rezistenci sekundarni (ziskanou). [2, 4, 15,
16, 17].

1. Rezistence primarni — je rezistence geneticky podminéna. Jednd se o pfirozenou
odolnost bakterie viéi antibiotiku, tzn., Ze bakterie je mimo spektrum pusobnosti antibiotika.
Ptikladem takového druhu mohou byt bakterie, které samy antimikrobni latky produkuji [16,
17].

2. Rezistence sekundarni — je rezistence ziskana pusobenim antibiotika na puvodné
citlivé bakterialni kmeny. Tento typ rezistence je zavaznym medicinskym problémem.
Antibiotika, ktera v minulosti na urcity bakterialni kmen ptsobila, jsou dnes neucinna, a proto
je tieba vyvijet stale nové druhy antibiotik. Rezistence vznika prenosem genetické informace
nebo mutacemi mikrob pfi jejich rozmnozovani [16, 17].

e rezistence zkrizena — rezistence bakterii na 1éciva sobé blizka

e rezistence sdruzena — rezistence bakterii na lé¢iva chemicky odli§na
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2.1.8. Kombinace antibiotik

V piipad€, ze 1écba pouze jednim antibiotikem neni dostatecné€ ucCinnd, pfistupuje se
k 1é¢bé kombinaci vice antibiotik (dvou, vyjimecné tii riznych 1ékt). Cilem takového postupu
je dosadhnout vyssiho ucinku, nez by bylo dosazeno pii pouziti kazdého ptipravku zvlast.
To je ovSem jen jeden z pfipadu, které mohou pfi kombinovani antibiotik nastat. Kombinace
vice 1ékit muze pasobit:
e synergisticky a potenciacné (pokud se mechanismy tc¢inku dopliiuji)
e antagonisticky (pokud se mechanismus ucinku jednotlivych ATB vzajemné rusi,
napf. baktericidni a bakteriostatickd ATB soucasn¢)
e aditivné (kdyz je vysledny ucinek souctem samostatnych ucinki)
¢ indiferentné (vysledny ucinek je stejny, jako ucinek ucinnéjsi z podanych latek)
Z jiného uhlu pohledu je mozné kombinace antibiotik rozdélit podle charakteru zmény
ucinki. Kombinace pak miize umoznit:
e rozsifeni antimikrobialniho spektra (tento jev nemusi byt vzdy pozitivni - muze
vzniknout superinfekce, dysmikrobie aj.)

e zvySeni ucinnosti urcittho ATB (pifikladem je kombinace sulfonamidu
sulfamethoxazolu a trimethoprimu s ndzvem co-trimoxazol, viz dile)

e omezeni nebo zpomaleni vyvoje rezistence v prub&hu 1écby
e snizeni nezadoucich ucinkt

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

2.1.9. Antibiotika v zivotnim prostredi

Vyzkum rezidui 1éCiv vyskytujicich se v Zivotnim prostifedi a jejich toxickych ucinka
na organismy je v soucasnosti vyznamnym odvétvim v oblasti environmentdlni analy zy.
Vyskyt rezidui raznych skupin antibiotik v odpadnich vodach je jiz nékolik let pozorovan
v mnoha evropsky chzemich i1 ve svété. Rezidua 1éCiv nebo jejich metabolity jsou detekovany
v zivotnim prostfedi ve stopovych koncentracich (ng/l — pg/l); i takto nizké koncentrace vSak
mohou mit toxické ucinky [18, 19].

Antibiotika jsou hojné vyuzivana jak vhumdnni mediciné pro lécbu onemocnéni
bakterialniho pavodu, tak také ve veterinarni mediciné a v zemédélstvi (pfedevsim jako
prevence nemoci dobytka, dribeze a ryb, pfipadné jako promotory rastu). Zdrojem vy skytu
antibiotik v zivotnim prostedi je proto predevsim antropogenni ¢innost. Pfitomnost rezidui
antibiotik v zivotnim prostfedi ma za nasledek mimo jiné vznik chronické toxicity na
organismech a rozsifeni rezistence bakterialnich kmena vici riznym druhtim antibiotik [19,
20, 21, 22].
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Na obr. 3 jsou zndzornény moznosti vstupu antibiotik do zivotniho prostredi, jejich osud

v ZP a efekty zptisobené 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 pruchodu léciva metabolismem cloveéka
nebo zvifete je 1é¢ivo eliminovano z té€la moc¢i nebo vykaly. Lidské exkrementy putuji jako
splaskové odpadni vody na <&istirny odpadnich vod (COV), kde jsou po predisténi
(viz kap. 2.2.9.2) vypoustény do povrchovych vodnich tokd. Prebytedny kal mize byt v COV
dale zpracovan a pouzit jako hnojivo. Protoze na COV nedochazi ke stoprocentni eliminaci
1éCiv, antibiotika v podobé vyci§téné odpadni vody nebo Cistirenského kalu pronikaji
do zivotniho prostiedi. Zvifeci exkrementy obsahujici rezidua antibiotik jsou jako hnij

vypoustény na pole [19, 21, 23].

Pouzitim hnoje nebo Cistirenského kalu obsahujiciho rezidua antibiotik jako hnojiva
dochazi k pusobeni antibiotik na mikroorganismy obsazené v pidé, ¢imz muze dojit
ke vzniku bakterialni rezistence. Antibiotika obsazena v hnojivech piijimaji do svého téla
rostliny; akumulace rezidui v rostlinnych pletivech muze zpasobit zmény v ristu a vyvoji
rostlin. Pouzivanim takto hnojenych plodin k vyzivé muize dochazet ke zpétné expozici
clovéka a zvifat. Antibiotika obsazena v hnojivech pronikaji také diky splachim z poli
do vodniho ekosystému; rizikem je potom predev§Sim kontaminace podzemnich vod

a ovlivnéni vodnich organisma [19, 20, 23].

Zdrojem antibiotik v zivotnim prostfedi mohou byt také komunalni odpady, kdy muze
prusakem dochdzet k priniku 1éciva do podzemnich vod a tim rovnéz ke kontaminaci zdroju

pitné vody [23].

Dal$i 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 s krmivem nebo jsou pfidavana piimo do vody. Rezidua 1éCiv po pruchodu vodnim
organismem, piipadné také zbytky nespotfebovanych 1é¢iv jsou potom pfitomny

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

Rezidua antibiotik pronikaji do zivotniho prostiedi bud’ v nezménéné podobé, nebo jako
biologicky aktivni metabolity. Nepfetrzity tok rezidui 1éciv do zivotniho prostfedi ma
za nésledek jejich kumulovani v pfirod€. NejvétSim problémem zapfi¢inénym rostoucim
vyuzivanim antibiotik a jejich pfitomnosti v zivotnim prostfedi je bezpochyby bakteridlni

rezistence [20, 21].
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Obr. 3: Osud antibiotik v ZP [22].

2.1.9.2. Antibiotikav COV

Cistirny odpadnich vod obvykle se obvykle sklddaji z primarniho, sekundarniho a n&kdy
také terciarniho Cisticiho stupné. V prvnim stupni dochdzi k mechanickému cisténi odpadni
vody, ve druhém stupni potom k biologickému ¢isténi pisobenim aerobnich a anaerobnich
systéml. K eliminaci a transformaci antibiotik dochazi pravé ve druhém stupni CiSténi
odpadni vody. Léciva jsou z odpadni vody odstranovana raznymi biotickymi a abioticky mi
procesy. Hlavnim bioticky m procesem je bakteridlni biodegradace (nejhojnéji je vyuzivan
aktivacni proces nebo biofilmové reaktory). Mezi abiotické procesy Cisténi patii piedevsim
sorpce, hydroly za a fotoly za [1923].

Mira odstranéni antibiotik z odpadni vody zavisi predevsim na jejich schopnosti sorbovat
se na kal a na jejich degradaci a transformaci. Hydrofobni nepoldrni antibiotika se 1épe sorbuji

na aktivovany kal nez hydrofilni. Vé&tSina antibiotik je ovSem hydrofilni povahy a jsou proto
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pritomné predevSim ve vodné fazi odpadni vody. Cistici procesy léCiva 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 poloving 30. let 20. stoleti. Jejich objeveni zpusobilo prevrat
v1éCeni fady bakteridlnich infekci, ovSem pomémeé brzy byly vytlaeny jinymi typy
antibiotik. V souCasné dobé se vSak zaCaly znovu hojnéji pouzivat, predevsim z davoda
vzniku rezistence bakterii vi¢i mnoha jinym druhiim antibiotik, a také diky objevu zesileného

terapeutického ucinku pfi kombinaci sulfonamidt s trimethoprimem [4, 6, 13].

2.2.1. Historie sulfonamidu

Sulfonamidy jako antibiotika maji sviij pavod v azobarvivech. Ve 30. letech 20. stoleti byl
pii vy zkumech azobarviv, pouzivanych v textilnim pramyslu, objeven jejich antibioticky
ucinek. Dr. Gerhard Dogmagk poprvé udspéSné pouzil azobarvivo sulfamidochrysoidin
k 1éceni stafylokokové infekce u laboratornich mysSi. Experiment byl natolik uspéSny,
ze v roce 1935 byl tento sulfonamid uveden na trh jako 1ék Prontosil. Az pozdé€ji se podafilo
skupiné francouzskych védcu izolovat G¢innou latku pfipravku — sulfanilamid (ten byl pfitom

poprvé syntetizovan jiz v roce 1908 a pozdéji bez vyuziti zapomenut) [3, 24].

2.2.2. Charakteristika sulfonamidu

Sulfonamidy patii do skupiny uméle vyrobenych antimikrobnich chemoterapeutik. Piisobi
bakteriostaticky a maji stfedné Siroké antibakteridlni spektrum zahrnujici grampozitivni
i nékteré gramnegativni aerobni bakterie (streptokoky, pneumokoky, meningokoky, hemofily,
chlamydie, nokardie a jiné bakteridlni kmeny). Pouzivaji se pfi terapii infekci hornich
adolnich cest dychacich, infekci kize a mékkych tkani a infekci traviciho nebo
urogenitdlnitho ustroji. Jednd se o antibiotika relativné malo toxickd. Mezi nejcastéjsi
nezadouci ucinky patii fototoxicita a rizné kozni reakce, vCetné jejich zavazny ch forem,
ktery mijsou napiiklad toxickd epidermdlni nekrolyza nebo Stevenstiv-Johnsoniv syndrom.

Ojedinéle se muze vyskytnout i megaloblastickd nebo hemolytickd anémie [1, 3, 4, 17, 25].

Sulfonamidy jsou chemické slouceniny relativné malo rozpustné ve vodé, maji kysely
charakter a nékteré z nich jsou nestabilni, protoze se rozkladaji se na svétle. Jako 1éCiva se
pouzivaji bud cisté, nebo jejich sodné soli. V tab. 2 je uveden prehled sulfonamidovych

antibiotik v sougasnosti registrovany ch vCeské republice [3].
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Tab. 2: Seznam lékii registrovanych v CR, jejichz ticinnou ldtkou je sulfonamid [25, 26].

Nazev pripravku U¢inn4 latka Lékova forma
BISEPTOL co-trimoxazol koncentrat pro infuzni roztok
BISEPTOL co-trimoxazol tableta

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

2.2.3. Chemicka struktura

Sulfonamidovd chemoterapeutika jsou strukturné blizka kyseliné p-aminobenzoové.

Karboxylova skupina v kyselin€ p-aminobenzoové je u sulfonamidi nahrazena
sulfonamidovou skupinou. Zakladni strukturni jednotkou sulfonamidi je sulfanilamid
(obr. 4), ktery byl vpocatcich uzivani sulfonamidi také tcinnou latkou. Pozdg€jsimi vyzkumy
bylo zjisténo, Ze rizné derivaty sulfanilamidu jsou terapeuticky Gc¢inné€jsi. Nejrozsirenéjsimi
deriviaty jsou Nj-sulfonamidy, které maji substituovany sulfamoylovy dusik, aNu)-

sulfonamidy, které maji substituovanou amino- skupinu [3, 12].

O

(0]
Obr. 4: Strukturni vzorec sulfanilamidu.

=0

2.2.4. Farmakokinetika a metabolismus sulfonamidu

Farmakokinetické vlastnosti jednotlivy ch sulfonamidi jsou velmi rozdilné. LiSi se
predevsim stupném absorpce v gastrointestinalni soustavé (dale GIT) a poloCasem eliminace,
a v dusledku toho i terapeutickym pouzitim. Sulfonamidy se také rizné intenzivné vazou na
plazmatické proteiny, ¢imz se 1isi délka jejich terapeutického tcinku 1 délka trvani pfipadnych

nezadoucich ucinku [12, 25].

22



Rozdéleni sulfonamidi podle doby tcinku, piipadné podle polocasu eliminace, je uvedeno
v tab. 3.

Nw)-sulfonamidy jsou §patné rozpustné ve vodé, a proto v GIT jsou téméf nevstiebatelné.
Naproti tomu N(jy-sulfonamidy jsou v travicim traktu dostatecné rychle vstiebany. Vstiebavaji
se v zaludku a tenkém stiev€, nejvetsi koncentrace byly zaznamenany 4 — 6 hodin po podani.
Koncentrace ve tkanich jsou vyssi v jatrech, plicich, svaloving, nizsi naopak v kostech, strevni
sliznici a mozku. Sulfonamidy 1 jejich metabolity se vylucuji predevsim ledvinami (respektive
moci) [3, 27].

Tab. 3: Rozdéleni iicinnosti sulfonamidii podle polocasu eliminace [3].

Sulfonamidy ucinkujici | Doba uéinku
, . sulfacetamid, sulfathiazol, sulfisoxazol,
kratkodobg 2-6h sulfamethizol, sulfakarbamid, sulfisomidin
stfedné dlouze 6-20h sulfamethoxazol, sulfamoxol, sulfadiazin
If: h iazi If: hoxi
dlouhodobé 24— T0h su ameF oxydiazin, sulfamethoxin,
sulfaperin
ultra dlouze az 180 h sulfadoxin, sulfalen

2.2.5. Vybrané sulfonamidy

Pro analyzu sulfonamidt v odpadni vodé bylo vybrano nékolik zastupcti N;)-sulfonamid.
Predpokladem vybéru bylo jejich hojné vyuzivani k 1écbé; proto je pravdépodobny jejich
vy skytv zivotnim prostiedi.

2.2.5.1. Sulfamerazin (SMR)

Sumarni vzorec: C;1H{,N4O,S
Systematicky ndzev: 4amino-N-(4-methylpyrimidin-2-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfamerazin je bily, nazloutle bily nebo nartzovéle bily krystalicky prasek. Velmi tézce
je rozpustny ve vodé, §patné rozpustny v ethanolu, mirné rozpustny v acetonu. Rozpousti se
ve ziedénych mineralnich kyselinach nebo v roztocich hydroxidi. Teplota tani je 235 °C.
V zahranic¢i je pouzivan spolu s trimethoprimem pro 1é€bu bakterialnich infekci v ORL [3,
28].
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Obr. 5: Sturkturni vzorec sulfamerazinu.

2.2.5.2. Sulfamethazin (SMT)

Sumérni vzorec: C12H4N4O02S
Systematicky ndzev: 4amino-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfamethazin je bily nebo nazloutly krystalicky prasek. Té€zce je rozpustny ve vodé,
v ethanolu a ve vodném roztoku acetonu je rozpustny za zvySené teploty. Rozpousti se
v mineralnich kyselinach a v roztocich hydroxidi. Teplota tani je 196 — 200 °C. V humannim
lékaistvi se v CR dnes jiz nepouziva, aviak je stdle §iroce rozsifen jako veterinarni 16&ivo [4,
29].

Obr. 6: Strukturni vzorec sulfamethazinu.

2.2.5.3. Sulfamethoxazol (SMX)

Sumarni vzorec: C1oH;;N3O03S
Systematicky ndzev: 4amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfamethoxazol je bily (nebo témér bily) krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny
ve vode, lehce rozpustny v acetonu, mirné rozpustny v ethanolu. Rozpousti se ve ziedénych
kyselinach a ve zfedénych roztocich hydroxidu sodného. Je to nejuzivané§i sulfonamid se
sttedné dlouhym ucinkem, je kompletné¢ vstiebavan v GIT, vyluovan je nezménén (15-20 %)
nebo jako acetylovany metabolit (3065 %). Aplikuje se predevSim v terapii infekci ktuze
a zluCovodu [3, 28].
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Pouziva se predevS§im v kombinaci s trimethoprimem (v poméru 5:1), a to jako 1€k
s ndzvem Kotrimoxazol. Jak jiz bylo feCeno vySe, kombinace téchto dvou léCiv zvySuje
terapeuticky ucinek 1é¢iva. Kotrimoxazol je vyuzivdn zejména pii infekcich respiracniho

a mocového systému, dale pfi infekcich tyfu, sinusitid a kapavky [3, 11].

O

0 CHjy
Obr. 7: Strukturni vzorec sulfamethoxazolu.

2.2.5.4. Sulfapyridin (SPY)

Sumarni vzorec: C11H;;N30,S
Systematicky ndzev:4-amino-N-pyridin-2-ylbenzen-1-sulfonamid

Sulfapyridin je bily nebo nazloutly krystalicky prasek. Je tézce rozpustny ve vodé.
Rozpousti se ve ziedénych mineralnich kyselinach a v roztocich hydroxidd. Uginkuje
na fibrin6zni pneumonii, meningitidu, dplavici. Poprvé byl pfipraven v roce 1939, avsak jiz
v 50. letech 20. stoleti se vzhledem k nezadoucim ucinkiim a Spatné rozpustnosti zacal

v humannim lékarstvi nahrazovat sulfamethazinem [3, 29].

7 N\
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Obr. 8: Strukturni vzorec sulfapyridinu.

2.2.5.5. Sulfathiazol (STZ)

Sumarni vzorec: CoHoN3O,S
Systematicky ndzev: 4amino-N-(thiazol-2-yl)benzen-1-sulfonamid

Sulfathiazol je bily nebo nazloutly krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny ve vode¢,
tézce rozpustny v ethanolu. Rozpousti se ve zfedénych mineralnich kyselinach a v roztocich
alkalickych hydroxidi. Pouziva se klokalni 1écbé ocnich infekci a rovnéz k1écbé

infikovanych popalenin a bércovych viedua [4, 11, 28].
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Je nestabilni (na svétle se rozklada), ma kratky ucinek, existuje u né¢ho riziko nefrotoxicity
metabolicky vznikajictho nerozpustného acetylderivatu. Pouziva se zejména jako topické
chemoprofylaktikum v dermatologii. V cCisté formé nebo jako stfibrna stl se pouziva k 1écbé

popalenin, omrzlin. Dalsi jeho pouziti je ve veterinafstvi. [3].

Obr. 9: Strukturni vzorec sulfathiazolu.

2.3. Postupy pouzivané pri stanoveni léCiv

Obecny postup pii stanoveni 1éCiv zahrnuje nékolik nezbytnych krokd. Prvnim z nich je
spravné provedeni odbéru vzorku, dale transport vzorku z mista odbéru do analytické
laboratore a pfipadné uchovani vzorku. Surovy vzorek neni ve vétsiné pfipadi mozné piimo
analyzovat a proto je zapotfebi provést preanalytické dpravy vzorku zvolené podle typu
matrice a findlni analytické metody. Nasleduje vlastni analyza a vyhodnoceni vysledkt [30,
31].

2.3.1. Odbér, transport, uchovani vzorku

Do celkového analytického postupu pfi stanoveni 1€¢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 pii 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 piedevsim na odbéry vzorka
z komundlnich a primyslovych Ccistiren odpadnich vod, pfiCemz vzorky jsou odebirany
na ptitoku 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 dobte
promichdvana, ve stfedu proudu, v hloubce 40 — 60 % celkové hloubky toku. Pro odbér
vzorku se v souCasné dobé vesmés vyuziva automatickych davkovacu, jejichz vyhodou je
opakovatelnost a moznost odebirat neptetrzité a v presné danych Casovych intervalech. Dalsi

vyuzivanou moznosti odbéru je manualni odbér vzorku [33, 34].
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Po provedeni vlastniho odbéru vzorku je tfeba zajistit transport vzorku do laboratoie
a jeho uchovani tak, aby nedos$lo ke zméné¢ jakosti. Jako odbérové lahve se pouzivaji sklenéné
vzorkovnice. Kazdou vzorkovnici je tfeba oznacit Stitkem se zdkladnimi informacemi
o vzorku, aby nemohlo dojit k zaméné. Transport a skladovani vzorkt se provadi v chladicim
boxu pfi teploté maximalne 4°C [30, 31, 34].

Legislativnim predpisem vztahujicim se ke spravnému vzorkovani komundlnich
a prumyslovych odpadnich vod je norma ISO 5667-10:1992 [35].

| TESTOVANY VZOREK |
CHEMICKE PREDUPRAVA
REAKCE VZORKU
------ > €= |
- ANALYZA
UPRAVENY VZOREK
\ —

CHEMICKE
REAKCE

’ [ VLASTNI MERENI

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

2.3.2. Priprava vzorku k analy ze

Surovy vzorek neni ve vétSiné pfipadi mozné analyzovat pfimo a je tfeba provést
preanalytické dpravy vzorku, které musi by tvolené podle typu analytu, matrice a aplikované
findlni metody. Obecné kroky postupu pfi analyze 1€Civ jsou znadzornény na obr. 10. V pfipadé
odpadni vody je zpravidla nutné vzorek nejprve prefiltrovat pfes papirové filtry s raznou
zrnitosti. Typ filtru je volen podle podilu nerozpusténych necistot pfitomnych v odpadni vode
[32, 36].

Dale je pred vlastni analy zou nutné oddélit stanovovany analytnebo skupinu analytd
od ptavodni matrice. K tomuto ucelu slouzi extrakce. Extrakci lze z pohledu fyzikalni chemie

chipat jako prechod slozky fazovy m rozhranin mezi dvéma vzdjemné nemisitelnymi
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kapalinami. V pfipadé kapalnych vzorkti se mize jednat konkrétné¢ o extrakci tuhou fazi
(SPE), extrakci kapalina - kapalina a gelovou permeacni chromatografii. Pii stanoveni
sulfonamidovych antibiotik je preferovana pievazné extrakce tuhou fazi, méné Ccasto

se vyuziva extrakce kapalina - kapalina:

e extrakce kapalina — kapalina je zalozena na rozdé€lovaci rovnovaze v soustavé dvou
nemisitelnych kapalin. Sledovand slozka ptrechazi do toho rozpoustédla, ve kterém je

vice rozpustnad.

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

2.3.2.1. Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi je v soucasnosti oblibenou, §iroce vyuzivanou technikou vhodnou
pro zpracovani kapalnych vzorkd. Pouziva se prevazné pro extrakci stfedné tékavy ch
a netékavych latek, jejich zakoncentrovani a precisténi. Jeji hlavni vy hodou proti extrakci

kapalina - kapalina je pfedev§im mala spotieba organickych rozpoustédel [39, 40, 41].

Principem této metody je pfivedeni roztoku analytu do kontaktu s tuhy m sorbentem,
ktery siln¢€ sorbuje analyt, ale co nejméné ostatni slozky roztoku. Cilem SPE metody je snaha
o to, aby sorbované analyty byly pfi eluci maximalné desorbovany a dosahlo se tak co
nejlepsich vytéznosti findlni analyzy. Pfi SPE dochazi k sorbovani analyti na povrch tuhého
sorbentu; eluce cilovych sloucenin siln€ zavisi na polarit¢ elucniho cinidla. NejlepSich
vysledkt pfi extrakci antibiotik bylo dosazeno pouzitim methanolu jako elu¢niho Cinidla
(vytéznost 72 — 93 %) [39, 42].

Pro SPE se vyuziva kolonek o malém objemu, které obsahuji sorbent o velikosti Castic 50-
60 um, ktery je umistén mezi dvéma poréznimi kovovy mi nebo plastovy mi fritami.
V soucCasnosti se vyuziva mnoho sorbentd. V analyze organickych sloucenin jsou bézné
aplikovéany sorbenty na b4zi modifikovaného silikagelu (oktadecylové - C18 nebo oktylové -
C8). Sorbent klade odpor protékajici kapalin€, a proto se Casto prutok kapaliny pres kolonku
urychluje vakuem na vy stupu z kolonky, pfipadné tlakem na vstupu do kolonky nebo
centrifugaci. Retencni mechanismus je fizen zejména hydrofobnimi interakcemi mezi
analytem a navazanymi uhlikatymi fetézci. Pro extrakci latek obsahujicich disociujici skupiny
(naptiklad COOH, OH, NH,), je Casto nutna uprava pH vzorku [39, 42, 43].

Pracovni postup pfi extrakci tuhou fazi se sklada ze Ctyt hlavnich krokt (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 dalezity pro vodné roztoky analytd. Po prekapani vhodného objemu elu¢niho Cinidla
je jeho prebytek vymyt slabym rozpoustédlem [39, 40, 41].

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

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

4. Eluce vzorku — nakonec jsou sledované latky eluovany malym objemem elucniho
Cinidla, kterym je silné rozpoustédlo [39, 40].

piiprava kolonky  naneseni veotkn  promyvand sorbentn eluce analytu

== analyt

|

IS

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

2.3.3. Vlastni analy za

Nejrozsifenéjsimi 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. Pii vybéru mezi
témito metodami byva davana prednost HPLC/MS, piipadné HPLC/MS/MS (kapalinova
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii) pred GC/MS, a to
z divodu vyssi selektivity a lepsi kompatibility s malo tékavymi, vysoce polarnimi 1éCivy.
Dale je mozné 1éCiva analyzovat 1é¢iva pomoci elektromigra¢nich metod, predev§im pomoci
kapilarni zénové elektroforézy (CZE) ve spojeni s MS, MS? nebo dokonce MS? [42, 44].
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2.3.3.1. Kapalinovd chromatografie

Chromatografie je fyzikalni separaéni metoda, pifi niz jsou separované slozky
distribuovany mezi dvéma fazemi, z nichz jedna je stacionarni, zatimco druha se pohybuje
v daném sméru (mobilni faze). Kapalinova chromatografie (LC) je druh chromatografie, kde
mobilni fdzi tvoii kapalina. Je charakterizovana pouzitim stacionarni faze (tuhé latky)
umisténé v kolong, kterou protékd mobilni faze. Pii bézné elu¢ni metod¢ je roztok vzorku
naddvkovéan v uzké zon€ na zacatek kolony. Mobilni faze unasi vSechny slozky mezerami
mezi Casticemi staciondrni faze. V kontaktu se sorbentem kazda slozka vzorku prechazi z€asti
do staciondrni faze, a to ve snaze dosdhnout termodynamické rovnovdhy. V zavislosti
na velikosti retence (zadrzeni) slozek vzorku ve staciondrni fazi dochdzi k separaci

jednotlivych slozek vzorku [45, 46].

Kapalinova chromatografie je pouzivana k separaci smési latek, které jsou netekavé,
ptipadné malo tékavé a termicky labilni. Jako mobilni faze se pouzivaji méné polarni
rozpoustédla nebo vodné roztoky. Bézné se pouziva mnoho druhd stacionarnich fazi, jakymi

jsou napfiklad 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. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V soucasnosti nejvice vyuzivanou modifikaci kapalinové chromatografie je vysokoucinna
kapalinovad chromatografie (HPLC). Vysoké rychlosti a t¢innosti separace se dosahuje diky
pomérmne velkym pritokiim mobilni faze a pouzitim kolon, které jsou plnény velmi jemnymi
Casticemi o velikosti 3-15 um. Pro ucinnou separaci je nezbytné pracovat pii vysokém tlaku
(30 — 60 MPa) [38, 48].

Schematické znazornéni pfistroje pro HPLC je uvedeno na obr. 12. Pfistroj pro HPLC se
sklada z pocitace (v dneSni dobé slouzi k ovladdni podminek separace a k vyhodnocovani),
zasobnikll mobilni faze, Cerpadla, sméSovaciho zafizeni, zasobniku vzorku, davkovaciho

zafizeni, kolony a detektoru napojeného na vyhodnocovaci zaftizeni.

Cerpadla pro HPLC by méla byt zkonstruovdna z materiald odolnych vi& korozi
a agresivnim mobilnim fdzim a méla by byt schopna ddvkovat nobilni fazi pod vysoky m
tlakem. Cerpadlo musi umoziiovat konstantni bezpulzni tok mobilni fize o malé rychlosti [38,
49].

Ve smeéSovacim zafizeni mohou byt jednotlivé slozky mobilni faze pfed vstupem
do Cerpadla sméSovany v rizném pomeéru. Smés muize mit bud’ stalé slozeni po celou dobu

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

Pro davkovani vzorku se dnes zpravidla pouziva automaticky davkovac (Sesticestny
davkovaci ventil se smyckou). Vzorek lze také nadavkovat pfimym nastfikem injekéni
stiikackou pres septum (dnes se prakticky nepouziva) nebo rucné davkovacim ventilem se
smyckou [49].

Vy sledek chromatografické separace zdvisi predevSim na vhodnosti pouzité kolony,
zejména jeji napln€. V HPLC se nejcasteji pouzivaji kolony z antikorozivni oceli o délce 5-
30 cm a praméru 2-5 mm. S rostouci délkou kolony se zvysuje ucinnost separace, ale i doba

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

V soucasnosti je mozné v kapalinové chromatografii pouzit nékolik druhti detektora.
Detektory pouzivané v HPLC jsou tyto:

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

e fluoresencni detektor,

e refraktometricky detektor,

e clektrochemicky detektor,

e vodivostni detektor,

e hmotnostni spektrometr [51].
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V této diplomové praci byl ke stanoveni sulfonamidii pouzit UV-VIS detektor typu
diodového pole. U tohoto detektoru se zafeni piichazejici ze zdroje spektralné rozklada
holografickou mfizkou. Na kazdou z fotodiod dopada zafivy tok o urcité vinové délce, ktery
je zeslabeny absorpci veele detektoru. Kazda fotodioda je spojena s nabity m kondenzitorem,
pti¢emz fotoelektricky proudvznikajici po dopadu zafeni na diodu vybije kondenzator. Poté
se kondenzatory opét nabijeji a méfi se velikost proudu, ktery je potiebny na dobiti
kondenzatort. Vy hodou tohoto detektoru jeuniverzalnost, citlivost a predev§im pouzitelnost
v gradientovy ch technikdch[52, 53].

2.3.3.3. Ultra ucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

V souvislosti se zvySujicimi se naroky na pocet analyz za ¢asovou jednotku dochazi
k neustdlému vy voji analyticky ch technik. Ngpoli kapalinové chromatografie tento jev vedl
k vy voji zcela nové generxe chromatograficky ch kolon a stim spojené instrumentace,
operujici pfi maximdlnich tlacich 100 MPa. Pro tuto novou modifikaci byl pfijat nazev Ultra
ucinna kapalinovd chromatografie. V literature lze nalézt dvé oznaCeni pro ultra ucinnou

chromatografii; UPLC a UHPLC, ktera lze povazovat za synonyma.

Kolony v ultra uc¢inné kapalinové chromatografii pouzivaji extrémné malych Ccastic
oznaCovanych jako ,sub-2 um®“. Pfi pouziti takto malych Céstic lze dosdhnout vysoké
ucinnosti pfi mnohem vysSich pratokovych rychlostech, coz ma za nasledek rychlejsi
separaci. Diky této technologii 1ze zkratit dobu analyzy az devétkrat, citlivost zlepsit trikrat
a dvakrat lze zlepSit rozliseni. Takové zrychleni se pozitivné projevi predev§im v tuspore

organickych rozpoustédel, energie a Casu [54].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Hlavnim cilem pfedlozené diplomové prace bylo vybrat a optimalizovat vhodnou metodu
pro stanoveni sulfonamidi v odpadnich vodach. Vybrand metoda zahrnuje Gpravu vzorku
odpadni vody pomoci extrakce tuhou fazi (SPE), analy zu pomoci UHPLC sdetektorem
diodového pole (DAD) a dale bézné upravy vzorkt odpadni vody, jaky mi jsouhomogenizace

vzorku a filtrace.
3.1. Pristroje, zarizeni, software

3.1.1. Vybaveni pro preanalytické apravy vzorku

e Analytické vahy 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 Zafizeni pro filtraci odpadni vody

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

e Membranova vyvéva KIF LAB, Laboport, Maneko, CR

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

e Pfistroj pro suseni dusikem Evaterm, Labicom, CR

e Membréanové filtry Cronus Syringe Filter Nylon 4mm 0.2 pm, Lavicom, UK

e Bézné 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 pratok 0,001 —
5 ml/min, tlak do 105 MPa

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

o Kolona: ZORBAX SB-C18, Rapid Resolution HD (rozméry: 2,1x100 mm)
s velikosti ¢astic naplne 1,8 um

o Detektor DAD: zdrojem svétla je deuteriova lampa, 1024 fotodiod, vinovy

rozsah 190 — 640 nm, programovatelna Sitka §térbiny: 1, 2, 4, 8 nm
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3.1.3. Software 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 standardy

3.2.1. Chemikalie

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

o specifické vodivosti 0,055 pS.cm™ pii teploté 24 °C

3.2.2. Standardy

e Sulfathiazol, Cistota > 99 %, Sigma Aldrich

e Sulfapyridin, Cistota > 99 %, Sigma Aldrich

e Sulfamethazin, ¢istota > 99 %, Sigma Aldrich

e Sulfamethoxazol, Cistota > 99 %, Sigma Aldrich

e Sulfamerazin, ¢istota > 99 %, Sigma Aldrich

3.3. Sledovana matrice

Sledovanou matrici byly vzorky odpadni vody odebrané vzdy na pfitoku a na odtoku
z Cistirny odpadnich vod. Konkrétné se jednalo o celkem 9 smésnych 24 hodinovych vzorka
odebranych 5. 6. 2014 na COV v Pohofelicich, Valticich, Lednici a Mikulové a 7. 7. 2014
v Hustopecich, Podiving, Valticich, Lednici a v Mikulové. Déle byl po dobu jednoho ty e na
COV v Mikulové odebiran kazdy den vzorek na piitoku a na odtoku, a to ve dnech 31. 7. —
6. 8.2014.
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34. éistirny odpadnich vod

Vzorky odpadni vody byly odebirdny z Cistiren odpadnich vod s riznymi technologiemi
CiSténi a ruznymi pocty ekvivalentnich obyvatel (EO). V nasledujicich kapitolach jsou

popsény zékladni charakteristiky danych COV.

3.4.1. COV Podivin

Kapacita: 5 250 EO

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

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

3.4.2. COV Pohotelice

Kapacita: 6 000 EO

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

o chemickeé srazeni. Strojn€ odvodiiovany kal je hygienizovan vapnénim.

3.4.3. COV Hustopete

Kapacita: 8 753 EO

V Hustopecich je v provozu mechanicko-biologicka Cistirna odpadnich vod. Za vstupnim
$nekovym Ceslem je mechanické predcCisténi a na obtoku prutocna destova zdrz. Biologicka
Cast sestava z obehovych aktivacnich nadrzi s mechanickou aeraci a kruhovymi dosazovacimi
nadrzemi. Kalové hospodarstvi zahrnuje uskladiovaci nadrz a odvodnéni kalu pomoci

sitopdsového 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 srazenim. 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 fefena jako mechanicko-biologickd s biologickym stupném feSenym jako
dvoustupniova aktivace. Prvni stupenl je predstavovan rotacnimi biodisky a ctvercovymi
dosazovacimi nadrzemi. Druhy stupeni je tvofen tfemi aktivaCnimi nadrzemi s aeratory
FRINGS. Dosazovaci nadrz je kruhova o priméru 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 s terciarnim &i§ténim.
Biologicky stupeni je tvofen dvojici ob&hovych aktiva¢nich nadrzi s mechanickou aeraci
advéma dosazovacimi nadrzemi. Fosfor se zvody odstraiiuje chemickym srazenim.
Hygienizace kalu probihd pomoci kysliku, hygienizovany kal je potom mechanicky

odvodnovan.

3.5. Sledované analyty

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

3.6. Pracovni postupy

3.6.1. Roztoky standardu 1é¢iv

Pro optimalizaci metody byly nejprve piipraveny roztoky standardi vybranych

sulfonamidu.

Zasobni roztoky standard( vybranych 1éCiv mély koncentraci 1 mg/ml. Na zakladé
literarni reSerSe a pilotni studie byla 1éCiva rozpusténa v roztoku 0,1M HCOOH v MeOH.
Tyto zdsobni roztoky byly pfipraveny pifesnym navazenim 0,0100 g kazdého 1é¢iva. Navazky
byly pfevedeny do 10 ml odmérnych banek a doplnény 0,1M HCOOH v MeOH. Pro podporu
a rychlejsi rozpousténi byly roztoky umistény do ultrazvukové vodni lazn€, a to pfiblizné
po dobu 10 minut.
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Z téchto zasobnich roztokid byl nasledné piipraven 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 vzorkid byly provedeny na COV vedoucimi pracovniky téchto &istiren, ktef

zajistili kontinuélni jednodenni odbéry piesné podle predem pfipraveného planu vzorkovani.

3.6.3. Preanalytické apravy vzorku

3.6.3.1. Filtrace a uchovdni vzorku

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

Po pfefiltrovani byly vzorky ulozeny v chladicim boxu pii 4 °C az do doby dalsiho

zpracovani. Ze vzorkt odpadni vody byla léCiva izolovana pomoci extrakce tuhou fazi.

3.6.3.2. Extrakce tuhou fdazi SPE

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

2 ml 5% MeOH
Aplikace vzorku: 250 ml odpadni vody, okyseleno HCOOH na pH 3
Suseni proudem vzduchu: 10 minut
Promyti sorbentu: 2 ml 5% MeOH
Eluce analytu: 4 ml 0,1 M HCOOH v MeOH

Po ukonceni SPE extrakce byl eluat odpafen do sucha pod proudem dusiku, znovu
rozpustén v 1 ml 0,1 M HCOOH v MeOH a pfes membranové filtry pfeveden 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 vzorku a standardu

Analyza realnych vzorkd a standardi vybrany ch 1éCiv byla provadéna metodou ultra

ucinné kapalinové

chromatografie s detektorem diodového 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 ndsledujici:

Nastiik:

Mobilni faze:

Prutok mobilni faze:
Gradient mobilni faze:

Teplota kolony:
Vlnova délka detekce:

Celkova délka analy zy:

0,5 ul

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

to= 10 % MeOH,

to2= 20 % MeOH,

to,7= 30 % MeOH

t1,5 = 40 % MeOH

t3 = 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 pomociUHPLC/DAD

Pro uréeni vhodnych podminek analyzy na UHPLC/DAD byly pouzity standardy
vybranych sulfonamidovych 1é¢iv: 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 dfive optimalizovana
metoda pro stanoveni sulfonamidovy & antibiotik pomoci HPLC (uvedena v tab. 4). Metoda
byla nasledné¢ modifikovdna pouze zvolenim krat§i doby analy zy (pro analy zu na BIPLC
byla zvolena doba 3+1 min.). Jak je patrné z chromatogramu (obr. 16), tato metoda se ukdzala
pro pouziti na UHPLC jako zcela nevyhovujici. V dal§im 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 dostatecné oddéleny.

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

Nastiik 1l
Mobilni faze 0,01 M HCOOH, MeOH

Pratok mobilni faze | 0,15 ml/min pro C18

Teplota kolony 20°C
to= 30 % MeOH, t3=40 % MeOH,

Gradient

te= 80 % MeOH, tio= 100 % MeOH
Vlnova délka 270 nm
Doba analy zy 25 minut
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1130

Obr. 16: Chromatogram smési standardit vybrany chléciv STZ, SPY, SMR, SMT a SMX
pri podminkdch analy zy optimalizovany ch pro HPLC.

Dalsi optimalizace zvolené metody spoCivala v upravach nastiiku, pratoku mobilni faze,
teploty kolony a gradientu. O dpravach téchto parametri je podrobné pojednano
v nasledujicich kapitoldch 4.1.1 —4.1.6.

4.1.1. Gradient mobilni faze

Optimalizace podminek metody byla provadéna na koloné ZORBAX Eclipse Plus C18
Rapid Resolution HD (rozméry: 2,1x50 mm), 1,8 um. NejvétSim problémem pii optimalizaci
bylo oddé€leni prvnich tfi pikd v chromatogramu (l1éciva STZ, SPY a SMR). Proto byl jako
prvni parametr upravovan gradient mobilni faze. V prubéhu vyvoje metody bylo ovéfovano
celkem 30 riznych gradient mobilni faze. Piky prvnich tii 1éCiv byly od sebe odseparovany
az v pripadé, kdy analyza zacinala pfi poméru slozek mobilni faze 90 % 0,01 M HCOOH
a 10 % MeOH (obr. 17). Dalsimi upravami gradientu bylo dosazeno ponékud lepsiho oddé€leni
pikd, avsak stale nedoslo k jejich uplnému rozdéleni. V nékterych ptipadech bylo také nutné
prodlouzit dobu analyzy az na 5+1 min, nebot’ 1éCiva se zacala eluovat az ve tfeti minuté
analy zy (dr. 18). Nejlepsi vysledek, kterého bylo dosazeno pfi tipravach gradientu, je uveden
na obr. 19. Pfi tomto gradientu byly jiz od sebe oddéleny alespont piky sulfapyridinu
a sulfamerazinu. Soucasné vSak doSlo k deformaci predevS§im piku sulfamethazinu. Tento

gradient byl potom pouzivan pii nasledujicich upravach metody.

V této fazi optimalizace bylo konstatovano, ze pouhou upravou gradientu mobilni faze

nebylo presto dosazeno uspokojivého oddéleni pika. Jako dal§i parametr, ktery byl vramci
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optimalizace upravovan, byla zvolena teplota kolony; soucasné¢ vSak byl snizen nastfik

na 0,5 pl a prutok mobilni faze zvysen na 0,2 pl/min.
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Obr. 17: Chromatogram smési standardii vybranych [éciv, gradient mobilni fdze: to = 10 %
MeOH, to,5 = 30 % MeOH, t1 = 40 % MeOH, t1,5 = 50 % MeOH, t3 = 100 % MeOH.
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Obr. 18: Chromatogram smési standardii vybranych [éciv, gradient mobilni fdze: to = 10 %
MeOH, to9= 10 % MeOH, t1 = 20 % MeOH, t1,9= 20 % MeOH, t2 = 30 % MeOH, t+= 100 %
MeOH; doba analy zy: 4+ Imin.
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Obr. 19: Chromatogram smési standardii vybranych [éciv, gradient mobilni fdze: to = 10 %
MeOH, to3= 20 % MeOH, t1 = 20 % MeOH, t1,9= 22 % MeOH, t2 = 24 % MeOH, t2,9= 24 %
MeOH, t3 = 30 % MeOH, t4+= 100 % MeOH; doba analy zy: 5+1 min.

4.1.2. Nastrik

Protoze se pouhou tpravou gradientu nepodafilo dosahnout oddéleni a ostrosti vSech pika
v chromatogramu, byl nejprve upraven nastfik z ptivodniho 1 pl na 0,1 ul. Ukazalo se, ze
zména nastfiku nema vliv na oddéleni pikt a celkovy tvar chromatogramu (viz obr. 20).
Pti dalSich upravach byl nastfik zvysSen na 0,5 ul z divodu dosazeni vyssi odezvy, a ddle jiz
tento nastfik nebyl upravovan. Dal§im parametrem, ktery byl ddle optimalizovan,byla teplota
kolony.
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Obr. 20: Porovndni chromatogramii smési [éCiv pri ruzném ndstriku, gradient mobilni fdze: to
=10 % MeOH, t0.3= 20 % MeOH, ti1 = 20 % MeOH, t1,9= 22 % MeOH, 12 = 24 % MeOH, 12,9
=24 9% MeOH, t3= 30 % MeOH, t4= 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
ukdzalo byt chybnou cestou, vy sledkembyly spojené piky sulfathiazolu a sulfapyridinu
a zdvojené piky sulfamerazinu a sulfamethazinu. Nadale tedy byla kolona ohfivana postupné
na 30, 35, 37, 40 °C a 45 °C. Maximdlni pracovni teplota pro pouzitou kolonu je 60 °C, proto
radéji nebyla teplota ddle zvySovana nad 45 °C. Pfi zvySeni teploty kolony bylo dosazeno
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oddéleni prvnich tii pika 1€Civ, ale v nékterych pripadech piky chvostovaly a dochézelo také
k rozmyti pikt sulfamethazinu a sulfamethoxazolu. Chromatogramy 1éciv pii teplotach 10 —

40 °C jsou souhrnné zobrazeny na obr. 21.

Pti teploté kolony 45 °C a pfi souCasném upraveni gradientu a prutoku mobilni faze
(popsano dale) bylo dosazeno nejlepsiho oddéleni pika. Piky mély také nejlepsi odezvu, byly
ostré a uzké. Teplota kolony 45 °C byla tedy pfijata jako optimalni.
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Obr. 21: Chromatogramy léciv pri riznych teplotdch kolony, gradient mobilni fdaze: to= 10 %
MeOH, to3= 20 % MeOH, t1 = 20 % MeOH, t1,9= 22 % MeOH, t2 = 24 % MeOH, t2,9= 24 %
MeOH, t3 = 30 % MeOH, t+= 100 % MeOH; doba analy zy: 5+ Imin.

4.1.4. Prutok mobilni faze

V prabéhu optimalizace metody byly ovéfovany tii hodnoty pratoku mobilni faze.

Pocatecni hodnota byla 0,15 ml/min, dal§i potom 0,2 ml/min a kone¢na 0,25 ml/min.

Pfi upravé prutoku mobilni faze nebyly pozorovany vy razré zmény ve vzhledu piku,
dochazelo vsak ke zméné retencnich Cast 1éciv. Na zakladé provedenych experimentil 1ze
konstatovat, ze ¢im byl vyS$i prutok mobilni faze, tim dfive se IléCiva eluovala
(za predpokladu, ze dalsi parametry analyzy zustaly nezménény). Protoze pii upravé gradientu
byl jednim z problémi praveé pozdni Cas retence léCiv, byla jako idealni zvolena hodnota
prutoku 0,25 ml/min i pfesto, ze pii tomto pratoku byly piky ponékud rozmytéjsi, nez
pfi niz§ich hodnotach pratoku mobilni faze (tento problém byl odstranén dalSimi Gpravami

gradientu).
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4.1.5. Uprava gradientu pii vysSich teplotiach kolony

Jak je popsdno 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 déle
oveéfovany razné upravy teploty kolony a gradientu (pfipadné€ i pratoku mobilni faze)

soucasne.

Upravami bylo nakonec dosazeno optimalniho vysledku a byl ziskdn postup, ktery pro
naSe ucely jiz vyhovoval. Podminky analy zy jsou uvedeny vtab. 5, pfislusny chromatogram

je zndzornén na obr. 22. Tyto podminky byly na nékolik dni pfijaty jako optimalizované.

Tab 5.: Podminky analy zy

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

Pritok mobilni faze 0,25 ml/min

Teplota kolony 45°C
to= 10 % MeOH, to3 =20 % MeOH,
t1=20 % MeOH, t1,1 =25 % MeOH,

Gradient f19= 25 % MeOH, t2= 30 % MeOLL
t3= 100 % MeOH
Vlnova délka 270 nm
Doba analy zy 4+1 min
o = ] 17} SN0

STZ

SMR
SPY

] AJMW_M\

Obr. 22: Chromatogram vybranych léciv pri podminkdch analy zy uvedeny ch tab. 5.

SMT
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4.1.6. Vliv parametru kolony na separaci analyta

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) s velikosti castic naplné 1,8 pm.
Po vyméné kolony bylo nutné jeSt€ poupravit gradient mobilni faze, nebot pii pouziti
gradientu uvedeného v tab. 5 byly posledni dva piky v chromatogramu z cca 20% spojené
(Iéciva SMT a SMX).

Experimenty, pfi kterych byla pouzita delsi kolona, pfinesly lepsi vysledky, nez byly
ziskany méfenim na puvodni krat$i kolon€. Jak vyply va zporovnani obr. 22 aobr. 23,
pii méfeni na delsi koloné¢ bylo dosazeno vys§i odezvy. Piky odpovidajici jednotlivy m

1é¢iviim jsou uZz$i, ostfejsi a dokonale od sebe oddélené.

4.1.7. Optimalizovana metoda pro stanoveni sulfonamidia pomoci UHPLC

Optimalizované podminky metody nasledné pouzivané pii analy 2 sulfonamidovy ch
antibiotik pomoci UHPLC/DAD jsou shrnuty do tab. 6. Ptislu§ny vysledny chromatogram je

prezentovan na obr. 23 a retencni casy vybranych 1é¢iv jsou uvedeny v tab. 7.

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

Nastrik 0,5 ul

Mobilni faze 0,01 M HCOOH, MeOH

Pritok mobilni faze 0,25 ml/min

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

Gradient to,7= 30 % MeOH, t1,5=40 % MeOH,
t3=100 % MeOH

Vlnova délka 270 nm

Doba analy zy 4+1 min
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Obr. 23: Chromatogram smési vybranych léciv pri optimalnich podminkdch 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 fazi spocivala prevazné ve stanoveni idedlniho
mnozstvi vzorku pouzitého pro extrakci. Na zaklad€ informaci ziskanych z literatury lze
predpokladat, ze pokud by byla vybrana sulfonamidova lé¢iva v odpadni vod€ pfitomna,
jejich koncentrace by byly velmi nizké. Vzhledem k relativné vysoky m mezim detekce
a stanovitelnosti u detektoru diodového pole (v porovnini s hmotnostnim spektrometrem),
bylo zadouci optimalizovat metodu pro co nejvét§si objem ddvkovaného vzorku, respektive
bylo tfeba zjistit takovy objem davkovaného vzorku,pfi kterém by bylo dosazeno co 1é¢iva co
nejvetsi vytéznosti 1 pii nizkych koncentracich.

Pro optimalizaci byly pouzity standardy vybranych sulfonamidovych léciv: STZ, SPY,
SMR, SMT a SMX rozpusténé v 0,1 M HCOOH v MeOH. Koncentrace pouzitého smésného
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standardu 1é¢iv byla 100 ug/ml. Na zéakladé literarni reSerSe byly jako vhodné kolonky
pro extrakci sulfonamidd zvoleny ENVI-18 SPE Tubes, objem 6 ml, 1 g sorbentu [38].
V ramci optimalizace podminek bylo vyzkouseno celkem 9 riznych kombinaci objemi

vzorku a koncentraci 1éCiv pii dvou riznych modifikacich metody.

Tab 8.: Vychozi podminky pri SPE.

Typ SPE kolonky ENVI-18 SPE Tubes 6 ml/1 g
Kondicionace 2ml 0,1 M HCOOH v MeOH
kolonky 2 ml 5% MeOH

Aplikace vzorku 200, 500 ml

Suseni proudem 10 minut

vzduchu

Promyti sorbentu 2 ml 5% MeOH

Eluce analytu 4 ml 0,1 M HCOOH v MeOH

Nejprve byla ovéfovana optimalizovana metoda extrakce pro stanoveni 1éCiv ze sedimentu
a Cistirenskych kald (uvedena vtab. 8). V prvé tadé bylo davkovano 500 ml vzorku
pii koncentraci standardd 50 pg/ml a dale byl pouzit objem 200 ml pii koncentracich
standardi 50 a 30 ug/ml. Ve vSech pfipadech bylo dosazeno velmi rozdilnych vyté€znosti
1éciv. Pii davkovani 500 ml vzorku meél uspokojivou vytéZznost pouze sulfamethazol
(65,38 %), vytéznost ostatnich 1é¢iv se pohybovala v rozmezi 3 — 30 %. V obou dalSich
ptipadech byly vytéznosti 1é¢iv sice vySSi, avSak jesté stdle nevyhovujici, protoze se
pohybovaly v rozmezi 3 — 144 %. Z tohoto divodu byl tento postup posouzen jako nevhodny.

Primérné vytéznosti 1éCiv za téchto podminek jsou uvedeny v tab. 9.

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

Objem vzorku 500 ml 200 ml
Pivodni koncentrace 50 pg/ml 50 pg/ml 30 pg/ml
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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Pfi optimalizaci bylo rovnéz uvazovano, ze se 1éCiva mohla Castecné vyeluovat jiz
pii preCistovani. Na zakladé této tivahy byla zachycena a proméfena preciStovaci frakce
extrakce (2 ml 5% MeOH). Bylo prokdzano, ze léCiva se béhem pieci§tovani neeluovala.

Byla zvolena dalsi modifikace metody, ktera spocivala v okyseleni vzorku kyselinou
mraven¢i na pH 3. Jako prvni byl davkovan mensi objem vzorku (200 ml), pficemz
koncentrace 1€Civ byla vysoka (50 pg/ml). Po okyseleni bylo dosazeno mnohem lepSich
vytéznosti 1é¢iv (65 — 143 %). Nasledné byly pii ovéfovani této metody pouzity vétsi objemy
vzorku a niz8§i koncentrace léCiv. Vysledky, kterych bylo experimenty dosazeno, jsou

prezentovany v tab. 10.

Tab 10.: Prumérné vytéznosti léciv pri okyseleni vzorku na pH 3 [%].

Objem
vzorku 200 ml 250 ml 300 ml 500 ml
Pavodni
koncentrace S0pug/ml | 10 pg/ml | 30 ug/ml | 10 pug/ml | 10 ug/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 vysledkt. Za optimélni objem davkovaného
vzorku odpadni vody byl uren objem 250 ml. Pii vyS§§im objemu vzorku jiz dochéazelo
ke snizeni vyté€znosti stanovovany chléciv. Pii objemu 200 ml vzorku bylo sice dosazeno
vysSich vytéznosti nez pii 250 ml, avSak za prfedpokladu velmi nizkych koncentraci 1€éCiv
v redlny ch vzorcichbylo pfijatelné€jsi zvolit k nadavkovani radéji vétsi objem vzorku.

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

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

Typ SPE kolonky ENVI-18 SPE Tubes 6 ml/1 g

Kondicionace 2ml 0,1 M HCOOH v MeOH
kolonky 2 ml 5% MeOH

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

vzduchu

Promyti sorbentu 2 ml 5% MeOH

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

Pro vyhodnoceni vytéznosti 1éCiv pii optimalizaci SPE extrakce a pro nédsledné stanoveni
1éciv v redlnych vzorcich byly sestrojeny kalibracni zavislosti plochy piku na koncentraci
1é¢iva. Kalibracni roztoky o koncentracich 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 a 50,0 ug/ml byly
ptipraveny fedénim pracovniho roztoku popsaného v kapitole 3.6.1. Grafy 1 — 5 znazornu;i

. v s ;. . . , . . 2 ~ 17 1w
kalibracni zavislosti, rovnice regrese a regresni koeficient R” pro kazdé 1écivo.

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

Kalibrac¢ni primka sulfathiazolu
350 -
300 -
=)
2 250 -
)
~ 200 -
&
B150 -
=
S 100 - y=6.52x - 1.1834
e R? = 0.9992
50 -
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
koncentrace [pg/ml]

Graf 2: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci pro lécivo sulfapyridin.

Kalibra¢ni primka sulfapyridinu
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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.

Kalibraé¢ni primka sulfamethazinu
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Graf 5: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci pro lécivo sulfamethoxazol.

Kalibrac¢ni pfimka sulfamethoxazolu
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y =7.228x - 0.5476
R%=0.9991

Ddle byla vypoctena mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) kazdého lécCiva
podle vztaht (1) a (2). Pro vypocet téchto velicin byla nejprve odectena vyska piku kazdého
1é¢iva z nejnizsiho bodu kalibrace (S) a nasledné bylo vybrano 15 pikd ze Sumu zakladni linie

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

3.-¢

LOD =——
> (1)
N

Lo =10¢ ®)
S
N

Byla vypoctena rovnéz smérodatna odchylka pomoci funkce SMODCH v programu

Microsoft Excel a relativni smérodatna odchylka podle vztahu (3):

s =2.100%, 3)

X

kde S je smérodatna odchylka a X je aritmeticky prumér hodnot vytéznosti 1éciva. Hodnoty
smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky pro vybrana 1éCiva jsou uvedeny
v tab. 13.
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Tab 12.: Mez detekce a mez stanovitelnosti vybranych léciv.

Légivo LOD [ug/l] LOQ [pg/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.: Smérodatnd odchylka a relativni smérodatnd odchylka vybranych Iéciv.

Lé&ivo S [pg/ml] S [%]
STZ 0,3517 1,91
SPY 1222 5,65
SMR 1,045 4,51
SMT 1,760 6,39
SMX 1,914 6,87

4.4. Realné vzorky

Byla sledovana léCiva ve vzorcich odpadni vody z Cistiren odpadnich vod s rdaznymi
technologiemi Cisténi. Smésné 24 hodinové vzorky byly odebirany vzdy na pfiitoku
i na odtoku z Cistirny odpadnich vod, aby mohla byt zhodnocena ucinnost Cisticich procesu
dané COV. Vzorky odpadni vody byly nejprve filtrovany podle postupu uvedeného v kapitole
3.6.3.1 a ddle zpracovany pomoci optimalizované SPE metody uvedené v kap. 3.6.3.2. LéCiva

byla nasledné stanovovdna pomoci optimalizované metody pro UHPLC/DAD (kap. 3.6.4.).

V prvni sérii vzorka odebranych dne 5. 6. 2014 byla 1éCiva nejprve stanovovana piimo.
Ve vsech pfipadech se koncentrace vSech l1é¢iv nachazela pod mezemi detekce a kvantifikace
metody. Z toho divodu byl do vSech vzorkd z5.6.2014 i do vSech nasledujicich pfidan
standardni pridavek tak, aby jeho vy slednd koncentrace vupraveném vzorku byla 30 ug/ml.
Na obr. 24 jsou pro porovnani zobrazeny chromatogramy 1é¢iv ve vzorku bez standardniho

ptidavku a se standardnim pfidavkem.

Protoze byl standardni pfidavek davkovan do nezpracovaného vzorku (ptfed upravou

SPE), bylo tfeba do vypoctl realné koncentrace 1éCiv ve vzorcich zahrnout vliv matrice.
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Obr. 24: Porovndni chromatogramu 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. Matricni
efekt byl vypocitan podle vztahu (4) [38], tj. porovnanim plochy piku 1éCiva u redlného

vzorku (ovlivnéno matrici) s plochou piku 1é¢iva z modelového vzorku.

plocha piku v realném vzorku

%ME =

- 100% @)

plocha piku v modelovém vzorku
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Jak jiz bylo uvedeno vyse, koncentrace 1éCiv pfidana do realného vzorku vody €inila vzdy
30 ug/ml. Stejna koncentrace byla pfidana i do modelového vzorku vody. Pokud je hodnota

ME rovna 100 %, znamena to, ze nebyl zjistén zadny matricni efekt.

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

u sulfathiazolu a sulfapyridinu.

Tab 14.: Priimérné hodnoty ML pro stanovovand 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 1éCiv v realny ch vzorcich

Koncentrace jednotlivych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody byly stanoveny pomoci
kalibracnich zavislosti plochy piku na koncentraci 1éCiva uvedenych v kapitole 4.3.
Pti kvantifikaci 1é¢iv byl do vypocti zahrnut stanoveny vliv matrice. Hodnoty realnych
koncentraci 1éCiv byly ziskdny z rozdilu koncentrace léCiva v redlném vzorku se standardnim
ptidavkem a koncentrace 1é¢iva v modelovém vzorku. Koncentrace 1é¢iv v tomto modelovém

vzorku byla stejna, jako byla koncentrace standardniho pfidavku v redlny ch vzorcich.

4.4.3. COV Podivin

Vzorky odpadni vody z COV Podivin (pfitok a odtok) byly odebrany 7. 7. 2014.
Stanovené koncentrace 1éCiv ve vzorcich odpadni vody jsou uvedeny v tab. 15. Tabulka
obsahuje tfi paralelni stanoveni koncentrace a jejich pramérnou hodnotu. Koncentrace 1é¢iv
na pfitoku se pohybovaly pfiblizné v rozmezi 0,40 — 0,90 pug/l, koncentrace 1é¢iv na odtoku
byla v rozmezi 0,36 — 0,74 pg/l. V nasledujici tabulce 16 je zhodnocena ucinnost odstranéni

1éiv &isticimi procesy na COV vyjadiena v pug/l a v %.
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Tab 15.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Podivin.

Pritok Odtok
LEGo | o tug | e [ug | s [ngm c[‘:;‘/“l‘ir c1 [ng/l | ez [ngl | c3[ug/l] c[‘:;‘/“l‘ir
STZ 0,8434 | 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 | 0,5136 | 0,5137 | 0,5134 | 0,5135 | 0,5138 | 0,5136
SMX | 04121 | 0,4097 | 0,3963 | 0,4060 | 03564 | 0,3642 | 0,3853 | 0,3686
Tab 16.: Ucinnost odstranéni 1éciv Cisticimi procesy na COV Podivin.
Létivo Prumérna koncentrace [ng/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [ng] [%]
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 Pohofelice (piitok a odtok) byly odebrany 5. 6. 2014.

Stanovené koncentrace 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody jsou uvedeny v tab. 17. Tabulka

obsahuje tfi paralelni stanoveni koncentrace a jejich praimérnou hodnotu. Koncentrace 1€¢iv

na pfitoku se pohybovaly pfiblizn€ v rozmezi 0,36 — 0,74 pug/l, koncentrace 1é¢iv na odtoku

v rozmezi 0,36 — 0,61 pg/l. V tabulce 18 je zhodnocena ucinnost odstranéni 1é¢iv Cisticimi

procesy na COV vyjadiena v pug/l a v %.
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Tab 17.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Pohorelice, odbér

5.6.2014
Pritok Odtok
Lécivo Cpriimér Cpriimér
c C c C
1 [ng/] | ¢ [ng/] [ug] 1 [ng/] | ¢z [ug] [ug/l]

STZ | 0,7355 | 0,7416 | 0,7386 | 0,5901 | 0,5407 | 0,5654
SPY | 06105 | 0,6106 | 0,6105 | 0,6073 | 0,6090 | 0,6082
SMR | 0,5205 | 0,5209 | 0,5207 | 0,5242 | 0,5244 | 0,5243
SMT | 055135 | 0,5135 | 0,5135 | 0,5134 | 0,5135 | 0,5135
SMX | 0,3624 | 03769 | 0,3696 | 0,3564 | 03642 | 0,3603

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

Létivo Prumérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [ug/] [%]
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

4.4.5. COV Hustopete

Vzorky odpadni vody z COV Hustopete odebirané na piitoku a na odtoku byly
vzorkovany 7. 7. 2014. Stanovené koncentrace 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody jsou uvedeny
v tab. 19. Tabulka obsahuje tfi paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou hodnotu.
Koncentrace 1éCiv na ptitoku se pohybovaly pfiblizné 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

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

Pritok Odtok
Lécivo Cprimér Cprimér
c c c c c c
1 [ng/l] | ez [ng/l] | c3[ngl] men) | [ng/l] | c2 [ugA] | ca[ng] (]
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 | 0,5137 | 0,5137 | 0,5136 | 0,5135 | 0,5135 | 0,5135
SMX | 04305 | 0,4357 | 0,4357 | 0,4339 | 0,3878 | 0,3970 | 0,3831 | 0,3893
Tab 20.: Ucinnost odstranéni léciv Cisticimi procesy na COV Hustopece.
Létivo Prumérna koncentrace [ng/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [ug/] [%]
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 vzork odpadni vody z COV Valtice. Prvni série vzorkl byla
odebrana 5. 6. 2014, druha série 7. 7. 2014. Vzorky byly odebirany na pfitoku a na odtoku

z COV. Stanovené koncentrace 1é&iv ve vzorcich jsou uvedeny v tab. 21 a 22. Tabulky

obsahuji vzdy dvé nebo tii paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou hodnotu.

Koncentrace 1éCiv na pritoku se pohybovaly v rozmezi 0,35 — 0,76 ug/l, koncentrace 1é¢iv

na odtoku v rozmezi 0,38 — 0,67 pg/l. V tabulkich 23 a 24 je zhodnocena ucinnost odstranéni

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

5.6.2014
Piitok Odtok
Lécivo Cprimér Cprimér
C (¢ C (¢

1 [ng/] 2 [ng/] [ug] 1 [ng/] 2 [ug/] [ug/l]

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 Cprimér Cprimér
C C C C C
1 [ng/] | c2 [ng/] | c3[ng/] [ng/] 1 [ng] | ez [ng/] [ng/l]

STZ | 07291 | 06189 | 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 | 0,5237 | 0,5212 | 0,5220 | 0,5224 | 0,5231 | 0,5227
SMT | 05137 | 05133 | 0,5138 | 0,5136 | 0,5138 | 0,5137 | 0,5137
SMX | 03680 | 03511 | 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 Prumérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno
pritok odtok [ug/] [%]
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 1éciv Cisticimi procesy na COV Valtice u vzorkii odebranych

7.7.2014.
Létivo Prumérna koncentrace [ng/l] Odstranéno Odstranéno

pritok odtok [ug/] [%]
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 vzorkt odpadni vody. Prvni
série vzorkli byla odebrana 5. 6.2014, druhd série 7.7.2014. Vzorky byly odebirany na
ptitoku a na odtoku z COV. Stanovené koncentrace 1é&iv ve vzorcich jsou uvedeny v tab. 25 a
26. Tabulky obsahuji vzdy dvé€ nebo tfi paralelni stanoveni koncentrace a jejich primérnou
hodnotu. Koncentrace 1éCiv na ptitoku se pohybovaly v rozmezi 0,42 — 0,83 ug/l, koncentrace
1éCiv na odtoku v rozmezi 0,37 — 0,66 ug/l. V tabulkach 27 a 28 je zhodnocena ucinnost

odstranéni 1é&iv &isticimi procesy na COV vyjadiena v ug/l a v %.

Tab 25.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Lednice, odbér

5. 6.2014.
Piitok Odtok
Lécivo Cpriimér Cpriimér
C (¢ C (¢

1 [ng/] | c2 [ng/] [ug/] 1 [ng] | ¢z [ng/] [ug/]

STZ 0,8320 | 0,8140 | 0,8230 | 0,6011 | 0,5966 | 0,5988

SPY | 0,6088 | 0,6096 | 0,6092 | 0,6074 | 0,6075 | 0,6074

SMR | 0,5192 | 0,5194 | 0,5193 | 05241 | 0,5241 | 0,5241

SMT | 05137 | 0,5135 | 0,5136 | 0,5135 | 0,5135 | 0,5135

SMX | 04220 | 04316 | 0,4268 | 03673 | 0,3691 | 0,3682
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Tab 26.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Lednice, odbér

7.7.2014.

Piitok Odtok
Lécivo Cprimér Cprimér

C (¢ C C (¢ C

1 [ng/] | ¢z [ugA] | c3[ng/] (] 1 [ng/] | e [ug/] | c3[ug/] [ng/]
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 | 0,5220 | 0,5210 | 0,5216 | 0,5215 | 0,5234 | 0,5234 | 0,5231 | 0,5233
SMT | 0,5137 | 0,5138 | 0,5138 | 0,5138 | 0,5137 | 0,5137 | 0,5137 | 0,5137
SMX | 04168 | 0,4267 | 0,4203 | 0,4213 | 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 Prumérna koncentrace [pg/l] Odstranéno Odstranéno

pritok odtok [ng] [%]
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 1éciv Cisticimi procesy na COV Lednice u vzorkii odebranych

7.7.2014.
Légivo Prumérna koncentrace [pg/l] Odstranéno Odstranéno

pritok odtok [ng/] [%]
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 posuzoviny tfi série vzorkd odpadni vody. Prvni série
vzorkt byla odebrana 5.6.2014, druha série 7.7.2014. Obé tyto série tvorily smésné
24 hodinové vzorky odebirané na pfitoku a na odtoku. Tteti sérii tvotily vzorky odebirané na
ptitoku a na odtoku po dobu jednoho ty die, a to ve dnech 31. 7. — 6. 8. 2014.

Stanovené koncentrace 1éCiv ve vzorcich jsou uvedeny v tab. 29, 30, 33 a 34. Tabulky
obsahuji dvé nebo tii paralelni stanoveni koncentrace a jejich pramérnou hodnotu. V piipadé
tydenniho odbéru vzorki jsou ve dvou souhrnny ch tabulkéach (tab. 33 a34) uvedeny primeérné

koncentrace 1é¢iv na pritoku a na odtoku za kazdy den.

Koncentrace 1éCiv na pritoku v prvni a druhé sérii se pohybovaly vrozmezi 0,39 —
0,77 ug/l, koncentrace 1éCiv na odtoku v rozmezi 0,37 — 0,65 png/l. Koncentrace 1é¢iv treti
série kolisaly v prub&hu tydne 31. 7. — 6. 8. 2014 na pfitoku mezi hodnotami 0,41 — 1,84 pg/l,
na odtoku potom mezi 0,39 — 1,30 ug/l. V tabulkdch 31, 32 a 35 je zhodnocena ucinnost

odstranéni 1é¢iv Cisticimi procesy na COV vyjadiena v %.

Tab 29.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Mikulov, odbér

5.6.2014
Pritok Odtok
Lécivo Cpriimér Cprimér
c c c c
1 [ug/] | c2 [ug/] [ng/] 1 [ug/] | c2 [ug/] [ng/l]

STZ | 0,6737 | 07746 | 0,7242 | 0,5752 | 0,5912 | 0,5832
SPY | 0,6094 | 0,6082 | 0,6088 | 0,6085 | 0,6075 | 0,6080
SMR | 0,5227 | 0,5206 | 0,5217 | 0,5247 | 0,5241 | 0,5244
SMT | 0,5135 | 0,5136 | 0,5136 | 0,5133 | 0,5135 | 0,5134
SMX | 03885 | 0,3998 | 0,3941 | 03651 | 0,3695 | 0,3673
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Tab 30.: Koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Mikulov, odbér

7.7.2014
Pritok Odtok
Lécivo Cprimér Cprimér
C C (¢ C C (¢

1 [ug/] | cz2 [ug] | c3[ug/l] (] 1 [ug/] | ez [ug/] | c3[ug/] [ng/]

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 | 0,5218 | 0,5222 | 0,5232 | 0,5224 | 0,5236 | 0,5233 | 0,5235 | 0,5235
SMT | 0,5137 | 0,5136 | 0,5135 | 0,5136 | 0,5136 | 0,5136 | 0,5136 | 0,5136
SMX | 04637 | 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
Létivo Prumérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno

pritok odtok [ug/] [%]
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.
Légivo Prumérna koncentrace [ug/l] Odstranéno Odstranéno

pritok odtok [ng/] [%]
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.: Priimérné koncentrace vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody z COV Mikulov,

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

Prumérna koncentrace [ug/l]

Létivo 31.7. 1. 8. 2.8. 3.8. 4.8. 5.8. 6. 8.
STZ 1,2080 | 1,3670 | 1,8361 | 12220 | 0,8206 | 08103 | 0,7923
SPY | 0,6039 | 06056 | 06019 | 05971 | 0,6046 | 0,6061 | 0,6060
SMR | 05141 | 05139 | 05101 | 05178 | 05211 | 05196 | 0,5220
SMT | 05160 | 05158 | 05174 | 05156 | 055141 | 05140 | 0,5139
SMX | 05621 | 04943 | 04923 | 04138 | 08336 | 04077 | 04364

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

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

Prumérna koncentrace [ug/l]

Lécivo 31.7. 1.8. 2.8. 3.8. 4.8. 5.8. 6. 8.
STZ 1,1770 | 09431 1,3039 | 1,1563 | 0,6836 | 0,7881 | 0,7250
SPY 0,5837 | 05931 | 05756 | 05841 | 0,6020 | 05992 | 0,6015
SMR | 05179 | 05199 | 05175 | 05175 | 0,5226 | 0,5219 | 0,5227
SMT 0,5149 | 05146 | 05150 | 05150 | 055140 | 055142 | 0,5140
SMX | 04685 | 04305 | 04909 | 04694 | 03918 | 0,3985 | 0,3922

Tab 35.: Ucinnost odstranéni 1éciv 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 vysledku

Dosazené vysledky prezentované v predchdzejicich kapitolach jsou v nasledujicich dvou
kapitolach pro nazornost zpracovany do sloupcovy ch grafii. Grafy znazorfiuji koncentrace
jednotlivych 1éCiv na pfitoku a na odtoku vedle sebe, ¢imz je mozné lehce zhodnotit miru
odstranéni kazdého z 16&iv na raznych COV.

4.4.9.1. Koncentrace 1é¢iv na riznych COV

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

Graf 6: Koncentrace sulfathiazolu na pritoku a odtoku z riiznych COV.
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Graf 7: Koncentrace sulfapyridinu na pritoku 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 pritoku a odtoku z riiznych COV.
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Graf 9: Koncentrace sulfamethoxazolu na pritoku a odtoku z riiznych COV.
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4.4.9.2. Koncentrace 16¢iv na COV Mikulov

V této kapitole jsou prezentovany sloupcové grafy znazorniujici 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 pritoku a odtoku z COV Mikulov.
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Graf 12: Koncentrace sulfamerazinu na pritoku a odtoku z COV Mikulov.
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Graf 13: Koncentrace sulfamethazinu na pritoku a odtoku z COV Mikulov.
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Graf 14: Koncentrace sulfamethoxazolu na pritoku a odtoku z COV Mikulov.
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4.4.9.3. Diskuze vysledki

Byl prokazan vyskyt vsSech sledovanych sulfonamidovych antibiotik ve vzorcich
odpadnich vod. Koncentrace vSech 1éCiv se pohybovaly primérné v desetinach pg/l.
Z prezentovanych vysledka je patrné, ze koncentrace stanovovany chléciv se ve vzorcich
zraznych COV piili§ nelisily. Nejvice kolisaly koncentrace sulfathiazolu, mén& pak
koncentrace sulfamethoxazolu. Koncentrace zbyvajicich i 1é&iv se na viech COV lisily
pouze nepatrné. Z tohoto faktu lze usuzovat, ze 1éciva STZ a SMX jsou ve sledované oblasti

pouzivana narazoveji (pravdépodobné v odli§néjsich davkach) nez Iéc¢iva SPY, SMR a SMT.

Posouzenim hodnot procentudlni G&innosti odstranéni 1é¢iv na raznych COV i pouhy m
pohledem na grafy v pfedchazejicich kapitolach je mozné zkonstatovat, ze mira odstranéni
lé¢iv na COV v soucasnosti vieobecné neni piili§ vysoka. Nejvétsi miru eliminace (réiznou
naraznych COV) vykazovalo 1éGivo sulfathiazol, dal§im, alespoii z&asti usp&ind
odstranénym lé¢ivem byl sulfamethoxazol. Sulfathiazol byl v nejvétsi mife odstranén na COV
Hustopece, sulfamethoxazol na COV Mikulov. Ostatni 1é¢iva byla na COV odstranéna pouze

minimalné nebo vubec.

Dale byl sledovan obsah vybranych sulfonamidd na COV Mikulov v prib&hu jednoho
ty dne. Zdosazenych vysledkl je patrné, ze koncentrace 1éCiv v odpadni vod€ v prubéhu
jednoho ty dne ponékud kolisaly, pficemz nejvyraznéji kolisaly koncentrace sulfathiazolu.
Zjisténé rozdily v koncentracich 1é¢iv byly pravdépodobné zptiisobeny rozdilnou aplikaci 1éCiv

v prubéhu tohoto tydne. LéCiva také vykazovala v priabéhu tydne rdznou miru eliminace.
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Vybrana 1é&iva byla sledovana na COV sriaznym poStem ekvivalentnich obyvatel
a ruznymi technologiemi ¢isténi. Vysledky prezentované v této diplomové praci neprokdzaly
vyznamn¢ rozdilnou miru eliminace 1éCiv pfi pouziti riznych technologii i§téni v soucasnosti
pouzivanych na vybranych Cistirnach odpadnich vod. Rovnéz nebyla pozorovana korelace
mezi poctem ekvivalentnich obyvatel a zjisténymi koncentracemi vybranych 1éciv ve vzorcich
odpadnich vod.

V nekterych piipadech byl pii vyhodnoceni vysledkii méfeni zjistén nartst koncentrace
1é¢iva na odtoku v porovnani s pivodni hodnotou koncentrace na ptitoku. V téchto ptipadech
nelze vyloudit, ze nedoslo k dal§i kontaminaci 1é&ivy piimo na COV v prib&hu &isténi.
Vzhledem k 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, kterd je pfi podobnych méfenim doporuCovana

rovnéz v literatute.

Zavérem lze konstatovat, ze soucasné technologie Cisténi na sledovanych COV nejsou
priliS uspé€Sné v eliminaci 1é¢iv z odpadnich vod. Kucinngjsi eliminaci 1éCiv bude
pravdépodobné zapotiebi zavést na COV nové, specializované technologie pro Ccisténi

odpadnich vod.
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5. ZAVER

Predlozena diplomové prace byla zaméfena na stanoveni obsahu 1é¢iv v odpadnich vodéch
z Cistiren odpadnich vod s riznymi pocty ekvivalentnich obyvatel a riznymi technologiemi
Cisténi. Z divodu jejich Castého vyuzivani v humanni i veterinarni medicin€ byla ke sledovani
vybrana sulfonamidova chemoterapeutika. Hlavnim cilem pifedlozené prace proto bylo
optimalizovat analytickou metodu pro stanoveni vybranych 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody.
Pro stanoveni bylo vybrano pét zastupci ze skupiny sulfonamidovych chemoterapeutik,

konkrétné 1éCiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfapyridin, sulfathiazol a sulfamethoxazol.
Vy sledky, ktery ch bylo ypraci dosazeno:

e Byla optimalizovana metoda pro analyzu péti zastupci sulfonamidovych

chemoterapeutik pomoci UHPLC s UV-VIS detektorem typu diodového pole.

e Rovnéz byla optimalizovana metoda pro Upravu vzorkd odpadni vody pomoci

extrakce tuhou fazi (SPE), se zaméfenim na vy Br idealniho objemu vzorku.

e Optimalizovana metoda byla poté pouzita pro stanoveni vybranych 1éCiv
v redlnych vzorcich odpadni vody. LéCiva byla stanovena ve vzorcich odpadni
vody z Cistiren odpadnich vod s riznymi pocty ekvivalentnich obyvatel; konkrétné

se jednalo o COV Podivin, Pohotelice, Hustopece, Valtice, Lednice a Mikulov.

e Byla posouzena ucinnost odstranéni 1€¢iv Cisticimi 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 Cistirnach odpadnich vod
pouze k castecné, nedokonalé eliminaci 1é¢iv. Vzhledem k rizikovosti 1é€iv a dalSich novych
polutanti ve vztahu k Zivotnimu prostiedi je jisté na misté uvazovat o zavedeni novy ch,
specializovanych technologii pro Cisténi odpadnich vod, které by ve vétsi mife umoznily i

odstranéni 1éC¢iv.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATB
CZE
cov

CR

DAD
DNA

EO
GC/MS
GIT
HPLC
HPLC/MS

LC
LOD
LOQ
ORL
PAB
POPs
RNA
SMR
SMT
SMX
SPY
STZ
UHPLC
UPLC
UV-VIS
7P

Antibiotikum (antibiotika)

Kapilarni zénova elektroforéza

Cistirna odpadnich vod

Ceska republika

Spektrofotometricky dtektor diodového pole
Deoxyribonukleova kyselina

Ekvivalentni obyvatel

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Gastrointestindlni soustava

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna
spektrometrii

kapalinova chromatografie ~ve  spojeni

Kapalinova chromatografie

Mez detekce

Mez stanovitelnosti

Usni-kréni-nosni

p-aminobenzoovd kyselina

prioritni organické polutanty
Ribonukleova kyselina

Sulfamerazin

Sulfamethazin

Sulfamethoxazol

Sulfapyridin

Sulfathiazol

Ultra a¢inna kapalinova chromatografie
Ultra ucinna kapalinova chromatografie
Ultrafialové-viditelné zafeni

Zivotni prostiedi

79

s hmotnostni



