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ABSTRAKT

Léciva patii mezi biologicky aktivni latky, které se odliSuji riznymi funk¢nimi skupinami,
fyzikéalné-chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Tyto chemické latky, v soucasnosti
zafazované mezi ,,nové™ kontaminanty, se kumuluji v riznych slozkéch zivotniho prostredi.
Do zZivotniho prostiedi se dostavaji v priibéhu jejich primyslové vyroby, dale v dasledku
pouzivani v 1écebnych zatfizenich nebo v domacnostech.

ProtoZe se jedna o latky biologicky aktivni, mohou v riznych slozkach Zivotniho prostredi
negativné ovliviiovat zde probihajici procesy. LéCiva se vyznacuji po chemické strance
vesmés odliSnou strukturou, a proto jsou ¢asto rozdélovana nejen podle struktury, ale zejména
podle jejich u¢inku na zZivé organismy.

Na zékladé posouzeni mnozstvi pouzivanych 1é¢iv v Ceské republice lze konstatovat, Ze
nejcastéji pouzivanymi 1éCivy jsou nesteroidni protizanétlivé 1€ky patiici do skupiny
analgetik. Dlivodem jejich velkého rozsifeni je predevsim to, ze témét vSechny si lze zajistit
bez Iékaiského piedpisu. Vybrand analgetika byla sledovéana nejen v odpadnich vodach
odebrané z velkokapacitni Cistirny odpadnich vod situované v Brné¢ — Modficich, ale také
v povrchové vodé zpovodi feky Kietinky, kde byla odebirana ze dvou odbérovych mist.
Kontaminace povrchovych vod 1é&ivy typu analgetik byla hodnocena nejen v Ceské
Republice, ale také v povodi feky Thurso ve Skotsku a na Taiwanu.

Pro extrakci sledovanych rezidui z matrice byla ve vSech ptipadech pouzita extrakce
pevnou fazi (SPE). Jako analyticki koncovka byla pro experimenty provadéné v Ceské
republice aplikovdna vysokotc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s detekci diodovym
polem (DAD) nebo hmotnostni spektrometrie (MS). Pro experimenty hodnocené ve Skotsku
ana Taiwanu byla také pouzita kapalinovad chromatografie s hmotnostni detekci. Metoda
HPLC/MS umozituje zjistovat hodnocené analyty i ve velmi nizkych koncentracich (ng - 1').

V ramci provadénych experimenti byla vétSinou identifikovana a nésledné kvantifikovana
vSechna sledovana analgetika, a to jak v odpadnich vodach, tak také z povodi feky Kietinky
v Ceské republice. Totéz lze konstatovat také pro nalezy zjisténé v povrchovych vodach
v povodi feky Thurso ve Skotsku a fekach Erren, Agongdian, Yanshuei a kanalu ve mésté
Tainan na Taiwanu a zjisténé koncentrace analgetik v povrchovych vodach zrtznych
svétovych lokalit byly porovnany.

Klicova slova: Rezidua, biologicky aktivni latky, analgetika, povrchova voda, odpadni
voda, separacni metody, extrakce SPE, HPLC/MS, tandemova hmotnostni spektrometrie.



ABSTRACT

Pharmaceuticals are biological active compounds with different functional groups,
physico-chemical and biological properties. These chemical compounds are called as “new
contaminants” which cumulate in various environmental components. These contaminants
input to environment from industrial processes, hospitals and health care institutions or
household sources and these pollutants can to negatively interact with environmental
components.

Pharmaceuticals are separated according to structure and their effects to live organisms. On
the basis of drug consumption in Czech Republic the non-steroidal anti-inflammatory drugs
are the most using pharmaceuticals, because these drugs can be obtain without prescriptions.
The choosing analgesics for study were monitored in waste water from waste waters treatment
plant (WWTP Brno — Modfice) and in surface water from two sampling sites of river
Kretinka. Pharmaceuticals were monitored in surface waters in Czech Republic, in Scotland
(river Thurso) and in Taiwan (river Erren, Agongdian, Yanshuei and canal of Tainan)

Solid phase extraction (SPE) is used for extraction of study pharmaceutical from water
system. The high performance liquid chromatography (HPLC) with diode array detection or
mass spectrometry was used for determination of drugs in surface waters from Czech
Republic. The water samples from Scotland and Taiwan were analysed and the high
performance liquid chromatography with mass spectrometry (HPLC/MS) was used for
determination of pharmaceuticals. The method of HPLC/MS enables the determination of
study compounds in the very low range of concentrations (ng * ™).

All monitored pharmaceuticals were identified and quantified in water samples from river
Kretinka in Czech Republic, river Thurso (Scotland) and rivers Erren, Agongdian, Yanshuei
and canal of Tainan in Taiwan and the obtained data were compared.

Key words: Residues, biological active compounds, analgesics, surface water, waste water,
separation methods, extractions SPE, HPLC/MS, tandem mass spectrometry.
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1. UVOD

Vzhledem ke vzriistajicimu z4jmu vefejnosti o ochranu zivotniho prostiedi je v poslednich
letech vénovana zvySend pozornost tzv. ,novym* environmentalnim polutantim. Jsou to
chemické latky, které¢ jsou uvoliiovany do zivotniho prosttedi fadovée jiz desitky let, avSak
sledovani jejich osudu a ptisobeni na pfirodu je provadéno intenzivné az v poslednich letech.
Mezi tyto latky je nezbytné zaradit také 1éCiva. Vzristajici spotteba 1€kl zplisobend predevsim
vlivem civiliza¢nich nemoci a zvysujici se Zivotni Urovni, se kterou tuzce souvisi také
prodluzujici se prumérnd délka zivota, méla za nasledek zvySenou poptavku po novych
potravinovych doplnkut. Tento trend vede nejen k nadmérnému uzivani syntetickych farmak i
fytofarmak, ale zejména ke zvySeni mnozstvi jejich odpadu a s tim souvisejicim prinikem do
slozek zivotniho prostiedi.

Léciva se mohou do Zivotniho prostfedi dostavat v ptivodni nebo pozménéné formé rliznymi
cestami. NejvetSim jiz prokazanym zdrojem kontaminace 1éCivy je odpadni voda, a proto
vzriista potfeba regulace mnozstvi 1é€iv pfitomnych v odpadnich vodach. Bylo jiz potvrzeno, Ze
béznymi biologickymi Cisticimi procesy pouzivanymi v Cistirnach odpadnich vod, jsou tyto
latky vesmés velmi tézce odbouratelné, a proto ¢asto pronikaji pies Cistirny odpadnich vod a to
pres Cistirny odpadnich vod, po vypusténi precisténych odpadnich vod z recipientu do
povrchovych vod. Mezi jednu z nejuzivanéjSich skupin 1éCiv patii nesteroidni protizanétlivé
1éky nachdzejici se ve zvySeném mnozstvi v kazdé domécnosti. Diivodem je pfedevsim to, ze je
mozné si tato 1é¢iva obstarat i bez lékarského predpisu; v disledku toho se jejich spotieba
kazdym rokem zvysuje.

Je proto velmi dileZité kontrolovat vyskyt 1é€iv v odpadnich vodach, které jsou prioritnim
zdrojem kontaminace zivotniho prostfedi témito specifickymi polutanty. Vycisténé odpadni
vody se vesmés vypoustéji zpét do povrchovych vod. Léciva jako biologicky aktivni latky se
nasledné¢ mohou kumulovat v dalSich slozkach zivotniho prostiedi, kde mohou zavaznym
zptisobem ovliviiovat pfirodni ekosystémy. Ve vodé mize kromé toho dochazet k vzajemnym
kontraindikacim, protoze se ve vod¢ prevazné¢ nachdzi smés vSech druhi pouzivanych léCiv
vyznacujicich se velkym poctem moznych vedlejSich ucinkl, proto je nezbytné vyvijet nové
a ekonomicky vyhodné technologické postupy pro jejich odstraiiovani, a to jiz v prub¢hu
Cisticiho procesu na Cistirnach odpadnich vod. S novymi technologickymi postupy tzce souvisi
také moderni, presnéjsi a spravngjsi analytické metody, které jsou schopny stanovit velmi nizké
koncentrace téchto latek. Uvedené metody lze aplikovat nejen na ovéfeni ucinnosti vSech
stupiii Cisténi vyuzivanych v rdmci Cisticiho procesu, ale zejména na sledovani distribuce
rezidui 1é¢iv do jednotlivych slozek Zivotniho prostredi.
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2. ANALGETIKA

2.1. Bolest

Kazdy clovék se setkava sbolesti jiz od narozeni. Jedna se o nepiijemny, v krajnich
pripadech az nesnesitelny subjektivni smyslovy pocit, vyvolany poranénim nebo prib&éhem
choroby. Bolest vznikld na zdklad¢ téchto faktori je oznafovéna jako fyziologickd bolest
(nocicepce). Bolest je vSak mozno také pocitovat rovnéz jako emocni odezvu.

Bolest 1ze délit na:

* Akutni — intenzivni, kratkodoba, dobie lokalizovatelna, pfi¢iny lze ve vétsing€ pripadl
snadno identifikovat. Je dobfe potlacitelna analgetiky.

¢ Chronickou — ma delsi trvani, nez by odpovidalo danému typu zranéni nebo poskozeni.
Diky tomu ztraci smysl varovného signalu. Tato bolest je hife potla¢itelna.?

Jiny zptisob déleni je podle mista vzniku bolesti:

% Somaticka — vychazejici z pohybového aparatu, povrchu hlavy a kaze.

% Visceralni — vychazejici z vnitinich organii a cév.?

Bolest ma zejména ochranny vyznam; znamend to, ze signalizuje nebezpeci poskozeni
organismu. Vznik vjemu bolesti zplsobuji nocireceptory (receptory bolesti). Jsou to volna
zakonCeni specializovanych neuronti, kterd reaguji na mechanickd, termicka i chemicka
podrazdéni, dale na tkanové plisobky (prostaglandiny, histamin, serotonin aj.) uvolfiujici se ze
tkani postizenych zanétem. Vznikly signal je pfendSen do mozku, ktery jej vyhodnoti jako
bolest.

Lécba bolesti (algeziologie) patii mezi hlavni 1é¢ebné ukony v medicingé. K jejimu potlaceni
slouzi pravé analgetika.!

2.2. Historie analgetik

Lidsk4 populace je od pocatku suzovéana celou fadou nemoci a lidé se vzdy pokouseli
bojovat proti utrpeni, bolestem a smrti. V ramci archeologickych ndlezli byly objeveny nejen
lebky se zcela zhojenymi trepanacemi, ale dokonce 1 lebky, na nichz byly Gspésné provadény
opakované trepanace ve vétSich ¢asovych odstupech. Prvni pisemné zminky o 1€¢bé bolesti
pochazeji ze starovékych kultur. Dochovaly se naptiklad papyry ze starého Egypta nebo
mezopotamské hlinéné desticky zpravujici dal$i generace o 1écb¢ bolesti v daném casovém
obdobi. Bolest zde byla spojovana s hnévem bozstev.3

Nesteroidni antirevmatika jsou pouzivana k Ié¢ebnym ucelim jiz pies dva tisice let, tj. od
doby, odkdy je znam analgeticky a antipyreticky G¢inek extrakt vrbové kiiry.4

V 17. a 18. stoleti byl oblibenym prostiedkem proti zdnétim chinin z kiry chinovniku; prvni
zpravy o ucinnosti vrbovych extraktli vSak pfiSly az v 18. stoleti. Nejstar§i zpravy jsou od
Edwarda Stoneho (IéCil pacienty se zimnici). Kyselina salicylova byla syntetizovana pro
komeréni ucely v roce 1874; prvni klinickou zkousku provedl roku 1876 skotsky 1ékai Thomas
McLagan, ktery kyselinou salicylovou 1é¢il revmatickou horecku. Nevyhodou bylo, ze velké
davky kyseliny salicylové byly nepiijemné na chut’ a drazdily a poskozovaly zazivaci trakt.’

Tento problém byl vyfesen v roce 1898, kdy némecka firma Bayer zacala vyrabét kyselinu
acetylsalicylovou pod nazvem Aspirin. Kyselina acetylsalicylovda ma relativné slaby
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analgeticky a antiflogisticky ucinek, a proto je k dosazeni klinické uc€innosti zapotiebi dosti
vysokych davek podavanych v kratkych ¢asovych intervalech. Hlavni érou rozvoje této skupiny
1é¢iv byla druha polovina minulého stoleti. V roce 1952 bylo vyrobeno antiflogistikum —
phenylbutazon, ktery vSak byl pro cCasté a zavazné nezadouci ucinky postupné vytlacen
novéjsimi, vyhodnéjSimi 1éCivymi substancemi. V Sedesatych letech zacal byt aplikovan jesté
indometacin se silnym analgetickym a antiflogistickym ucinkem a ibuprofen, ktery mél ve
srovnani s predchozimi latkami podstatné lepsi sndSenlivost. V soucasné dobé& patii ibuprofen, a
to ve veétsSiné zemi svéta, mezi nejcastéji predepisovand antirevmatika. Je tiicetkrat ucinngjsi
nez aspirin. V sedmdesatych letech byl do praxe rovnéZ uveden diklofenak a také prvni
antirevmatikum se stifedné dlouhym biologickym polo¢asem eliminace — naproxen, ktery bylo
mozné podavat jen ve dvou dennich davkach. Vroce 1971 popsal sir J. Vane (Obr. 1)
mechanismus G¢inku NSAID, za coZ obdrzel v roce 1982 Nobelovu cenu.4

Obr. 1 Sir John R. Vane

Prvnim antirevmatikem s dlouhym biologickym polo¢asem eliminace byl piroxicam,
zajistujici u¢innost po celych 24 hodin pfi jedné denni davce.6 V roce 1991 byly popsany dvé
izoformy cyklooxygenazy — COX I a COX II a o né€kolik let pozdéji byly uvedeny do praxe

L4

nékteré nové selektivngjsi inhibitory COX I1.4
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Tabulka 1 Historie analgetik8

Rok Lécivo
1898 kyselina acetylsalicylova
1952 fenylbutazon

1963 indometacin

1969 ibuprofen

70. 1éta 20. stoleti  diklofenak, naproxen
80. 1éta 20. stoleti  piroxikam, ketoprofen

90. 1éta 20. stoleti nabumeton, aceklofenak
1995-2000 inhibitory COX 11

2.3. Rozdéleni analgetik

Analgetika tvofi skupinu latek, které sice tlumi pocit bolesti, avSak vyrazné neovliviiuji
smyslové vniméni a védomi. Rovnéz neléci piimo pii¢inu onemocnéni. Jejich podavani snizuje
zatéz a stres organismu zpusobeny zanétem, bolesti nebo zvySenou teplotou. VétSina analgetik
ma protizanétlivy a antipyreticky ucinek.

Analgetika je mozno rozdélit podle miry a mechanismu tG¢inku na:

«» Narkotickd, zvana téz anodyna nebo opioidni analgetika, kterd ve vysSich davkach
vyvolavaji kromé potlaceni bolesti také spanek nebo ztratu védomi,

¢ Analgetika — antipyretika; diky protizanétlivym u¢inkiim je tato skupina Casto nazyvana
nesteroidnimi protizdnétlivymi latkami (NSAID — Non Steroidal Anti-Inflammatory
Drugs).1

Narkoticka analgetika jsou agonisty opioidnich receptori v mozku. NejzndméjSimi
a zaroven nejstar§imi silnymi analgetiky jsou ptirodni morfinany izolované z opia. Jejich hlavni
nevyhodou, a to pfirodnich 1 synteticky vyrobenych, je vznik tolerance a mozné zavislosti na
téchto latkach. Proto je jejich vyroba, distribuce a podavani pod piisnou kontrolou (Zékon o
navykovych latkach 167/1998 Sb. a jeho novela ¢.141/2009 Sb.).1,?

Z ptirodnich latek sem patfi morfin, coz je prostiedek pro tiSeni silnych bolesti, kodein,
jehoz analgeticka G¢innost je sice nizsi, avsak je méné navykovy a ma schopnost potlacovat
kaslaci reflex; proto byva soucasti rGznych antitusik. Hlavnim zdrojem téchto latek je
makovina, ze které¢ se ucinné latky ziskavaji extrakci. Z makoviny je dale mozné ziskat také
thebain, ktery je surovinou pro piipravu polosyntetickych morfinand, kterymi jsou naptiklad
ethylmorfin (antitusické piisobeni), diamorfin, oxymorfon, oxykodon a dalsi.

Analgetika — antipyretika je ddle mozné rozdélit podle chemické struktury na:
¢ Derivaty anilinu — klasickym a nejpouzivanégj§im zastupcem této skupiny je
paracetamol, v USA zndmy pod ndzvem acetaminofen (Panadol).
¢ Derivaty kyseliny salicylové — jsou to G¢inna antipyretika, kterd maji také mirny
analgeticky a protizdnétlivy uc¢inek. Samotnd kyselina salicylovéa se dnes pouziva
v omezené¢ mife, predevSim ve formé soli. Jejim nejrozSifenéjSim derivatem je
kyselina acetylsalicylova (Aspirin, Acylpyrin).
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¢ Derivaty anthranilové kyseliny (fenamaty) — u téchto latek prevlada analgeticky
a protizanétlivy ucinek. Nevyhodou jsou vedlej$i uclinky ovliviujici zejména
gastrointestinalni trakt. Zastupcem je napt. kyselina mefenova (Mefenacit).

¢ Arylalkanové kyseliny — patii k nejrozsifenéjSim protizanétlivym latkdm. Do této
skupiny patii diklofenak (Voltaren), ibuprofen (Brufen, Ibalgin, Nurofen),
naproxen (Nalgesin S) a ketoprofen (Ketofen).

¢ Derivaty pyrazolonu a pyrazolidionu — prvnim lé€ivem byl fenazon (Antipyrin),
ktery byl hojné vyuzivan jako analgetikum a antipyretikum. Rovnéz je pouzivan
jako intermediat pro syntézy dalSich pyrazolond napt. propyfenazonu (Lardon),
nebo je soucasti kombinovanych piipravkt, mezi které patii Valetol.

¢ Oxikamy — jednd se o pomérné¢ novou skupinu nesteroidnich protizanétlivych
latek. Jejich vyhodou je to, Ze maji vysokou tc¢innost a dlouhy biologicky polocas
rozpadu. Nejzndméj$im zastupcem je napft. piroxikam (Reumador). Tyto latky jsou
dostupné také ve forme masti a gelli pro mistni aplikaci.

¢ Inhibitory COX II — tato skupina pfedstavuje posledni generaci protizanétlivych
latek, s tcinkem zaméfenym pouze na misto zanétu. Klasickym preferencnim
inhibitorem COX II je nimesulid (Nimesil). Nevyhodou jsou nezadouci G¢inky na
jatra; proto se nesmi v n¢kterych zemich (USA) pouzivat, pfipadné je jeho pouziti
omezeno na pacienty starsi 12 let.

2.4. Mechanismus uc¢inku

Hlavnim mechanismem protizanétlivého ptsobeni NSAID je inhibice syntézy
prostaglandind (PG). Nejvétsi vyznam maji prostaglandiny tfidy PGE,, které maji vliv na
zvySeni vaskularni permeability a citlivosti perifernich nociceptorti, dale ovliviiuji ptisobeni
bradykininu a histaminu, ¢imz vznik4 zanét a bolest. Kromé toho byla také prokazana zvysena
exprese PGE,, a to v centralni nervové soustavé jako reakce na periferni zanét, ktera zvysuje
citlivost k bolesti. Proto lze hovofit o centrdlnim 1 perifernim uc¢inku nesteroidnich
antirevmatik.

Prostaglandiny vznikaji z kyseliny arachidonové, cozZ je nenasycend mastna kyselina, ktera
tvoii celé bunétné membrany. Kyselina arachidonovd je metabolizovana pomoci enzymu
cyklooxygenézy na prostaglandiny. Ty jsou vytvafeny 1 v misté zanétu a jsou zdrojem lokdlnich
projevi zanétu, jako je hyperémie, otok, zvySena teplota, bolestivost apod.. Nesteroidni
Prostaglandiny mohou byt vytvareny také za fyziologickych podminek a podileji se na celé
fad¢ dulezitych fyziologickych funkci, jako je napf. ochrana Zalude¢ni sliznice, regulace
mikrocirkulace v ledvinach, regulace agregace desti¢ek atd. Deplece téchto tzv. konstitu¢nich
prostaglandini pak vede k neZddoucim projeviim lécby antirevmatiky (NSAID gastropatie,
nefropatie aj.).4

DalSim vyznamnym objevem v historii NSAID byl v osmdesatych letech objev dvou
izoforem cyklooxygenazy, cyklooxygenazy I (COX I) a cyklooxygendzy II (COX II). COX I
produkuji za normélnich okolnosti buiniky zalude¢ni sliznice, stfev, ledvin a krevnich desti¢ek
trvale. Proto se nazyva konstitutivni. Prostaglandiny, které tu vznikaji, maji dulezité
fyziologické funkce potiebné k zachovani integrity organismu. COX II je syntetizovan zejména
v mist¢ zanétu mikrofagy, synoviocyty a endotelovymi buiikami, a to po jejich expozici
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nékterym z protizanétlivych cytokini. Vznik COX II se da pokladat za soucast koordinovaného
procesu probihajiciho v burice, ktery je odpovédi na infekei nebo trauma.

Cyklooxygenaza
Neselektivni
inhibice COX I M
COX1 COX 1
(konstitu¢ni) Selektivni inhibice | (indukovatelns)
e CXn [
prostaglandin E, prostaglandin I, tromboxan A, prostaglandin E,
prostaglandin I,
zaludeéni aludeéni deSUCFY ) tromboxan A,
sliznice sliznice krevni obch ZAnct
ledviny desticky
L bolest
krevni ob¢h .
) horecka
ledviny

Obr. 2 Uloha COX I a COX II pFi syntéze prostaglandinii®

Riznd NSAID inhibuji v rizném poméru oba izoenzymy, z ¢ehoz se odviji i jejich
antiflogisticky, resp. analgeticky ucinek i ¢etnost a zdvaznost nezadoucich ucinkl. Bezpecné
antirevmatikum by mélo maximalné blokovat COX II a syntézu prozanétlivych prostaglandint,
zatimco COX I by méla byt ovlivnéna jen minimalné a syntéza konstituénich prostaglandini by
méla zlstat neovlivnéna. VSechna dosud pouzivanad analgetika inhibovala ob¢€ izoformy
cyklooxygenazy, i kdyz v rozdilném poméru.

Dtlezitou vlastnosti NSAID je dobra rozpustnost v tucich a vazba na plazmatické bilkoviny.
Po peroralnim podani se velmi rychle absorbuji. Vyborné se vaZzou na albumin, s jehoZ pomoci
jsou transportovany v organismu. Do postizené tkané€ pronikaji otvory mezi endotelovymi
buiikami, pfipadné pasivni difuzi pres bunky. Za normalnich okolnosti tekutina volné pronika
mezi endotelovymi bunikami, avSak bilkoviny pronikat nemohou. Pii zanétu se v dusledku
zvySeni cévni permeability tyto otvory zvétSi a rozSifi a spolu s tekutinou prechdzeji do
extracelularniho prostoru i NSAID. /1

2.5. Distribuce lé¢iv v organismu

Léciva zpravidla dosahuji cilového organu krevni cestou. Proto se musi dostat predevsim
do krve, a to obvykle do vendzniho fecisté. Mozné vsak jsou rizné ptivodni (aplikacni) cesty.
Utinna latka se miize podavat také intravendznd. V tomto piipadé piechazi bezprostiedné do
krevniho fteciSté, zatimco pii subkutdnnim (podkoznim) pfipadné intramuskularnim
(nitrosvalovém) podani se musi z daného mista dostat do krve teprve difizi. Mnohem castéji se
proto voli jednoduché podéni Usty — peroralni; takto podané 1é¢ivo se resorbuje sliznici
traviciho ustroji a nasledné prechazi do krevniho fecisté. Nevyhodou této aplikacni cesty je to,
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Ze ucinnd latka musi pfed vstupem do velkého krevniho ob&hu projit nejdiive jatry (systémem
vény portae).1?

Biologické odpovédi obvykle zavisi na preméné absorbované latky v aktivni metabolit.
Metabolity jsou Casto farmakodynamicky méné aktivni nez mateiské 1éCivo a nékteré z nich
mohou byt dokonce neucinné. Jiné produkty vSak biotransformaci ziskavaji vétsi aktivitu nebo
toxické vlastnosti, vcetn¢ ucinkd cytotoxickych, mutagennich, teratogennich nebo
karcinogennich./3

Uginek 16¢iv je asto posuzovan podle jejich zasahu do bunéénych funkei. Mistem piasobeni
mohou byt receptory, jejichz tikolem je zachytit signal mediatori nebo transmiterti. Bunééné
funkce ovlivituje i zména aktivity zabudovanych membranovych transportnich systémi. Latky
mohou zasdhnout ptimo do nitrobunéénych pochodu latkové pfeméeny, napft. inhibici nékterého
enzymu (inhibitory fosfodiesterazy) piipadné aktivaci enzymu (organické nitraty); kromé toho
muze lé¢ivo ovliviiovat ipochody v bunééném jadie (napf. poskozeni DNA urcitymi
cytostatiky). Na rozdil od latek pusobicich na slozky bunécné membrany zven¢i musi latky
plsobici v bunééném nitru proniknout bunéénou membranou. Bunéénou membranu tvoii
v podstat¢ fosfolipidova dvojvrstva — ,.bilayer, tloustky asi 5nm (Obr. 3), do niz jsou
zabudovany proteiny (integralni membranové proteiny, napf. receptory nebo transportni
proteiny). Hydrofobni fosfolipidové membrany ptredstavuji témef neproniknutelnou bariéru pro
polarni a zejména pro nabité Castice, nebot’ zabranuji jejich difuzi. Nepoldrni Castice naproti
tomu mohou membranou proniknout snaze. To ma velky vyznam pro resorpci, distribuci
1 eliminaci 1é¢iv. Schopnost piekonat lipidovou dvojvrstvu je predpokladem pro resorpci 1é¢iv,
jejich proniknuti do buriky, bunéénych organel a piekonani hematoencefalické bariéry.Z?
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Obr. 3 Fosfolipidovd dvojvrstval4
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Latky mohou membranou prostoupit riznymi zptisoby:

s Difuze — lipofilni latky mohou z extracelularniho prostoru proniknout do membrany,
nahromadit se vni a odtamtud vystoupit do cytozolu. Smér i rychlost prostupu
membranou zavisi na poméru koncentraci v kapalnych prostedich a v membrang. Cim
vetsi je koncentracni spad (koncentracni gradient), tim vice 1é¢iva difunduje za ¢asovou
jednotku (Fickiv zakon).?

s Aktivni transport — nékterd 1é¢iva prostupuji membranovou bariérou nezavisle na svych
fyzikalné-chemickych vlastnostech, zejména na lipofilité¢, protoze vyuzivaji
transportnich systémut. Predpokladem je, aby transportovana latka méla afinitu
k transportnimu systému a transportni systém mohl takto navdzanou latku pfenést na
druhou stranu membrany. Aktivni transport se d&je =za spotfeby energie
proti koncentracnimu gradientu. Usnadnény transport se uskutefiuje ve sméru
gradientu.?

Distribuce 1é¢iva je umoznéna riznymi zpusoby. Po resorpci se 1é¢ivo dostane do krve, ze
které miize pronikat do tkani. Distribuce se miize omezit jenom na mimobunécny prostor
(. krevni plazmu a intersticialni prostor), nebo se odtud dale rozsiti také do intracelularniho
prostoru. Né&ktera 1é¢iva se mohou velmi silné vazat na tkafové struktury.?

2.6. Biotransformace 1é¢iv

Cetné terapeuticky vyuzivané latky se v organizmu chemicky méni, a proto podléhaji
biotransformaci. Tyto chemické zmény jsou vétSinou provazeny snizenim ucinnosti a zvySenim
rozpustnosti ve vod&. Ta usnadiiuje vylu¢ovani ledvinami.?2

Kazda tkan maé urCitou schopnost metabolizovat 1é¢iva, avSak hlavnim organem
metabolismu 1éCiv jsou jatra. Znacnou aktivitu vykazuji i dalsi tkané: gastrointestindlni trakt,
plice, kize a ledviny. Po peroralnim podani se mnoho 1é¢iv beze zmény vstiebava z tenkého
stteva a portdlnim feciStém se transportuje do jater, kde dochdzi k rozsdhlym metabolickym
preménam. Tento proces se nazyva ,efektem prvniho prichodu jatry“. Ne&kterd peroralné
podand 1éciva se metabolizuji vyraznéji v tlustém stievé nez v jatrech. Zde se nachazeji
mikroorganismy, pomoci kterych mohou probihat biotransformace. Navic nékterd 1éciva
mohou byt zménéna nebo rozlozena zalude¢ni §tdvou (napf. penicilin), travicimi enzymy
(nap¥. polypeptidy, jako je insulin) nebo enzymy piisobicimi ve sténé stieva.l3

PiestoZze biotransformace 1é¢iv in vivo mlze probihat spontanné nekatalyzovanymi
chemickymi reakcemi, vétSina reakci je katalyzovana specifickymi bunéénymi enzymy.
Na subceluldrni urovni jsou tyto enzymy lokalizovany v endoplazmatickém retikulu,
mitochondriich, cytoplazmé, lysozomech a dokonce také v obalu jadra nebo v plazmatické
membrané.f?

Protoze dobra fiditelnost koncentrace 1éCiva je mozna jen pfi rychlé eliminaci, maji mnoha
1é¢iva v molekule zamérné slabé misto, napft. esterickou vazbu. Ta se v organizmu enzymaticky
Stépi. Hydrolytické rozstépeni 1éCiva spolu s oxidaci, redukei, alkylaci a dealkylaci patii
k reakcim prvni faze biotransformace. Do této faze pocitdme vSechny metabolické pochody
spojené se zménami v molekule ptivodniho 1é¢iva. Pti reakcich druhé faze vznikaji konjugaty
nebo konjugované produkty, a to bud’ z piivodni molekuly 1é¢iva, nebo z jeho metabolitu,
ktery vznikl reakei faze I, tj. konjugaci s kyselinou glukuronovou nebo sirovou. Metabolity,
které vzniknou rozstépenim esteru, vSak nemusi byt zdsadn€ zcela neucinné. V nékterych

17



ptipadech se Gc¢inné latky ptfivadéji do organismu ve formé esterti bud’ z toho divodu, aby se
usnadnil jejich vstup do organismu, pfipadné aby se dosahlo lepsi snéasenlivosti sliznicemi
traviciho Ustroji. Samotné estery jsou v té€chto pfipadech net¢inné, G€inny je naopak produkt
hydrolyzy. Podava se proto prekurzor, predstupenn u€inné latky, ze kterého hydrolyzou v krvi
teprve vznikne 0¢innd molekula. Nekterd 1é¢iva obsahujici v molekule amidovou vazbu se
mohou hydrolyzovat a takto také inaktivovat peptiddzami.f?

V posledni dobé se objevuje stale vice diikazli o tom, ze metabolismus 1é¢iv a jinych
cizorodych latek nemusi byt vzdy tak neSkodnym biochemickym d&jem, ktery by vedl
k detoxikaci a eliminaci slouCeniny. U nékterych latek se jiz prokazalo, Ze se metabolicky
transformuji na reaktivni meziprodukty, které jsou toxické pro rtizné organy.!3

2.7. CyKlus léciv v Zivotnim prostiedi

Se zvySujicim se poctem statnich zdravotnickych zafizeni a ordinaci soukromych Iékaiti
narlsta také spotfeba 1éCiv. S tim souvisi nariist a mnozstvi odpadii s obsahem 1é€iv majicich
vysoké environmentalni riziko. Piesné mnozstvi farmak uvoliiovanych do prostfedi neni
znamo, a to v disledku jejich emisi do zivotniho prostfedi. Velkym zdrojem 1é¢iv vyskytujicich
se vodpadnich vodich jsou nemocnice, protoze zde muze dochdzet k iniku téchto
kontaminujicich latek ptimo do kanalizace, bez pfedchoziho priichodu &istickou.?d

Cistirny odpadnich vod jsou povazovany za hlavni zdroje kontaminace vod farmaky.
Komunélni odpadni vody mohou obsahovat nejen piecisténé nebo neutralizované vody
z nemocnic a farmaceutického prumyslu, ale také prusaky ze skladek. Jsou pifimym zdrojem
rezidui 1éCiv a obsahuji 1 jiné biologicky u¢inné latky, jejich metabolity a ve vodé rozpustné
konjugaty.Z6 Monitorovani rizika spojeného s prinikem téchto latek do Zivotniho prostieds,
rozsifujici se zejména v poslednich letech, se provadi pomoci modernich analytickych metod,
pripadné prostfednictvim ekotoxikologickych studii. Rozvoj v této oblasti je zplsoben také
celosvétovym nedostatkem pitné vody a z toho plynoucim pozadavkem na tpravu odpadni
vody az na vodu pitnou.?”

Léciva jsou vyvijena tak, aby ovliviiovala biochemické a fyziologické funkce Zzivych
systémi. Tyto biologicky aktivni latky znamenaji zdravotni rizika a nebezpeci nejen pro lidi,
ale také pro terestricky a vodni ekosystém. Maji vliv napf. na pomér poc¢tu narozenych samct
a samic, feminizaci samcti a zmény v biochemickych cyklech zptisobujicich nevylihnuti larev;
kromé toho se podili na riznych anatomickych deformacich, pozménéni riistu rostlin a dalSich
nezadoucich zménach zivych organism.?8,19

Diky svym vlastnostem (polarita, perzistence, rozpustnost ve vodé, apod.) jsou tyto
biologicky aktivni latky schopny prochazet cistirnami odpadnich vod; nelze je vSak
biologickym ¢isténim zcela odstranit, a proto unikaji do vodnich ekosystémi.20 Vyskyt téchto
znecist'ujicich latek v osetfenych vodach omezuje také jejich opakované pouziti v rliznych
aplikacich, protoZze dostupnost kvalitni vody je zisadnim problémem pro udrzitelny
hospodatsky rozvoj.2! Problémem viak neni pouze jejich perzistence. Uginné latky obsazené v
lé¢ivech, kterd maji naopak kratky polocas rozpadu, mohou mit rovnéz velky vliv na Zivotni
prostiedi, na které mohou negativné ptsobit, i kdyz jejich kratky polo€as rozpadu jiz neumozni
stanovit jejich rozpady.??

Léciva pouzivand ve veterinarni mediciné se v zivotnim prostiedi $ifi v dasledku aplikace
hnoje nebo mocivky na zemédélskou pliidu nebo piimou depozici pochazejici od 1é€enych
pasoucich se zvifat.?3 Bylo zjisténo, Ze 1é¢eni hospodaiskych zvitat diklofenakem mélo vliv na
tmrtnost supt v jihovychodni Asii.?2
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Po zjisténi pritomnosti 1é¢iv ve vodach jim zacala byt vénovéana vétsi pozornost, a to jako
novym kontaminantim Zzivotniho prostfedi. Jejich fyzikalné-chemické vlastnosti jsou
pfedpokladem pro moznou perzistenci v pudach. Do pidy se dostdvaji zejména pouZzivanim
kontaminované chlévské mrvy a kali z Gistiren odpadnich vod (COV), které jsou Gasto
aplikovany jako hnojiva. Vazani a mobilita téchto latek je ddna povahou pid. Jejich nizka
adsorpce v kalech nebo pidach mize zpusobit znecisténi povrchovych a podzemnich vod.
U nékterych z nich mize dochazet k castecné nebo Uplné biodegradaci, diky které vznikaji
neznidmé metabolity, mén& nebo vice biologicky aktivni, v porovnani s pivodni formou.?4
Rovnéz neni dosud znamo, jaky vliv maji tyto latky na rostliny.?2

Domacnosti ===
Prumysl, Nemocnice, -.“‘-R -
Sluzby _q;\ ............ '1___.. Odpadni jimky
., " % Rogz8ifeni znec¢isténi
Pitna voda Stoka L
Hlavni vytok

Upravna pitné
vody

Vodni hospodaistvi Zviteci farmy

Filtrace

Podzemni voda ]
=
V}/luhovz’mi

Pole

Obr. 4  Cyklus léciv v zZivotnim prostiedi

Kolob¢h 1é€iv v Zivotnim prostiedi je zndzornén na obrazku (Obr. 4). Kromé této ,,vodni*
cesty je mozna distribuce i prostfednictvim potravniho fetézce. Ackoliv je jejich koncentrace ve
vodach natolik nizkd, Ze nezpiisobuje piimé toxické riziko (ng—pg * 1), nebylo dosud
prokazano, jaka maji rezidua 1é¢iv t¢inky na organismy, pro néz nebyla uréena.?5

2.8. Léciva v Cistirnach odpadnich vod

Cisténi odpadnich vod predstavuje v soucasné dobé zavazny environmentalni problém,
ktery je nutné urychlené fesit. Stale je je§té v provozu velké mnozstvi COV, které nespliiuji
soutasna kritéria na kvalitu vypousténé vy¢isténé vody. Cast znich je technologicky
nedostacujici, avSak vyskytuji se rovnéz takové, jejichz Spatna funkCnost je zpusobena
neodbornym provozovanim. Jednou z piigin nespravné funkce COV miize byt také pfitomnost
latek, které nepfiznivé plisobi na mikroorganismy zabezpecujici biologicky proces cisténi
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odpadnich vod. Existuje Siroké spektrum latek, které mohou takto plsobit.?5 Mezi latky
narusujici proces CiSténi patii bezesporu léciva.

Léciva jsou po podani vstiebdna organismem a jsou predmétem metabolickych reakci, jako
je hydroxylace nebo §tépeni. Vyznamné mnozstvi 1éCiv vSak odchazi z organismu moci nebo
vykaly v nezménéné formé. Nékteré metabolity mohou byt pfeménény zpét na aktivni formu
1é¢iva.26

V zemich zapadni Evropy jsou nékteré farmaceutické produkty pouzivany v mnoZstvi
vétsim nez 100 tun za rok. Mezi nejcastéji se vyskytujici 1éky v odpadnich, ale také
povrchovych vodach, patfi aspirin, ibuprofen, diklofenak, paracetamol (NSAID), kyselina
klofibrova, gemfibrozil (lipidové regulatory), karbamazepin (antiepileptikum), fluoxetin
(antidepresivum) a 17f-ethynylestradiol (steroidni hormon). Pfedev§im v odpadnich vodach
muzeme také nachazet kofein, ktery povzbuzuje metabolismus a ovliviluje centralni nervovou
soustavu; proto je Casto pfidavan do findlni 1€kové formy z diivodu zvySeni Gc€innosti 1€¢ivé
latky. Jeho vysoka koncentrace je zpiisobena také vysokou spotiebou kavy.26

Vzhledem k tomu, Ze nesteroidni protizanétlivd 1é¢iva jsou vesmes kyselého charakteru
(pKa od 4,1 do 4,9), vyskytuji se v neutralnim prostifedi ve form¢ iontl a v disledku toho se
neabsorbuji na kal a ziistdvaji ve vodné fazi.26 Tyto biologicky aktivni latky se nejvice
eliminuji v biologickém stupni c¢isténi, a to pii aerobni a anaerobni degradaci. Tuto
technologickou operaci zajiStuje aktivovany kal. Aktivovanym kalem nazyvdme smésnou
kulturu bakterii. Nejcastéji se v ném vyskytuji nasledujici rody: Pseudomonas,
Flavobacterium, Achromobacter, Chromobacterium, Aztobacter, Micrococcus, Bacillus (B.
subtilis, B. cereus, B. megaterium), Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter, Mycobacterium,
Nocardia, Lophomonas aj. Kromé riznych druhli bakterii mohou byt v aktivovaném kalu v

menSim mnozstvi pfitomny také houby, plisné a kvasinky. V aktivovaném kalu se casto
vyskytuji rovnéz vlaknité mikroorganismy, napt. Leptomitus, Leucotrix, Norcardia, Beggiatoa,
Flexibacter a dal$i.2”

K abiotickym transformacim farmaceutickych vyrobkl v odpadnich a povrchovych vodach
dochazi pomoci hydrolyzy a fotolyzy jen casteCné, nebot tyto latky jsou vici témto
mechanismiim pomérné odolné. Proto jsou rozsahy vySe specifikovanych reakci povazovany
za zanedbatelné. Primarni cestou je pfimad a nepiima fotolyza. Pii pfimé fotolyze dochazi
k absorpci pfimého slune¢niho svétla na dané xenobiotikum. U nepiimé fotolyzy je mozné
vyuzit pfirodni fotosenzibilizatory, kterymi jsou naptiklad dusi¢nany nebo huminové kyseliny.
Pisobenim slune¢niho zafeni na tyto latky mutze dochazet ke vzniku silnych oxidacnich
produktt, jakymi jsou hydroxylové radikaly a singletovy kyslik.

Béznymi upravami provadénymi v COV nelze v nékterych piipadech odstranit z vody
vSechny organické slozky. Metody, které by z odpadni vody plné odstranily veskera 1éCiva, se
teprve rozvijeji. Bylo jiz zjiSténo, Ze pii odstrafiovani 1é¢iv z vody by mohla byt ucinna
membranova filtrace nebo oxidace.

Membranové filtrace je rovnéz dilezitd jako ptreduprava pro dalsi procesy, kterymi jsou
reverzni osmodza, nanofiltrace, elektrodialyza a filtrace pies aktivni uhli; tyto procesy jsou ¢im
dal vice pouzivany pro Upravu povrchovych vod a k odstraiovani rozpusténych organickych
necistot. V soucasnosti se ukazuje, Zze membranové technologie mohou byt vysoce u€inné pii
odstraiiovani nové vznikajicich kontaminanti. Absorp¢ni a retencni schopnosti téchto metod se
vSak s provoznim ¢asem snizuji. Nahromadéna organicka hmota zpiisobuje ¢asto ucpani filtri.
Tyto procesy jsou vSak pii €iSténi odpadnich vod velmi finanéné¢ nakladné a pouzivaji se
piedevsim pii Gipravé pitné vody.28:29
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Pouzivani chemickych oxidantii pfed nebo po biologickém stupni €isténi mize byt vhodnym
feSenim pro upravu vody. Léc¢iva lze selektivné oxidovat na snadno biologicky rozlozitelné
améné toxické slouceniny. K oxidaci se ¢asto pouziva chlor, chloritany, chloristany a ozon.
V poslednich letech se zacinaji vyuzivat také zelezitany, protoze maji vysoky oxidacné-
redukéni potencial v kyselém prostiedi.??

Ozon je velmi silné oxida¢ni c¢inidlo, které reaguje dvéma zplsoby, a to piimou
nebo nepfimou reakci, které probihaji soucasné. Nepiima reakce je zaloZzena na vysoké
reaktivité hydroxylovych radikald, které nereaguji specificky, kdezto piima reakce ozonu je
vice zavisld na struktufe dané¢ho reaktantu. PouZiti ozonu béhem provadénych preduprav ma
zptisobit hydrolyzu a ¢4ste¢nou oxidaci organickych latek.2%30

2.9. Derivaty p-aminofenolu

2.9.1. Paracetamol (acetaminofen)

Paracetamol je aktivni metabolit fenacetinu, ktery je odpovédny za jeho analgeticky ucinek.
Je to slaby inhibitor prostaglandind a neméa vyznamny protizanétlivy ucinek.Z3

Paracetamol byl vyvinut a testovan vroce 1983 firmou Bayer. Pfesto, ze byl ucinnym
analgetikem a antipyretikem, byl jeho vyvoj odloZzen, nebot se vyskytlo podezieni, Ze
poskozuje krevni barvivo — hemoglobin. V roce 1950 byl F. B. Flinkem a B. Brodiem z Galské
a Kolumbijské univerzity znovu piezkouseno jeho plsobeni. Bylo prokézéano, Ze toto 1écivo
hemoglobin neposkozuje a diive pozorované zmény byly pravdépodobné zplsobeny
nedistotami ptitomnymi v preparatu.3!

2.9.1.1. Definice
N-(4-hydroxyfenyl)acetamid (Obr. 5); CsHoNO,; M, 151,16; CAS 103-90-2 32
H
NTCHs
@)
HO

Obr. 5 Paracetamol

2.9.1.2. Viastnosti
Je to bily nebo témét bily krystalicky prasek, mirné rozpustny ve vodé, snadno rozpustny
v 96% ethanolu, velmi téZce rozpustny v dichlormethanu.3? Bod tani je 168 °C.33

2.9.1.3. Priprava

Paracetamol mulize byt snadno piipraven v laboratoii nitraci fenolu dusi¢nanem sodnym
(v této reakci je fenol siln¢ aktivovéan, a proto sta¢i pouze mirné podminky). Je zapotiebi
oddé€lit pozadovany p-nitrofenol od o-nitrofenolu, ktery je vedlejSim produktem; jeho
odstranéni se provadi destilaci s vodni parou. Naslednou reakci je redukce nitro skupiny
tetrahydroboritanem sodnym. Vysledny p-aminofenol je pak acetylovan acetanhydridem. (Obr.
6).33
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Obr. 6 Laboratorni priprava paracetamolu

2.9.1.4. Farmakokinetika

Paracetamol se aplikuje perordlng€. Jeho adsorpce zavisi na rychlosti vyprazdnéni zaludku
anejvyssi koncentrace v krvi se objevuji béhem 30-60 min. Je mirné vazan na bilkoviny
plazmy a casteCné je metabolizovan jaternimi mikrosomdlnimi enzymy a pieménén na
paracetamol sulfat a glukuronid, které nejsou farmakologicky aktivni. Hlavnim metabolitem je
N-acetyl-p-benzochinon, ktery je vysoce aktivni a ve vysokych koncentracich toxicky pro jatra
i ledviny. Biologicky polocas rozpadu je 2-3 hodiny a témét ho neovliviuji ledviny. V ptipadé
toxickych koncentraci nebo jaternich onemocnéni se tato doba miize prodlouzit az dvojnasobné
nebo i vice.I3

2.9.1.5. Indikace

Svymi analgetickymi a antipyretickymi U€inky je paracetamol srovnatelny s kyselinou
a neovliviiuje hladinu kyseliny moc¢ové. Je vhodny u mirnych azZ stfedné¢ silnych bolesti, napf.
u bolesti hlavy. Neni vhodny pro 1é¢eni zanétlivych stavili, avSsak mtze byt pouzit jako pomocné
analgetikum. Je vhodny pro pacienty, ktefi maji alergii na kyselinu acetylsalicylovou popf.
salicylaty, kde je jeho pouziti vyhodné&jsi vzhledem ke zdravotnimu stavu pacienta.’3

2.9.1.6. NeZadouci ucinky

U terapeutickych davek mizZe dojit ke zvySeni jaternich enzym; to vSak neni doprovazeno
zloutenkou a po ukonceni 1écby je tento stav reverzibilni. Pii vySSich davkach se vyskytuji
zavraté, podrazdéni a dezorientace. Pti poziti 15 g paracetamolu mlze dojit ke smrti, ktera je
zpusobena tézkou hepatotoxicitou a centralni lobularni nekrézou, nékdy provazenou akutni
nekrozou ledvinnych tubuld. Mezi ptiznaky provézejici poskozeni jater patii nauzea, zvraceni,
prijem a bolesti bficha. Paracetamol muZze vzacné poskozovat ledviny bez soucasného
poskozeni jater; to se mlize vyskytnout dokonce po béznych davkach. Pro terapii predavkovani
se pouziva acetylcystein./3

2.10. Derivaty kyseliny salicylové

2.10.1. Kyselina salicylova

V 5. stoleti pf. n. 1. byl feckym 1ékafem Hippokratem uzivan k tiSeni bolesti a snizovani
horecky odvar z kiiry vrby bilé (Salix alba). V roce 1828 byl z vrbové kliry extrahovan salicin,
a to némeckym farmakologem J. Buchnerem. Salicin mél vSak vedlejsi ucinky, byl velmi
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hotky, drazdil Zaludek a casto zplsoboval prijjmy, nékdy dokonce smrt. V roce 1859 byla
némeckym chemikem H. Kolbem objevena levna vyroba kyseliny salicylové, a to syntézou
zfenolu. Od té doby zacala byt kyselina salicylovd pouZivana jako protirevmaticky
a protihorecnaty 1€k, pfestoze stejné jako salicin drazdila travici trakt, a to z divodu znacné
kyselosti.34

2.10.1.1. Definice
Kyselina 2-hydroxybenzoova (Obr. 7); C;HeOs3; M; 138,12; CAS 69-72-7 3%

O OH

OH

Obr. 7 Kyselina salicylova

2.10.1.2. Vlastnosti

Témer bily az bily krystalicky prasek nebo bilé, pfipadné bezbarvé jehlicové krystaly. Je
téZce rozpustna ve vod¢, snadno rozpustnd v 96% ethanolu, mirn€ rozpustna
v dichlormethanu.33 Bod tani je 159 °C.36

2.10.1.3. Priprava

Salicylat sodny je komercné ptipravovany z fenolatu sodného v piitomnosti oxidu uhli¢itého
za vysokého tlaku (100 atm) a vysoké teploty (390 K) — Kolbe-Schmittova reakce. Naslednym
okyselenim kyselinou sirovou ziskdme kyselinu salicylovou (Obr. 8).36

O ONa O OH

ONa ONa OH
Co,
NaOH H,SO,

Obr. 8 Priprava kyseliny salicylové

2.10.2. Kyselina acetylsalicylova

V roce 1897 vyrobil némecky chemik F. Hoffmann, pracujici v némecké firmé Bayer,
pomoci esterifikace fenolické hydroxyskupiny derivat kyseliny salicylové. Takto pfipravena
kyselina acetylsalicylovd méla mnohem mén¢ vedlejSich tc¢inkt. Kyselina acetylsalicylova se
tak stala prvni syntetickou Gi¢innou latkou piitomnou v 1é¢ivech.34

2.10.2.1. Definice
Kyselina 2-acetoxybenzoova (Obr. 9); CoHgO4; M; 180,16; CAS 50-78-235
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Obr. 9 Kyselina acetylsalicylova

2.10.2.2. Vlastnosti
Témért bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly. Je té€Zce rozpustna ve vod¢ a dobie
rozpustna v 96% ethanolu. Teplota tani asi 143 °C (stanoveni v kovovém bloku).3%

2.10.2.3. Priprava

Kyselina acetylsalicylova je syntetizovana esterifikaci kyseliny salicylové acetanhydridem.
Ziskame aspirin a kyselinu octovou, kterd je povazovana za vedlejsi produkt této reakce. Jako
katalyzator je pouzito malé mnozstvi kyseliny sirové, pfipadné kyseliny fosfore¢né (Obr. 10).37

2.10.2.4. Farmakokinetika

Kyselina acetylsalicylova se metabolizuje na kyselinu octovou a salicylat (sériovy polocas
15 min.). Salicylaty jsou rychle absorbovany ze Zaludku a proximalni ¢asti tenkého stieva.
Vrcholné hladiny v plazmé jsou dosazeny béhem 1-2 hodin. Salicylat se vdze na albumin.
Salicylaty mohou byt vyloueny nezménény, avSak metabolické cesty pro rozklad se stavaji
nasycenymi, jestlize celkova davka ptresahne 600 mg salicylatu. Pfi zvySenych davkach se
polo¢as eliminace zvy$uje ze 3 az 5 hodin (600 mg - den™) na 12 az 16 hodin (vice neZ
3,6 g den™).I3

Obr. 10 Priprava aspirinu

2.10.2.5. Indikace
Je velmi G€innd pfi sniZovani mirné az sttedné silnych bolesti. Také snizuje zvySenou
teplotu, normalni télesnou teplotu vsak ovliviiuje jen nepatrn€. Snizeni teploty muze byt
provazeno profuznim pocenim. Obvykle je prodavana v kombinaci s dal$imi analgetiky.
Podéavani kyseliny salicylové snizuje vyskyt srdecnich ptihod. Podle epidemiologickych
studii sniZzuje dlouhodobé uZzivani aspirinu v nizkych davkach vyskyt karcinomu tlustého
stieva.l3

2.10.2.6. NeZadouci ucinky

Pti obvyklych davkach mize zplsobovat Zaludecni nevolnost, a proto se doporucuje poziti
po jidle a dikladné zapiti vodou. Podavani kyseliny salicylové je bézn¢ provdzeno malym
zvySenim krevnich ztrat stolici.
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Po podani vysSich davek miiZze vzniknout tzv. salicylismus, ktery se projevuje zvracenim,
hucenim v usich, snizenim sluchu a zavratémi. Tyto projevy po snizeni davky vymizi. Pfi jesté
vysSich davkach dochdzi k prohloubenému dychani, které je vyvoldno pfimym plisobenim na
michu./3

Inhibice syntézy prostaglandinii mize velmi snizit prokrveni ledvin a vyvolat jejich selhdni.
Dale se miize vyvinout zadrzeni vody a chloridu sodného, coz zplsobuje prirastek hmotnosti a
muze vyvolat edémy. Ve vysokych koncentracich mtize kyselina acetylsalicylova vyvolat také
poruchy jaternich funkci. V prubéhu téhotenstvi se nesmi podavat dlouhodobé a ve vysokych
davkach.38

2.11. Derivaty kyseliny propionové

2.11.1. Ibuprofen

Ibuprofen je jednoduchy derivat fenylpropionové kyseliny.Z3 Syntézu poprvé popsal doktor
S. Adams, ktery byl v padesatych letech dvacatého stoleti vedoucim védeckého vyzkumu
pacienty s revmatickou artritidou. Vysledkem byl ibuprofen tisici bolesti mnohem silnéji nez
kyselina acetylsalicylovd, s mensim mnozstvim vedlejSich ucinkli. Patentovan byl v roce

1961.39

2.11.1.1. Definice
Kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanova (Obr. 11); Ci3Hi302; M; 206,28; CAS 15687-
27-135
CH,

OH
CH

H,C

Obr. 11 Ibuprofen

2.11.1.2. Vlastnosti

Bily nebo témét bily krystalicky praSek, popi. bezbarvé krystaly. Je prakticky nerozpustny
ve vodé¢, snadno rozpustny v acetonu, v methanolu a dichlormethanu. Rozpousti se ve
ziedénych roztocich alkalickych hydroxidd a uhli¢itant.35 Bod tani 76 °C.3?

2.11.1.3. Priprava

Pivodni syntéza spolecnosti Boots obsahovala Sest dil¢ich krokli. Nyni je pouzivan
jednodussi postup, ktery obsahuje pouze tfi kroky. Po jednoduché acetylaci néasleduje
hydrogenace za pfitomnosti Raney niklu jako katalyzatoru. Ziskany alkohol je karbonylaci, za
pfitomnosti paladia jako katalyzatoru, pfeveden na kyselinu (RS)-2-(4-isobutylfenyl)
propanovou (Obr. 12).39
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Obr. 12 Priprava ibuprofenu

2.11.1.4. Farmakokinetika

Ibuprofen se aplikuje peroralné. Z vice nez 99 % se vaze na proteiny, je rychle vyloucen
a nejvyssi koncentrace v krvi jsou vétSinou béhem 1-2 hodin. Je metabolizovan jatry a jen malo
latky je vylouc¢eno nezménéno. 3

2.11.1.5. Indikace
Pti davkéach okolo 2400 mg/den ma odpovidajici protizanétlivy ucinek jako 4 g kyseliny
acetylsalicylové. Piedepisovan je vSak zejména v nizSich davkach, pfi kterych ma vsak Gc¢inek

'''''

vstiebavan do vazivového obalu svalti a do svalu./3

2.11.1.6. NeZadouci ucinky

Po podani se mohou vyskytovat gastrointestindlni ptiznaky, které je mozné ovlivnit
potravou. DalSimi negativnimi pfiznaky pak mohou byt vyrazky, svédéni, usni Selesty, zavrate,
bolesti hlavy, pocity uzkosti, aseptickd meningitida a zadrzovani tekutin. Vzacné se mohou
vyskytnout hematologické ucinky (agranulocytdza, plastickd anémie) nebo ucinky na ledviny
(selhani ledvin, intersticialni nefritida, nefroticky syndrom). Byl popsan i vyskyt hepatitidy.Z3

2.11.2. Ketoprofen

Je to derivat kyseliny propionové.f3 Poprvé byl syntetizovan francouzskou chemickou
a farmaceutickou spole¢nosti Rhone-Poulenc v roce 1968.

2.11.2.1. Definice
Kyselina (2RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanova (Obr. 13); CisH1403; M, 254,28; CAS 22071-
15-4 35

Obr. 13 Ketoprofen
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2.11.2.2. Vlastnosti
Bily nebo témét bily krystalicky praSek. Prakticky nerozpustny ve vodé, snadno rozpustny
v acetonu, 96% ethanolu a v dichlormethanu.3?

2.11.2.3. Priprava

Ketoprofen se pfipravuje zkyseliny benzoové vsedmi krocich. Prvnim krokem je
sulfochlorace, kterou se kyselina benzoova ptevede na benzoyl chlorid. Pak nésleduje Friedel-
Craftsova acylace; ziskany benzofenon se pfevede na ethylbenzofenon, ktery se za vysoké
teploty radikalové pievede na brommethylderivat, ktery reaguje s kovovym hoicikem
v bezvodém etheru. Produktem je pak Grignardovo ¢inidlo, které se ve dvou krocich pfevede
na ketoprofen (Obr. 14). 40

SOCI AICI

CH,CH,Br

AIBI’ e

CH,

(@]
Mg MgBr CO, ©
_ E—
ether 0 MJBr

Obr. 14 Priprava ketoprofenu

2.11.2.4. Farmakokinetika

Ketoprofen se aplikuje peroralné¢, ptfipadné ve form¢ masti nebo gelu na postizené misto.
Inhibuje nejen cyklooxygenazu, ale také lipoxygenazu. Je to racemat, ktery se rychle absorbuje,
polocas eliminace je 1-3 hodiny. Metabolizovan je v jatrech. Pfestoze ma dvoji uCinek na
prostaglandiny a leukotrieny, nebyla u néj pozorovana veétsi ucinnost, nez u ostatnich

rrrrr
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2.11.2.5. Indikace

Pii 1écbé revmatoidni artritidy, osteoartrozy, dny a dalSich bolestivych stavii je ti¢innost
ketoprofenu v davkach 100-300 mg/den srovnatelnd s ostatnimi pouzivanymi analgetiky
a antirevmatiky./3

2.11.2.6. NeZadouci ucinky

Nejcastéji se mohou vyskytnout nevolnosti, nadymani, bolesti bficha, prijem, zacpa,
poruchy traveni, zvraceni, ¢erna stolice, zvraceni krve, opakovany zanét tlustého stfeva
a viedovy zanét sliznice dutiny Ustni. Vyskyt zanétu Zaludku je méné Casty. Stejné jako u celé
hlavy, zavraté, ospalost, deprese, nespavost, nervozita, buseni srdce, vyrazky, z€ervenani kize,
svédéni, koptivka nebo zavazné projevy precitlivélosti, jako jsou anafylakticka reakce
a astmaticky zachvat.

Vzéacna je porucha ¢innosti jater nebo ledvin, zrychlend srdec¢ni ¢innost, porucha zraku
ausni Selesty (zvonéni v uSich), citlivost na svétlo, prudké puchyinaté onemocnéni, kozni
buldzni reakce nebo toxicka epidermélni nekrolyza a poruchy krevniho obrazu.

Pfi uzivani ketoprofenu muze dojit ke zhorSeni stavu pacienti s vysokym krevnim tlakem
a ke zvyseni rizika vzniku otokil na kongetinach a k srde¢nimu selhani.#/

2.11.3. Naproxen

Je naftylpropanova kyselina; jedna se o racemat, pticemz (+)-(S)-stereoizomer je 28krat
ucinngj$i nez R izomer. V mnoha zemich je vydavan pouze na lékaisky predpis. Na trh byl
uveden v roce 1976 pod obchodnim ndzvem Naprosyn, sodna stl naproxenu potom v roce 1980
jako Anaprox. V roce 1994 byl Americkym tGfadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA)
zatazen mezi volné prodejné 1éky. Ve Velké Britanii se mezi volné prodejné 1éky zatadil az
v roce 2008, v Kanad¢ az v ¢ervenci 2009, s vyjimkou provincii Britské Kolumbie, Quebecu,
Newfoundlandu a Labradoru.42

2.11.3.1. Definice
Kyselina (2S)-2-(6-methoxynaftalen-2-yl)propanova (Obr. 15); C14H403; M; 230,26; CAS
22204-53-1 32

H,

OH
DOR!

.||IIO

Obr. 15 Naproxen

2.11.3.2. Vlastnosti
Bily nebo téméf bily krystalicky praSek. Prakticky nerozpustny ve vodé€, dobfe rozpustny
v 96% ethanolu a methanolu.3? Bod tani je v rozmezi 157-158 °C.43

2.11.3.3. Priprava

Pii ptfipravé se vychazi z methoxynaftalenu, ze kterého se Friedel-Crafstovou acylaci ziska
methyl(6-methoxy-2-naftyl)keton, ze kterého v prostfedi kyseliny kyanovodikové vznikne
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2-hydroxy-2-(6-methoxy-2-naftyl)propannitril. Ten piejde v kyselém prostifedi na 6-methoxy-
2-naftylpropennitril a hydrolyzou s naslednou hydrogenaci je zisk4n naproxen (Obr. 16).44

O OH
CH,COCI CH, HeN CH,
— CN— »

AICI

MeO MeO MeO

H+

— =101

MeO MeO

Obr. 16 Priprava naproxenu.

2.11.3.4. Farmakokinetika

Maximdlni koncentrace v plazmé je po 2 az 4 hodinéch, a to v zavislosti na poZzité potrave.
Jidlo zpomaluje absorpci, ale nezmensuje jeji rozsah. Po opakovaném peroralnim podani dojde
k ustaleni stavu po 4 az 5 davkach (2 az 3 dny). Biologicky polo¢as naproxenu je 12 az 15
hodin a neni zavisly na hlading v krevni plazmé ani na davkovani 43546

2.11.3.5. Indikace

Mirni bolest, horecku a zanét. Je mozné ho uzivat také u zanétlivych a degenerativnich
onemocnénich kloubd, jako je revmatoidni artritida, juvenilni idiopatickd artritida, artroza,
ankylozujici spondylitida a dna; dilezity je pii 1é€bé nékterych gynekologickych bolestivych
stavi. 45,46

2.11.3.6. NeZadouci ucinky

Pfi uzivani naproxenu se mohou vyskytnout gastrointesticidlni poruchy, jako jsou bolesti
bticha, zvraceni, nevolnost, prijem, vétry, zacpa, dale zavraté, samovolné toCeni hlavy ke
svétlu, unava, poruchy spanku, huceni nebo Selesty v usich, ptipadné oteklé nohy. Tyto u€inky
jsou ve veétsin¢ piipadd mirného charakteru. Vzacné by se mohly vyskytnout také otoky
obliceje, krvaceni z traviciho Ustroji, koptivka, astmaticky zachvat, ztrata védomi, erné stolice
obsahujici krev, zvraceni krve, zanét zaludku, novy nastup zéanétu tlustého stieva nebo
Crohnovy choroby a viedovy zanét sliznice Ustni dutiny. Ztidka byly pozorovany koZni reakce,
jako je napiiklad tvorba puchyit.45,46

2.12. Derivaty kyseliny octové

2.12.1. Diklofenak

Diklofenak byl poprvé syntetizovan firmou Ciba-Geigy (nyni Novartis) v roce 1973. V roce
1979 se dostal na trh ve Velké Britanii. Je doddvan jako sodné nebo draselna stil.4”
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2.12.1.1. Definice
Kyselina 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyloctova (Obr. 17)

Cl

NH
Cl OH

Obr. 17 Diklofenak

2.12.1.2. Vlastnosti
Bily nebo slabé nazloutly krystalicky, slabé hygroskopicky prasek. Mirné rozpustny ve
vodg, snadno v methanolu, dobie rozpustny v 96% ethanolu a t&Zce rozpustny v acetonu.3?

2.12.1.3. Priprava

Pti pfipravé se vychdzi zN-(2,6-dichlorfenyl)fenylaminu, ktery je acylovan
chloracetylchloridem; nésleduje Friedel-Craftsova acylace, jejimz produktem je laktam. Ten je
hydrolyzovén v alkalickém prostiedi a vzniké diklofenak (Obr. 18).1

O\ 1.CICH,COCI H,O, OH-
E O —_—
NH 2.AICI, o'
N Cl

Cl Cl

OH
LT
NH
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Obr. 18 Priprava diklofenaku

2.12.1.4. Farmakokinetika

Diklofenak rusi v téle tvofeni a ucinek chemickych ptenaseci, které jsou vyznamné pro
rozvoj zanétu a pro vznik bolesti. Pisobi také na krevni desticky, ¢imz omezuje vznik krevnich
srazenin. Nejvyssi hladinu v krvi dosahuje za 2-3 hodiny a jeho ucinek ptetrvava nékolik
hodin. 4849

2.12.1.5. Indikace

Diklofenak je aplikovan pii akutnich zanétech kloubli, zachvatu dny, pifi chronickych
zanétech kloubl (napf. chronické polyartritidé nebo revmatoidni artritid€), pfi zanétlivych
a revmatickych onemocnénich patete, dale u bolesti degenerativnich postizeni kloubt a patete
(tzv. artrozy a spondylartrozy), pii revmatickych onemocnénich mékkych tkani a pfi
bolestivych potrazovych nebo pooperacnich otocich nebo pii zanétech. 4849
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2.12.1.6. NeZadouci ucinky

Uzivani diklofenaku muize vyvolat zaludecni a stfevni potize (nechutenstvi, nevolnost,
zvraceni a prijem, nadyméani a kiece v bfiSe). Mohou se vyskytnout bolesti hlavy,
podrazdénost, nespavost, inava, zavrat¢ a ojedin€le také smyslové kiece (nejasné nebo dvojité
vidéni, huceni v usich). Pti dlouhodobéjsim uzivani by mohlo dojit az k vypadavani vlasi.
Precitlivélost na diklofenak se projevuje koznimi zménami, svédénim, vyrazkami a koptivkou.
Vzacné se mohou objevit zanéty Ustni sliznice, jazyka a sliznice jicnu. U pacientll s vysokym
krevnim tlakem mtize ve vyjimecnych piipadech dochazet k zadrzovani vody v téle a ke vzniku
otokil. Ojedinéle se miiZze vyvinout porucha cinnosti ledvin nebo jater spojena s otoky,
s pritomnosti krve v moci, zdnétem jater se zloutenkou nebo bez ni. Diklofenak je urcen pro

dospé€lé a mladistvé od 15 let, détem nad 6 let se smi diklofenak podavat pouze na doporuceni
lékate. 48,49

2.13. Derivaty kyseliny anthranilové

2.13.1. Kyselina mefenamova

2.13.1.1. Definice
Kyselina 2-(2,3-dimethylfenyl)amino]bezoova; C;sH;sNO,; M, 241,28; CAS 61-68-7.

O OH
CH

H 3
N CH,

2.13.1.2. Vlastnosti

Bily nebo témét bily mikrokrystalicky prasSek. Prakticky nerozpustnd ve vodé, tézce
rozpustnd v 96% ethanolu a v dichlormethanu. Rozpousti se ve zfedénych roztocich
alkalickych hydroxidti. Je polymorfni.35

2.13.1.3. Priprava
Substituci kyseliny anthranilové s brombenzenem vznikd kyselina mefenamova. Tato
reakce je katalyzovana médi./

CH,

®) H3C Br o) OH
CH

ZT

OH CH

Y

Cu

NH,

Obr. 19 Priprava kyseliny mefenamové
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2.13.1.4. Farmakokinetika
Inhibuje COX a fosfolipdzu A,. Vrcholné hladiny v plazmé jsou za 30-60 minut
a plazmaticky biologicky polo¢as je pomérné kratky (1-3 hod.).13

2.13.1.5. Indikace

Kyselina mefenamovd je snejvétsi pravdépodobnosti méné uUCinnd nez kyselina
acetylsalicylova. Prokazateln¢ je vSak mnohem vice toxickd a proto by neméla byt uzivana
del3i dobu nez jeden tyden. Zvysuje G¢inek antikoagulancii./3

2.13.1.6. NeZadouci ucinky

rrrrr

viak pravdépodobngjsi./3

2.14. Kofein

Kofein patii do skupiny psychostimulancii — psychotronik, coz jsou latky stimulujici
centralni nervovou soustavu. Podporuji zejména stav bdélosti a psychickou i fyzickou odolnost
organismu pfi Unavé, ¢imZz také nepiimo zlepSuji néladu. Mezi nejznaméjsi ptirodni
psychostimulancia patii derivaty xanthinu, coz je kofein, theofylin a theobromin, které jsou
obsazeny v kavé, ¢aji a kakau.

2.14.1.1. Definice
1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-2H-purin-2,6(1H)-dion (Obr. 20); CsH;oN4O,; M; 194,19;

CAS 58-08-235
¢
N N O
¢T T
~N
N CH,
H3C o

2.14.1.2. Viastnosti

Bily nebo témét bily krystalicky prasek, ptipadné bilé nebo témeét bilé krystaly. Je mirné
rozpustny ve vodé, snadno rozpustny ve vrouci vodé. TéZce rozpustny je v 96% ethanolu.
Rozpousti se v koncentrovanych roztocich alkalickych benzoani a salicylani. Snadno
sublimuje.33 Teplota tani je 234235 °C. 50

Obr. 20 Kofein

2.14.1.3. Priprava
Relativné Cisty kofein byl poprvé syntetizovan v roce 1819 némeckym chemikem F. F.
Rungem. Kofein lze také syntetizovat z dimethylmocoviny a kyseliny malonové.5¢

2.14.1.4. Farmakokinetika
Je rychle resorbovén z traviciho traktu. Pfednostné plisobi na mozkovou kiiru.38
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2.14.1.5. Indikace
Pouziva se k prekonani unavy a jako pomocna latka obsazena v mnoha lécich za ucelem
urychleni jejich Gi¢inku.38

2.14.1.6. NeZadouci ucinky

Pii chronickém uzivani této ucinné latky obsazené v ¢aji nebo kaveé nebylo prokéazano
poskozeni organismu. Pouze pii nadmérnych davkach nebo u obzvlast citlivych jedinct se
miiZe objevit nervozita, pfipadné anxidzni neurdza, nespavost aj.>$

2.15. Metody stanoveni analgetik — antipyretik

Vlastnimu stanoveni analytti ve vzorcich vody piedchazi jejich odbér a prava vzorku, jako
je napt. filtrace nebo extrakce sledovanych latek z dané matrice.

2.15.1. Odbéry vzorki vody

vvvvvv

reprezentativni odbér realného vzorku a jeho spravné skladovani, a to po dobu jeho
uchovavani, pfed zapocetim vlastni analyzy. Chyby vzniklé v této fazi jiz nelze vétSinou
napravit.5/

Vhodny zptsob odbéru se voli podle druhu vzorkované vody, mista a bodu odbéru a také
podle druhu vodniho ttvaru, kterym mitize byt pramen, studna, vodni tok, vodni nadrz, potrubi,
upravarensky nebo Cistirensky reaktor. Mnozstvi odebiran¢ho vzorku je stanoveno na zakladé
potifebného objemu pro analyzu, které musi byt pfedem experimentalné ovéfeno pomoci pilotni
studie.

Vzorky jsou vétSinou odebirany do sklenénych (sodno-véapenato-kiemicité obalové sklo,
popt. borokiemicité sklo nebo plastovych vzorkovnic (polyethylen, polytetrafluoroethylen,
polyvinylchlorid, polyethylentereftalat); pti stanoveni fotochemicky nestalych latek se
pouzivaji tmavé vzorkovnice.5! Né&ktefi vyrobci nabizeji i jednorazové vaky, které jsou
vyhodné zejména pii vzorkovani vod obsahujicich prioritni polutanty, u kterych by
dekontaminace vzorkovnic byla ¢asové i finanéné naro¢na.5?

Pied pouzitim je dilezité vzorkovnice, a to i nové, dikladné vymyt. Cistici prostiedek se
voli podle charakteru stanovovanych analyti. BéZzn¢ se pouZziva kyselina chlorovodikova,
ziedéna vpoméru 1:3 a voda sdetergentem. Po ¢isténi musi vzdy nasledovat dikladny
vyplach destilovanou nebo deionizovanou vodou.3!

Vzorek je mozné odebirat pfimo do vzorkovnice nebo se mize pouzit vzorkovac. Jsou to
pfistroje a zafizeni, s jejichz pomoci je mozné jednordzové nebo opakované odebrat vzorek
iz mist, ktera jsou nepfistupna — hlubinné vzorkovace, nebo vzorkovace bez ptitomnosti
obsluhy — automatické vzorkovace. Vyhodou je zejména opakovatelnost a také mozZnost
odebirat vzorek nepfetrzité, a to v presn¢ danych intervalech. Pfi pouziti automatického
vzorkovace je dilezité, aby byl saci ko§ umistén ve stiedu toku a ve vhodné hloubce tak, aby
nenasaval sedimenty ze dna ani plovouci material vyskytujici se na povrchu toku.57,52

V ptipadé, Ze je vzorkovana odpadni voda, je vzorek vétSinou odebiran na pfitoku a odtoku
z Cistirny odpadnich vod, popt. po jednotlivych technologickych operacich. Vzorky odpadni
vody jsou odebirany na pfitoku i odtoku béhem 24 hod v pravidelnych casovych
intervalech.53,54
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Po odbéru jsou vzorky uloZeny ve tmé pii 4 °C aZ do dal§iho zpracovani. Teplota a temno
jsou diilezité pro zabranéni biodegradace a fotodegradace vzorku.54

2.15.2. Kontaminace vzorku

Jako kontaminace vzorku je oznacovana piitomnost latek, které se ndhodné dostaly ke
vzorku béhem vzorkovaciho nebo analytického procesu. Z toho vyplyva, Ze nasledna méteni
mohou sice ukazat slozeni vzorku v dobé méfeni, avSak nedokdzou stanovit koncentraci
analytu ve vzorku odpovidajici pivodni dobé odbéru vzorku. Vzorky mohou byt
kontaminovéany nékolika zptsoby, a to v riiznych ¢astech vzorkovaciho a analytického procesu.
Kontaminace muze nastat v mist¢ odbéru vzorkll, dale pfi manipulaci se vzorky, pfi jejich
konzervaci, adjustaci, uloZeni nebo transportu do laboratoie. Po ptfedani odebraného vzorku do
laboratofe je mozné ho kontaminovat pii ulozeni, manipulaci, zpracovani, pfipadné 1 pfi
vlastnim analytickém procesu.53

Mozné zpiisoby kontaminace vzorkd:

+ Kontaminace odbérovym zafizenim — velmi casty zpusob kontaminace. Vzorkovaci
zatizeni mize byt vyrobeno z nevhodného materialu, ktery mize pifimo kontaminovat
vzorek latkou obsazenou v tomto materidlu, nebo miiZe jit o kiiZovou kontaminaci, které

je zpisobena nevhodnym nebo nedostate¢nym vycisténim vzorkovaciho zatizeni.

«» Pii kontaminaci prostfednictvim vzorkovnic bylo zjisténo, ze linearni PE, polykarbonaty
a teflony riznych typti mohou byt zdrojem kontaminace tézkymi kovy. Proto je pro
laboratorni ¢innost, v ramci které se hodnoti pfitomnost tézkych kovil, doporucena
metoda ¢iSténi zahrnujici promyti kyselinou chlorovodikovou a dusi¢nou (ob¢ kyseliny
jsou pouzity nasledné za sebou). Sklenéné vzorkovnice jsou pouzivany pro ukladani
vzorkid pevnych, kapalnych a pastovitych (kali), a to pro analyzy organickych latek.

¢ Uvolnéni kontaminantu metodou cisténi, kterd je pfili§ ,,agresivni®, poptipadé¢ sam
Cistici prostfedek muze byt kontaminantem.

+ Kontaminace vzorkd pii ulozeni nebo transportu difuzi pifes vzorkovnici. K této

kontaminaci mize dojit v ptipad¢, kdy jsou spolecné ulozeny vzorky s vysokou a nizkou

koncentraci.

+» Kontaminace béhem pfipravy a zpracovani vzorkl v laboratofi — kazdym manipula¢nim
krokem se zvétSuje moznost kontaminace, at’ uz se jedna o extrakci, zakoncentrovani
nebo déleni vzorku. Pocet moznych kontaminaci se zvySuje se zvySujicim se poctem
kroki nezbytnych pro zpracovani vzorku.33

2.15.3. Uprava vzorku

Prvnim krokem po odbéru vzorkl a ptevozu do laboratote je jejich filtrace pres sklenény
filtr, aby se odstranily hrubé necistoty a suspendovand hmota. Zpracovani by mélo byt
provedeno v rozmezi 24-48 hodin po odbéru, aby nedoslo k degradaci zjistovanych analyta.
Béhem vzorkovani se miize métit pH.

Dalsim krokem upravy je extrakce, ktera se voli podle charakteru matrice a analytu. Muze se
pouzit extrakce na tuhém sorbentu (Solid Phase Extraction — SPE), extrakce z kapaliny do
kapaliny (Liquid-Liquid Extraction — LLE), gelova permeacni chromatografie (Gel Permeation
Chromatography — GPC) a semi-preparativni vysokoucinna kapalinova chromatografie.
Nejcastéji pouzivanou metodou aplikovanou pfi stanoveni 1é¢iv je extrakce tuhym sorbentem.
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Diivodem je to, Ze ve srovnani s ostatnimi postupy je tato metoda rychla, je pii ni nizka
spotieba rozpoustédla a velmi nizké riziko znecisténi vzorku.56

2.15.3.1. Extrakce na tuhém sorbentu

Extrakce tuhou fazi je jednostupiiova metoda, pfi které dochazi k rozd¢€leni analytu mezi dvé
nemisitelné faze, a to mezi kapalinu a tuhou fazi. Tato metoda je velmi vyuzivéna pfi stanoveni
riznych skupin 1éCiv v biologickém materialu nebo ve vodach. Extrakce tuhym sorbentem je
alternativou k extrakci kapalina-kapalina, u které se mohou vyskytovat problémy s tvorbou
emulzi, s odpafovanim velkych objemi rozpoustédel, s odpady toxickych rozpoustédel apod.37.

Princip extrakce tuhym sorbentem je nasledujici: roztok analytu se pfivede do kontaktu
s tuhym sorbentem, ktery siln€ sorbuje sledovany analyt, avSak ostatni slozky roztoku sorbuje
co nejméné. Po oddéleni sorbentu a roztoku mize byt izolovany analyt uvolnén bud’ zahtatim
nebo eluci rozpoustédlem. V piipadé desorpce rozpousStédlem je vzorek nanesen na kolonku,
ktera je nasledné¢ promyta a analyt se desorbuje vhodnym rozpoustédlem. Zakoncentrovani
analytu miize byt provedeno odpafenim rozpousStédla do sucha a naslednym opétovnym
rozpusténim analytu v malém, pfedem definovaném mnozstvi rozpoustédla. Urcity podil
z takto upraveného vzorku (cca 1-10 %) je kvantitativné pfeveden do vialek pro dalsi stanoveni
plynovou nebo kapalinovou chromatografii. Urcitou nevyhodou muize byt malé mnozstvi
analytu, které se dostane do analytické kolony (cca 10 %).

K extrakci tuhym sorbentem lze pouzit také tzv. vsadkovou metodu, kterd je zalozena na
michéni roztoku analytu se sorbentem a nasledném odfiltrovani sorbentu; u tohoto postupu lze
rovn¢z pouzit dynamické usporadani.

Pii dynamickém uspofddani protékd roztok vzorku pies sorpéni kolonku, ve které jsou
fadove miligramy az gramy vhodného sorbentu. Pritok vzorku je umoznén bud’ gravitaci, nebo
pozitivnim tlakem (Cerpadlem, injekcni stiikackou), pfipadné negativnim tlakem (pfipojenym
vakuem). Sorp¢ni kolonky s riznymi sorbenty se od sebe vyrazné nelisi, obvykle maji délku
okolo 10-20 mm; jejich vnitini primér je 2—4,6 mm a jsou naplnény sorbentem o velkosti
¢astic 20-50 um.58 Prednosti uvedené metody je to, Ze kolonka miize byt pouzita k operacim
jako je cisténi latky, zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek, vyméné rozpoustédel (analyt
je preveden z jedné specifické matrice do jiné, napi. z vodné do organické), derivatizaci
(analyt je zachycovan na sorbent, pieveden na derivat a nasledné€ eluovan). Sorp¢ni kolonky je
mozné nahradit extrakénimi disky. Tyto disky pfedstavuje sitka z teflonu nebo ze skelnych
vlaken, do které je zakotveno asi 90 hmotnostnich % silikagelu modifikovaného skupinami
C18 nebo C8, popi. hydrofobniho kopolymeru. Priméry extrakénich diskii se pohybuji
v rozmezi od 4 mm, pro vzorek o objemu asi 1 ml, do 90 mm, a to pro vétsi objemy. Tloustka
diskd je 0,5 mm a jejich piednosti je rychlost, s jakou je mozno prolévat vzorek diskem o velké
plose.58

Sorbenty jsou nejcastéji na bazi chemicky modifikovanych castic silikagelu. Na povrchové
silanolové skupiny se chemicky navazuji skupiny riznych vlastnosti, které rozhoduji
o vlastnostech sorbentu. Pfi separaci vyuzivdme rizné mechanismy zachycovani latek
spocivajici pfedev§im v odliSnych molekularnich interakcich mezi analytem a sorbentem. Jsou
to predevSim van der Waalsovy sily, vodikové vazby a dipdl-dipolové interakce, kation-
aniontové interakce aj.>?
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Extrakce je slozena z téchto nékolika krokti (Obr. 21):

¢ Piiprava vzorku — fyzikélni a chemické vlastnosti vzorku by mély podporovat zadrzeni
vzorku v kolonce.

s Aktivace sorbentu — jednd se o smaceni fdze vdzané na silikagelu matrici vzorku.
Smacivost je zajisténa solvataci. U nékterych sorbentl je tento krok vynechéavan.

¢ Pfedrovnovaznd tuprava kolonky — jde o nasyceni kolonky cistym rozpoustédlem
analytu. Ustavi se rovnovdha mezi sorbentem v kolonce a timto rozpoustédlem.
Ptedrovnovazna tprava se voli podle charakteru a vlastnosti extrahovaného analytu tak,
aby byl co nejlépe zadrzovan v kolonce.

X/

*» Aplikace vzorku — analyt je z vétsi casti oddélen od matrice vzorku.

X/

* Promyti sorbentu — slouzi k odstranéni nezadoucich slozek z vazanych fazi bez toho,
ze by byl eluovan analyt. U malo zadrzovaného analytu mize byt tento krok vynechan
a sorpcni kolonka se zbavi zbytku vody suSenim pomoci priichodu plynu kolonkou.

X/

¢ FEluce koncentrovaného analytu — zpétné ziskani analytu se provadi promytim kolonky
rozpoustédlem, které¢ eluuje analyty z vazanych fazi. Pritok kolonkou by nemél byt
piilis rychly, aby se diikladné vymyl vSechen analyt.5? U analgetik se ve vétsiné piipadi
pouziva ¢isty methanol.60:61
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Obr. 21 Postup extrakce na tuhém sorbentu; O — matrice, O — necistota, - -
stanovovany analyt, © — rozpoustédlo A, € — rozpoustédlo B, 0 -

rozpoustédlo C 62

2.15.4. Separace pomoci HPLC (vysokoucinné kapalinové chromatografie)

Chromatografie je separacni metoda, jejimz zékladnim principem je déleni slozek. Je to
metoda umoznujici kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku. Analyt se rozdéluje mezi dvé
faze, a to mobilni a stacionarni. K rozdéleni dochdzi na zaklad¢ fyzikalné-chemickych interakei
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mezi sloZkou a mobilni fazi, slozkou a stacionarni fazi a rovnéz mezi stacionarni a mobilni
fazi.63 Mobilni faze piechazi pres fazi stacionarni, ve které mohou byt slozky vzorku
zachyceny a zdrzeny. SloZky, které jsou stacionarni fazi poutany silnéji, jsou zdrzeny déle;
timto zptisobem se slozky od sebe separuji.

2.15.4.1. Vlastni metoda

Kapalinovéa chromatografie se vesmés pouziva k separaci smési latek, které jsou netékavé,
popi. malo té€kavé, termicky Ilabilni; Ize ji vyuzit rovnéZz kseparaci iontd a latek
vysokomolekularnich, polarnich a nepolarnich. Dilezitou roli zde hraje kapalnd mobilni féze,
ktera znacéné ovlivituje retenci jednotlivych slozek smési a ztoho plynouci rozdéleni.
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography —
HPLC) je separacni metoda, pti které jsou pouzivany kolony s vhodnou stacionarni fazi. Tyto
stacionarni faze by mély byt voleny tak, aby umoznili rychlou separaci slozitych smési, a to
s vysokym rozliSenim zo6n. Stacionarni faze je tvofena velmi malymi casticemi (2—10 pm)
homogenni napIng. Uéinnost kolon se pohybuje v rozsahu 30 000-90 000 teoretickych pater na
metr. Vzhledem k velikosti castic je zapotiebi vysokého tlaku, aby mohla kolonou protékat
mobilni faze. Proto byvala dfive tato metoda oznacovana jako vysokotlakd kapalinova
chromatografie.63

Mezi hlavni vyhody kapalinové chromatografie patii to, Zze k déleni latek je mozno vyuzit
vSechny vratné dvoufiazové separatni mechanismy, jako jsou adsorpce, iontova vymeéna,
rozdélovani mezi dv€ nemisitelné kapaliny, pfipadné pronikani molekul z volné mobilni faze
do stejné¢ kapalné faze, ktera je uzaviena v poérech tuhé stacionarni faze (napt. u gelové
chromatografie). Tato Sirok4 Skdla mechanismii ddva mozZnost naleznout dostatecné selektivni
aufinny chromatograficky systém pro sledovany analyt, pomoci kterého lze dosdhnout
i potfebného rozliseni.6465

V kapalinové chromatografii ma znacny vyznam také chromatografie na obracenych fazich
(Reversed-Phase Liquid Chromatochraphy — RPLC), kterd vyjadfuje, ze mobilni faze je
polarn€jsi (napf. acetonitril nebo methanol a voda) a stacionarni faze je méné polarni (alkyly
vazané na silikagel). V pocatcich chromatografie bylo toto uspotadani opacné (mobilni faze
nepolarni, stacionarni faze poldrni); byl to tzv. systém s normalnimi fdzemi. Dnes je tento
systém pouzivan v omezené mife.65 Retenéni ¢asy analytdl jsou ovlivnény rozpustnosti v riizné
poléarnich fazich.66

Kapalinovy chromatograf je tvofen zasobniky mobilni faze, sméSovacim zafizenim,
¢erpadlem, davkovacim zatizenim, kolonou a detektorem (Obr. 22).
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Obr. 22 Schéma kapalinového chromatografu8”

Mobilni fize je nejcastéji tvofena acetonitrilem, methanolem nebo vodou.63 Miize byt pouzit
také acetonitril s pfidavkem octanu amonného, kyseliny mravenci, kyseliny octové nebo
kyseliny fosfore¢né.60,61,68 Mobilni faze miize mit stale stejné sloZeni, tzv. izokraticka eluce,
nebo se jeji slozeni mize v prubéhu méfeni ménit. Potom se jedna o tzv. gradientovou eluci;
tato eluce se hojn¢ vyuziva pro stanoveni lé¢iv ve vodach. Pro fizeni gradientu je dilezité
sméSovaci zafizeni, které se programuje.?

Niésledné je smés Gerpana pistovymi Gerpadly do kolony. Cerpadla musi zajistovat
kontinudlni a bezpulzni tok mobilni faze celym systémem. Mohou dosahovat prutoku od
mikrolitrdl do desitek mililitrli za minutu; kolisani priitoku by mélo byt mensi nez 1 %, pfi tlaku
80 az 120 MPa. Jednim z pozadavkll na Cerpadla je inertnost materidlu, ktery ptichazi do
kontaktu s kapalinou.63

Vzorek muze byt davkovan pomoci raznych davkovacich systémi; nejcastéji jsou
pouzivany davkovaci kohout (Ctyfcestny nebo Sesticestny) nebo autosampler. Zakladnimi
pozadavky jsou vysoka piesnost, spravnost a reprodukovatelnost nasttiki.63

V HPLC se pouzivaji napliiové kolony, které se 1i8i délkou, vnitinim primérem, naplni
amaji zasadni vyznam pro uspéSnou analyzu. Kolony mohou byt nerezové, sklenéné nebo
plastové. Pro ochranu kolony je mozné pouzit predkolonu, ktera chrani kolonu pted necistotami
pochazejicimi ze vzorku.63,64

2.15.4.2. Detektory

Pti detekci separovanych latek se vyuzivaji jejich obecné nebo specifické vlastnosti, které je
umozni selektivné stanovit. Detektory ve spojeni s HPLC by mély mit vysokou citlivost,
vysokou selektivitu, nizky Sum zdkladni linie, rychlou odezvu, Siroky linedrni rozsah, nizky
mrtvy objem, moznost pouziti gradientu a mély by poskytovat informace o struktute danych
analyti.

Spektrofotometricky detektor ve spojeni s HPLC, patii k nejpouzivanéj$Sim postupim
v analyze 1éciv. Je relativn€ jednoduchy, spolehlivy a lze jim detekovat velky pocet latek,
kompatibiln¢ s gradientovou eluci. Zakladnim pozadavkem je nizka absorbance mobilni faze
pfi pouzité vinové délce nastavené na detektoru. Detektor pracuje v ultrafialové a viditelné

vvvvvv
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vlnové délky pomoci monochromdtoru; nejdokonalej$i detektor mize proméfit absorpcni
spektrum v uréené oblasti vinovych délek pomoci diodového pole (Diode Array Detector —
DAD). Jeho detekéni limit je az 10'° g - mlI™, citlivost a selektivita je pro rizné latky rizna a
pii zvolené vinové délce zavisi na velikosti molarniho absorpéniho koeficientu.63,65,70

Wolframova é ™
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Spojovaci Diodové
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Deuteriova
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Achromaticka
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Holmium oxid

Kyveta

Spektralni
Cocka  St&rbina
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Obr. 23 Opticky systém DAD detektoru’!

Fluorimetricky detektor je jeden ze selektivnich a velmi citlivych detektord. Jeho nevyhodou
je vSak omezeni pouze na ty latky, které maji ptirozenou fluorescenci nebo je lze na
fluoreskujici derivaty prevést. Pouziva se pii stopovych analyzach latek v komplikovanych
matricich, napt. pfi sledovani 1é¢iv a jejich metabolitd, pfi analyze aminokyselin a slozek
nukleovych kyselin.63,64

Elektrochemické detektory patii mezi selektivni detektory. Jsou zaloZzeny bud’ na méfeni
vodivosti (pro latky iontové) nebo elektrického proudu odpovidajiciho oxidaci nebo redukci
analyti. Vedle selektivity se u tohoto detektoru dosahuje i velké citlivosti, zejména
v oxida¢nim moddu. Jejich nevyhodou je to, Ze se nedaji pouzit pfi gradientové eluci. Jsou velmi
citivé na necistoty pfitomné v mobilnich fazich. Vyuzivaji se zejména pii analyze
aromatickych amind a fenoldl v environmentalnich a biologickych vzorcich.63,70

Spojenim hmotnostniho detektoru (Mass Spectrometry — MS) s HPLC ziskame vysoce
selektivni a citlivou metodu, kterd je vhodna k identifikaci a strukturni analyze ionizovatelnych
latek. Vzorek je analyzovan na zdkladé rozdéleni iontii podle hodnoty poméru jejich hmotnosti
a naboje (m/z). Pfi spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci se ionizace provadi
za atmosférického tlaku.”?73 Sprejové ioniza¢ni techniky jsou ti: ionizace elektrosprejem
(Electrospray Ionization — ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric
Pressure Chemical lonization — APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric
Pressure Photo Ionization — APPI).74

Podstatou elektrospreje je to, ze eluent z HPLC prochézi kovovou kapildrou, na kterou je
vloZzeno vysoké napéti (3 — 5 kV). Nasledné¢ dochazi ke vzniku mikrokapicek, které po
rozpraseni na vystupu z kapilary nesou na povrchu naboj. Vlivem odpafovani rozpoustédla se
zvysi hustota povrchového naboje a dojde k tzv. Coulombické explozi. Opakovanim tohoto
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déje vzniknou kvazimolekularni ionty. Po ionizaci se ionty dostanou do hmotnostniho
analyzatoru, dojde k separaci hmotnostnim filtrem a k vlastni detekci.”4

Pii chemické ionizaci za atmosférického tlaku je na vybojovou elektrodu vloZzeno vysoké
napéti (3 — 4 kV), tim vznika koronovy vyboj, kterym jsou nejprve ionizovany molekuly
mobilni faze a poté jsou ionizovany molekuly analytu prostfednictvim ion-molekuldrnich
reakcei reakéniho plynu. Vzniklé ionty jsou pak elektrodami usmérnény do analyzétoru, ptfic¢emz
protiproud susiciho plynu slouzi k rozbiti pfipadnych nekovalentnich klastrt.”4

Jako zdroj UV zafeni pfi fotoionizaci za atmosférického tlaku je pouzivana kryptonova
vybojka s energii fotond 10 a 10,6 eV. Tato energie je vEétsi neZ ionizaéni energie nepoldrnich
organickych molekul, ale mensi nez ionizacni energie slozek mobilni faze nebo vzdusného
kysliku, a proto dochazi k selektivni ionizaci analytu a ne mobilni faze.”4

Hmotnostni analyzator slouzi k rozd¢leni ionti podle poméru m/z. Kvalitu tohoto rozdé¢leni
ovlivituje rozliSovaci schopnost. Jsou znamy riizné typy analyzatori a vybér vhodného typu
zavisi vzdy na charakteru sledovanych analyt. Pfi sledovani 1éCiv je nejcastéji pouzivanym
analyzatorem trojity kvadrupol, piipadné iontova past, jejichz vyhodou je moZznost MS" nebo
analyzator doby letu. Kazdy z vyjmenovanych analyzator(i ma své vyhody i nevyhody.”d

Iontova past (Obr. 24) pracuje v cyklickém rezimu, coZ znamend, Ze si ionty napousti,
uchovava a skenuje. Jeji nevyhodou je moznost vzniku prostorového naboje, nizsi efektivita
zachytu iontll pii napousténi, nizsi efektivita ejekce iontl pifi skenovani, nizkoenergeticka
kolizni aktivace pii MS/MS a také pravidlo 30:70, diky némuz neni mozné vidét fragmenty,
které maji hmotnost mensi, nezZ 30% prekurzoru, coZ mize hrat podstatnou roli v identifikaci
analytu.”®

Kryci , .
elektroda * Iontovy zdroj
Vstup
Prstencova
elektroda
Odchod
Kryci .-'
elektroda Detektor

Obr. 24 Schéma iontové pasti’0

Kvadrup6l je analyzator, ktery obsahuje Ctyfi tyCe, na néz je vlozeno stejnosmérné
a radiofrekvenc¢ni napéti. TycCe orientované proti sob¢ jsou elektricky propojené. Napéti vytvari
elektromagnetické pole a pro danou amplitudu prostupuji mezi ty¢emi pouze ionty daného m/z
az do detektoru. Ostatni ionty jsou vybity mimo tento prostor (Obr. 25).77 Trojity kvadrupdl je
pravdépodobné nejcastéji pouzivany pristroj pro MS/MS detekcei. Jedna se o tii po sobé jdouci
kvadrupdly, ptfi¢emz druhy neslouzi k rozdéleni iontd podle m/z, ale ma funkci kolizni cely,
kde dochazi k fragmentaci iont.”8,79

Posledni jmenovany — analyzitor doby letu ndm mitiZe teoreticky poskytnout neomezeny
rozsah m/z; je dokonaly zejména pro pulsni ionizaci, kdy je pro jeden puls zaznamendno celé
spektrum; je vysoce citlivy, ale jeho pofizovaci naklady jsou vysoké.”s
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Obr. 25 Schéma jednoduchého kvadrupdlu80
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Hodnocena environmentalni matrice

Sledovanou matrici byla voda, ktera je nejcastéji postiZzena zne€isténim biologicky aktivnimi
latkami, mezi které patii také 1é¢iva. Sledovany byly dva druhy vody a to voda odpadni a voda
povrchova.

3.1.1. Odpadni voda

Odpadni voda byla odebirana z velkokapacitni €istirny odpadnich vod v Brn€¢ Modficich. Ta
slouzi pro ¢isténi odpadnich vod z mésta Brna (cca 500 000 obyvatel) a Sirokého okoli. Kromé
mésta Brna jsou na COV napojeny také mésta Kuiim a méstska ¢ast Brno-Modfice, dale obce
Zelesice, Ceska u Brna, Slapanice, Slapanice-Bedﬁchovice, Ostopovice, Moravské Kninice,
Lipiivka, Podoli, Ponétovice a Rozdrojovice. Maximdlni pfipustné mnozstvi ptitékajici odpadni
vody je 42221-s”. V ptipadé vyssiho pritoku vody vlivem desté je voda kumulovéna
v destové nadrzi a po skonéeni destové udalosti je pfeéerpavana zpét na COV.87 Odbéry vody
byly provadény na pfitoku a na odtoku. Byl odebiran tzv. slévany 24 hodinovy vzorek z pritoku
a na odtoku zCOV. Slévany vzorek na pfitoku byl ziskavan pomoci automatického
vzorkovaciho zafizeni, které pravidelné v dvouhodinovych intervalech odebralo dany objem
ptitékajici odpadni vody. Velikost objemu byla zavisla na velikosti ptitoku v daném cCasovém
intervalu. Ziskané objemy byly po 24 hodinach slity a promichany. Tim byla zajisténa vysoka
reprezentativnost odebraného vzorku. Stejny zpiisobem byl ziskan i vzorek na odtoku z COV.
Zadrz této velkokapacitni ¢istirny odpadnich vod je 24 hodin.

3.1.2. Povrchova voda

3.1.2.1. Kretinka

Reka Kietinka protéka krajinou v okresech Svitavy a Blansko v Ceské Republice. Reka je
dlouhd 29 km a na jejim toku bylo vybudovano vodni dilo Letovice. Kietinka prameni
v Tifebovském mezihoti, 150 m severné od obce StaSov. Nésledné feka protékd sevienym
udolim podél komunikace smérem na Hamry. V misté¢ napojeni komunikace ze StaSova na
komunikaci z Poli¢ky se do Kietinky vléva z pravé strany Bystersky potok. Déle feka protéka
obcemi Svojanov, Pfedmésti a Dolni Lhota, kde se do Kietinky vléva z pravé strany Kavinsky
potok. DalSimi vesnicemi na toku feky Kietinky jsou Huté, Bohunov, Horni Pofi¢i, Prostfedni
Porici, Dolni Pofi¢i a Kietin, kde se nachazi pocatek vzduti vodni nadrze. Na pravé stran¢
prehrady lezi Vranova a na opacném bichu Lazinov. Tii kilometry pod hrazi piehrady se
Kietinka vléva do feky Svitavy. Z povodi feky, které ma rozlohu 127,4 km? pfitéka nad
ptehradni hrazi do Kfetinky celkem 26 pravostrannych pfitokiti a 21 levostrannych pfitokd,
z nichz je nejveétsi Rohozensky potok. Pod hrazi méa Kretinka jest¢ dva mensi pravostranné
pfitoky. V povodi Kietinky se nachazi mimo jiz zminéné obce obec Bystré, Dolni Jedlova,
Hartmanice, Hlasnice, Trpin, Knézeves, Jobova Lhota, Veselka, Viesice, Stary Svojanov
a Rohozn4.82,83

Komunalni odpadni vody z téchto obci lezicich v okoli toku patii k zakladnim problémim
velké ¢asti regionu. Mistni obce dosud nejsou vybaveny kanalizaénimi systémy napojenymi na
¢isticku odpadnich vod. Komunalni odpadni vody jsou svadény do zZump a septikd, které Casto
prosakuji, pfipadné jsou vybaveny trativody nebo piimo tusti do koryt vodnich toki
protékajicich obcemi. Vybudovat cisticku odpadnich vod je v soucasnosti povinnosti pro

42



vSechny obce spoctem obyvatel nad 1200. Mensi obce maji do roku 2012 vyjimku
k vypousténi odpadnich vod do vodnich tokl a Cisticku nemusi budovat. Na uzemi povodi
Kietinky je COV pouze ve mésté Bystré, ktera byla vybudovana v roce 1996; diky ni doslo
k vyraznému zlepSeni Cistoty vody v Bysterském potoce. Kvalitu vod tohoto regionu rovnéz
ovliviiuji odpadni vody z malych priimyslovych zavodii nebo zemédélskych podnikii.83
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Obr. 26 Mapa zndzornujici povodi Kretinky

3.1.2.2. Reka Thurso

Pramen této feky je vjezefe Loch Rumsdale v oblasti Caithness, na Skotské vysociné
v Anglii. Od svého pramene aZ po jezero Loch More je znama jako Strathmoské vody. Z jezera
Loch Rumsdale tec¢e jihovychodnim smérem a po zhruba 4 km do ni pfitéka Glut Water; po
dalgich 7 km severovychodnim smérem piitéka do jezera Loch More.8485 Délka toku je 40 km.
Jedna se o lososovou feku, ktera se ve mésté Thurso vléva do Atlantického ocednu. Podél jejiho
toku je fada usedlosti, vesnice Halkirk a mésto Thurso. Velkym problémem v jejim povodi je
to, ze vzhledem k charakteru osidleni povodi feky shromazd’uje vétSina domacnosti odpadni
vody v septicich, které nasledné usti do feky. Obec Halkirk ma sice vlastni €istirnu odpadnich
vod, avSak jeji odtok rovnéz usti do recipientu. V této oblasti je velmi rozsifena zeméd¢lska
¢innost, zejména chov ovci a skotu.
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Obr. 27 Povodi reky Thurso

3.1.2.3. Reky Yanshuei, Erren, Agongdian a kandl v Tainanu

Tyto feky se nachazeji na uzemi Taiwanu. Reky prameni v oblastech Tainan a Kaohsiung,
kterymi protékaji a u mésta Tainan se vlévaji do Jihoc¢inského mofte. V oblasti Tainan, kterou
vSechny sledované feky protékaji vétsinou svého toku, Zije téméf 2 miliony obyvatel. Kromé
toho je zde velmi rozSifené zeméedélstvi, zejména péstovani ryze a také rozvinuty pramysl.
Zdejsi povrchové vody jsou ¢asto znegistény uniky odpadnich vod rizného charakteru.86 Proto
je zde velmi vysokd pravdépodobnost kontaminace téchto vod analyty typu biologicky
aktivnich latek a xenobiotik. Nejdelsi ze sledovanych tek je feka Erren, jejiz délka je 63,2 km.
Dalsi feky maji kratsi délku toku, a to feka Yanshuei ma délku toku 41,3 km a Agongdian 31,9
km.87 Dale byly odebirany vzorky vody z kanalu, v némz byla voda brakick4. Kanal byl uméle
vybudovany béhem japonské kolonidlni okupace Taiwanu (1895 — 1945). Kanal navrhl Kutai
Matsumoto a byl dokoncen roku 1926. Jeho soucasti je také pfistav, ktery tvofi jednu
z hlavnich dominant mésta Tainanu.8889

Obr. 28 zndzornuje mapu Taiwanu s oblastmi Tainanu a Kaohsiungu, kde byly vzorky
odebirany.
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3.2. Pristroje, zafizeni, software

3.2.1. Priprava a extrakce vzorki

% Analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko
« pH metr InoLab WTW series, Nameko, CR
% SPE extraktor Baker, model spe-12G, s vakuovou pumpou, Barmany Co., USA
% Piistroj EVATERM pro suseni dusikem, LABICOM s.r.0., CR
% Rotaéni vakuovéa odparka Rotavapor ® R-205 s vyhfivanou lazni B-409 a elektronickym
spina¢em vakua V-800, Biichi Labortechnik AG, gv;’/carsko
+» Konduktometr Cond 3301, Némecko
% SPE kolonky Oasis ® HLB Cartridge, Waters, USA
¢ SPE kolonky Strata X, Phenomenex, USA
s Filtry:
¢ Cronus syringe filters, PTFE, 13 mm, 0,45 um
¢ LUT Syringe filters LUT, PTFE, 13mm, 0,22um
% Filtry ze sklenénych mikrovldken GF/C Whatman®, pramér 47 mm, Whatman,
International Ltd Maidstone, Anglie
% Filtry ze sklenénych mikrovliken GF/F Whatman®, promér 47 mm, Whatman
International Ltd Maidstone Anglie
¢ Bézné laboratorni vybaveni analytické laboratote
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3.2.2. Kapalinova chromatografie

*

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent, USA

Vakuova odplyiovaci jednotka HP 1100, ptikon 30 VA

Detektor diodového pole (DAD) — zdroj svétla deuteriova (UV) a wolframova (VIS

ablizké IC) lampa, 1024 fotodiod, vinovy rozsah 190-950 nm, programovatelna $irka

Stérbiny 1-16 nm

Hmotnostni spektrometr Agilent 6320 Series, lon Trap LC/MS, USA

Infuzni pumpa kdS 9100, kdScientific, USA

Kapalinovy chromatograf Alliance 2695 HPLC, Waters, Manchester, Anglie

Hmotnostni spektrometr Waters Micromass® Quattro Micro™ detector, Waters;

Manchester, Anglie

Kapalinovy chromatograf Agilent 1200 module, Agilent, Palo Alto, CA, USA

Hmotnostni spektrometr Sciex API 4000, Applied Biosystems, Forster City, CA, USA

Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 5 pm,

Agilent, USA

+ Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 2,1 x 150 mm, velikost ¢astic 3,5 um,
Agilent, USA

+» Kolona C18 Luna®, velikost 250 % 10 mm, velikost ¢astic 10 pm, Phenomenex,
Macclesfield, Anglie

% Kolona Kinetex PFP, velikost 100 x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,6 um, Phenomenex,

Torrance, CA, USA
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. Software pro zpracovani a prezentaci dat

Microsoft® Office Word 2007, Microsoft Corporation, USA
Microsoft® Office Excel 2007, Microsoft Corporation, USA
Adobe® Photoshop® CS2 9.0, Adobe, USA
HP ChemStation pro LC/MSD, Rev. B.01.03, Agilent, USA
Agilent 6300 Series lon Trap LC/MS Systém Software, Version 6.2 (2008)
¢ QuantAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 2.0, Bruker Daltonik
GmbH
¢ DataAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 4.0, Bruker Daltonik
GmbH
Masslynx TM NT software, Waters, Milford, MA, USA
MDL ISIS™/Draw 2.5, MDL Information Systems, Inc., USA
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3.3. Pouzivané chemikalie a standardy

3.3.1. Chemikalie

Acetonitril, Chromasolv pro LC, Sigma - Aldrich, Némecko

Deionizovana voda upravend pfistrojem Mili-Q Academic firmy Milipore o specifické
vodivosti 0,055 uS-cm™ pii teplots 24°C

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Fluka, Némecko

Ethanol, LiChrosolv, Merk, Némecko

Ethylacetat pro HPLC, Lach - Ner, s.r.o0., Ceska Republika

Hydrogenfosfore¢nan draselny, Fluka, Némecko

Kyselina fosfore¢na, Penta, Ceska Republika
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Kyselina chlorovodikova 36%, Penta, Cesk4 Republika

Kyselina mravenci, Riedel — de Haen, Sigma — Aldrich, GmbH, Némecko
Kyselina sirova, Lach — Ner, s.r.0., Ceska Republika

Methanol pro HPLC, Chromservis s.r.0., Ceska Republika

Octan amonny p.a., Fluka, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Némecko

3.3.2. Standardy sledovanych lé¢iv + vnitini standardy (abecedné seiazeno)

Diklofenak, sodna stl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Ibuprofen, sodna stl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Ketoprofen (=98%), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Kofein, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Kyselina mefenamova, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Kyselina salicylova (>99%), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Naproxen (99,9%), VETRANAL®, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Paracetamol (99%), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Atenolol-D7 (>95%), Fluka, Svycarsko
Tbuprofen-D3 (>98%), Fluka, Svycarsko

3.4. Pracovni postupy
3.4.1. Odbéry vzorki

Vzorky odpadnich vod byly odebirany béhem dubna, ¢ervna a ¢ervence 2010. Jednalo se
odbéry z ptitoku a odtoku velkokapacitni ¢istirny odpadnich vod v Brné¢ — Modficich. Vzorky
byly odebirdny pomoci automatického vzorkovace, diky némuz byl ziskan slévany 24 hodinovy
vzorek. Odebrany vzorek byl ihned zpracovan (3x250 ml). Pro ptfepravu do laboratoie byly
pouzity tmavé sklenéné vzorkovnice (objem 1 litr).

Vzorky povrchovych vod z feky Kietinky byly odebirany v mésicich dubnu a srpnu 2010,
ato v katastralnim Uzemi obci Svojanov a Predmésti. Prvni odbérové misto bylo zvoleno
v misté, kde feka vtéka do obce. Druhy odbérovy bod byl vybran v misté, ve kterém teka
protekla nejvice obydlenou oblasti a vléva se do ni potok protékajici obci Stary Svojanov.
Vzorky byly odebirdny do tmavych, sklenénych lahvi o objemu 2,5 litru. Zpracovani vzorka
probé&hlo do 24 hodin po odbéru; do té doby byly vzorky uskladnény v lednici pii 4°C.
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Obr. 29 Odberova mista na Kretince

Vzorkovani feky Thurso bylo provadéno v mésici cervnu 2009. Celkem zde bylo provedeno
pet odbera. Prvni tfi odbéry se uskuteCnily na mistech oznacenych ,,Nad potokem®, ,,Most®,
»Pod potokem®. Lokalizace byla zvolena podle polohy ¢istirny odpadnich vod pro méstecko
Halkirk, kde Zije piiblizné 1000 obyvatel.?! Lokalita ,,Nad potokem* je misto nad vypusti
precisténé vody do feky Thurso, lokalita ,,Most™ je misto tésné¢ pied zausténim vypustného
potoka do feky. Lze se domnivat, Ze zde jiz mize dochdzet k prisakiim piecisténé vody do
feky. Lokalita ,,Pod potokem* je oznaCeni mista, kde vodni tok jiz obsahuje pfecisténou vodu
vypusténou z ¢istirny odpadnich vod. Ke zbylym odbérim ptibylo v priitbéhu pokusu jeste
¢tvrté odbérové misto, ,,Potrubi®. Tento vzorkovaci bod byl zatazen z divodu zjisténi tniku
vody z daného potrubi do feky. Vzorky byly odebirany do sklenénych vzorkovnic a ihned po
odbéru byly zpracovany.
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Obr. 30 Vzorkovaci mista na rece Thurso

Obr. 31 Znazornéni vzorkovacich mist a polohy COV v ramci vzorkovani reky Thurso

Vzorkovani Taiwanskych fek bylo provadéno v mésici listopadu 2010. Vzorky byly
odebirany ze tii fek a také z kanalu, ze kterého byla odebirana motské voda.

Na fece Yainshuei bylo provedeno Sest odbérii po celé délce jejiho toku. Reka Erren byla
vzorkovéana na osmi mistech. Tato feka je z nami sledovanych Taiwanskych fek nejdelsi a ma
celkem 5 pritokt. Tieti sledovanou fekou v dané oblasti byla feka Agongdian, zniz byly
odebrany celkem ctyfi vzorky. Poslednim posuzovanym mistem byl kanal s motskou vodou,
kde bylo provedeno celkem pét odbéri. Sumarné bylo v Taiwanu odebrano 23 vzorkd, které
obsahovaly ti¢ni 1 moiskou vodu. Vzorky byly odebirany do sklenénych vzorkovnic a pied
dal§im zpracovanim byly uskladnény v temnu pfi teploté 4°C.
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Obr. 32 Znazorneéni vzorkovacich mist v oblasti Tainan a Kaohsiung

3.4.2. Priprava vzorki a izolace analytia

Prvnim krokem tupravy vSech vzorkd byla vzdy filtrace, kterd byla provadéna z divodu
odstranéni suspendovanych latek, které¢ by komplikovaly dalsi preanalytickou upravu.

Odpadni voda byla filtrovana nejprve pies papirovy filtr a nasledné ptes filtr ze sklenénych
mikrovlaken, s pouzitim vodni vyvévy. Voda povrchova a voda moiska byla filtrovana pouze
ptes filtr ze sklenénych mikrovlaken.

Sledované analyty byly izolovany metodou extrakce na pevné fazi (SPE). Objemy odebirané
odpadni 1 povrchové vody byly zvoleny na zaklad¢ pfedem provedené pilotni studie. Pro
extrakci odpadni vody byl pouzit objem 250 ml, ze kterého bylo ziskano 400 pul vzorku,
nasledné rozpustén¢ho v methanolu. Pro vodu povrchovou byl zvolen objem 500 ml, z n¢hoz
bylo ziskano 200 pl vzorku rozpusténého v methanolu.
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Postup pro extrakei byl nasledujici:

Aktivace kolonky 5 ml methanolu

Promyti 3 ml 0,01M HCl

Naneseni vzorku (pH 2)

Promyti 3 ml miliQ vody

Suseni proudem vzduchu

Eluce 5 ml methanolu

Suseni N, do sucha, popt. odpatfeni pomoci rota¢ni vakuové odparky
Opétovné rozpusténi odparku v methanolu

® & & 6 6 O 0o

Tento postup Gpravy byl pouzit pro vody z Ceské Republiky (SPE kolonky Oasis ® HLB
Cartridge) a Skotska (SPE kolonky Strata X).

U vod odebranych na Taiwanu byla kromé filtrace prométena také salinita, aby byl piesné
znam charakter odebran¢ho vzorku, tj., zda se jedna o vodu fi¢ni, brakickou nebo motskou.
Poté nasledovala extrakce pevnou fazi. Bylo pouzito 300 ml odebrané vody, z niz byl ziskén
1ml vzorku ve smé&si methanol : mili Q voda (2 : 1). Zde byly pouzity SPE kolonky Oasis ®
HLB Cartridge.

Extrakce byla provedena nasledujicim postupem:

¢ Aktivace 6 ml methanolu
Promyti 6 ml miliQ vody
Suseni kolonky
Naneseni vzorku
Promyti 6 ml miliQ vody
Suseni proudem vzduchu
Eluce 6 ml methanolu
Suseni N, do sucha, a to na vodni lazni pfi teploté 38 °C
Opétovné rozpusténi odparku ve smési methanol : voda (2 : 1)

® & & O 6 O oo

3.4.3. Identifikace a kvantifikace analyti v odpadni vodé a v povrchové vodé zreky
Kietinky

Reédlné¢ vzorky byly analyzovany metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr (MS), sionizaci elektrosprejem
(ESI) a iontovou pasti (IT) jako analyzatorem. Ionizace byla provadéna jak v pozitivnim, tak
také v negativnim moédu. U kofeinu a atenololu-D7 byla provedena tandemova MS detekee,
kterou umoznily vlastnosti danych analyti.

Optimalizace chromatografickych podminek byla provedena pomoci UV-VIS detektoru
typu DAD na koloné¢ Zorbax Eclipse XDB-C18 s velikosti ¢astic 5 um a rozméry 4,6 X
150 mm, Agilent, jejiz nejvyssi pracovni teplota je 60 °C.

Analyty byly kvantifikovany metodou externi kalibrace, tzn. s vyuzitim vicebodové
kalibra¢ni kiivky, sestrojené pro kazdy sledovany analyt. Jako vnitini standardy byly pouzity
Ibuprofen-D3 a Atenolol-D7.

Sledované latky (Tabulka 2) byly identifikovany srovnanim hmotnostnich spekter se spektry
standardd, pro kvantifikaci bylo vyuzito idaji odectenych z kalibraéni kiivky.
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Tabulka 2 Sledované analyty v odpadni vode a povrchové vode z reky Kretinky

Analyt Typ ionizace Sledovana hmota
Diklofenak negativni 294
Ibuprofen negativni 161
Ketoprofen negativni 209

Kofein pozitivni 138 (MS2)
Kyselina mefenamova negativni 240
Kyselina salicylova negativni 137
Naproxen negativni 185
Paracetamol negativni 150

Atenolol-D7 pozitivni 230 (MS2)
Ibuprofen-D3 negativni 208

Analyza byla provadéna na kolon¢ Zorbax Eclipse XDB-C18 s velikosti ¢astic 3,5 um
arozméry 2,1 x 150 mm, Agilent, jejiz nejvyssi pracovni teplota je 60 °C.

Tato kolona mlize pracovat v Sirokém rozmezi pH od 2 do 9. Pfi volbé nizkého pH (2-3)
mayji piky optimalni tvar pro vSechny typy sloucenin. Pokud se pouzije pH ve stfedni oblasti (6—
8), jsou zbytky silanoll vice aktivni a miize dochazet ke chvostovani piki. Tomuto jevu se da
zabranit vazbou a dvojitym ,,zavickovanim“ koncii (,,extra Densely Bonded and double
endcapped®). Jedna se o zaruCeny zpiisob, jak pokryt co nejvetsi pocet aktivnich silanolt.
Vysledkem je lepsi tvar pikii sloucenin v rozsahu pH 2-9.92

Pied kolonu byl pfedsazen in-line filtr (2 um), a to z divodu ochrany kolony a prodlouZeni
doby jeji Zivotnosti.

3.4.4. LC/MS podminky pro stanoveni analyti v odpadni vodé a povrchové vodé z reky
Kfretinky

3.4.4.1. Chromatografické podminky
¢ Mobilni faze: methanol + 10 mM amonium acetat
*» Nastiik: 3 ul
% Pratok: 0,15 ml - min™
+» Teplota kolony: viz. Tabulka 3
¢ VlInova délka: 230 nm
¢ Délka analyzy: 50 min — 32 min vlastni analyza, 18 min promyvani

+ QGradient: viz. Tabulka 4

Tabulka 3 Teplotni gradient

Cas (min) Teplota (°C)
0 25
10 40
15 40
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Tabulka 4 Pribeh gradientu mobilni faze
Cas (min) MeOH (%) 10 mM CH3;COONHj, (%)

0 35 65
7 50 50
15 50 50
20 70 30
25 80 30

3.4.4.2. Nastaveni hmotnostniho spektrometru
+» Tlak zmlzovace: 20 psi
% Pratok susiciho plynu: 600 1 - hod™
¢ Teplota susiciho plynu: 350 °C
% Napéti na kapilare: 3500 V
¢ Rozsah skenovanych hmot: 50-350 m/z

X/

¢ loniza¢ni mod: pozitivni, negativni

3.4.5. Identifikace a kvantifikace analyti v povrchové vodé z feky Thurso

Redlné vzorky odebrané na fece Thurso byly analyzovany rovnéZz metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Detektorem byl v tomto pfipadé hmotnostni spektrometr,
s ionizaci elektrosprejem, avSak jako analyzator zde byl pouzit trojity kvadrupdl (QqQ).
Ionizace byla provadéna pouze v negativnim modu, a to vzhledem k charakteru sledovanych
latek. Vzhledem k poctu sledovanych analyti a matrici bylo pouzito MRM (Multiple Reaction
Monitoring) skenovéani. Podminky analyzy byly zvoleny na zéklad¢ zpracované literarni
reserse.93,94,95,96  Optimalizace detektoru byla provedena pomoci roztokli standardi
v methanolu (¢ = 1 pg - ml™). Pro analyzu byla zvolena kolona C18 Luna®, 250 mm x 10 mm,
velikost ¢astic 10 pm, Phenomenex. Tato kolona vynikd pfedev§im svoji ucinnosti, vysokym
rozliSenim a optimalnim tvarem pika. Dulezitou vlastnosti je to, Ze zde prakticky neexistuji
volné silanolové skupiny, a to diky vysokému pokryti silikagelu nepolarni fazi a eliminaci
zbytku volnych skupin tzv. endcappingem. Pracovni rozsah kolony je v oblasti pH 1,5 az 10,0 a
jeji predpokladana Zivotnost je vice nez 1000 hodin.?”

Kvantifikace analytli byla provedena metodou externi kalibrace, s vyuzitim vicebodové
kalibra¢ni kiivky, sestrojené pro kazdy hodnoceny analyt. Sledované latky byly identifikovany
srovnanim hmotnostnich spekter se spektry standardt z kalibra¢ni kiivky. Pro kvantifikaci bylo
vyuzito udajii odectenych z kalibracni kiivky.
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Tabulka 5 Sledované analyty v povrchoveé vode z reky Thurso

Analyt Prekurzorovy ion (m/z)  Produkovany ion (m/z)
Diklofenak 294 250
214
Ibuprofen 205 161
Ketoprofen 253 209
197
Kyselina mefenamova 240 196
Kyselina salicylova 137 92
64
Naproxen 229 186
170

3.4.6. LC/MS podminky pro stanoveni analyti v povrchové vodé z feky Thurso

3.4.6.1. Chromatografické podminky
+* Mobilni faze: methanol + 10 mM amonium acetat
«»  Nastiik: 20 ul
% Pratok: 0,2 ml - min™
% Teplota kolony: 40 °C
«» Délka analyzy: 33 min
+«» Gradient: viz. Tabulka 6

Tabulka 6 Pribeh gradientu mobilni faze
Cas (min) CH3COONH, (%) MeOH (%)

0 70 30
25 2 98
26 2 98
28 70 30
33 70 30

3.4.6.2. Nastaveni hmotnostniho spektrometru
Pratok susiciho plynu: 256 1 - hod™
Teplota suSiciho plynu: 200 °C

Napéti na kapilaie: 5000 V

Skenovaci méd: MRM

Ioniza¢ni méd: negativni

X/
°

R/
A X4

X3

S

e

*

X/
°
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Tabulka 7 Nastaveni MS pro jednotlive analyty

Analyt Prekurzorovy ion Produkovany ion MS-Parametry

(m/z) (m/z) Cone voltage (V) Collision (eV)
Diklofenak 2940 250,0 10 10
214,0 10 10
Ibuprofen 205,0 161,2 10 10
Ketoprofen 253,0 209,2 15 10
197,2 15 10
Kyselina mefenamova 240,0 196,2 25 20
Kyselina salicylova 137,0 92,9 30 15
64,2 30 15
Naproxen 229,0 186,2 15 10
170,2 15 10

3.4.7. ldentifikace a kvantifikace analyti ve vzorcich povrchové a moiské vody
odebranych na Taiwanu

Metoda kapalinové chromatografie (LC) s hmotnostnim spektrometrem (MS) jako
detektorem byla pouzita pro analyzu redlnych vzorkd odebranych na tzemi Taiwanu
v oblastech Tainan a Kaohsiung. Ionizace byla provadéna elektrosprejem a jako analyzator byl
pouzit trojity kvadrupol (QqQ). Analyty byly ionizovany pouze v negativhim modu. Bylo
pouzito MRM (Multiple Reaction Monitoring) skenovani, a to vzhledem k matrici a poctu
sledovanych analyti. Podminky analyzy byly zvoleny na zékladé provedené literarni
reserse.93,94,98,99 Optimalizace detektoru byla provedena pomoci roztokl standardd ve smési
methanol : voda (2 : 1) (¢ = 1 pg'ml™). Pro analyzu byla zvolena kolona Kinetex PFP, velikost
100 x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,6 pm, Phenomenex. Tato kolona ma vynikajici vlastnosti.
Castice v koloné Kinetex nejsou zcela porézni, difuze analytii tedy neprobiha celou ¢astici, ale
pouze v povrchové vrstve, jejiz tloustka je 0,35 pum. Tento rychlej$i pfenos hmoty ma za
nasledek ostré piky a vys$si uc¢innost kolony. Pracovni rozsah kolony je v oblasti pH 1.5 az 8.
Pracovni tlak miize byt az 1000 bar.00

Kvantifikace analytli byla provedena metodou standardniho ptidavku, pro kazdy sledovany
analyt. Sledované latky byly identifikovany srovndnim hmotnostnich spekter se spektry
standardd, pro kvantifikaci bylo vyuzito idaji odectenych z kalibraéni kiivky.
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Tabulka 8 Analyty sledované v povrchové a morské vode odebrané na Taiwanu

Analyt Prekurzorovy ion (m/z) Produkovany ion (m/z)

Diklofenak 294.0 250,0

214,0
Ibuprofen 205,0 161,0

158,9
Ketoprofen 2529 209,2

Kyselina salicylova 136,7 93,2

65,1
Naproxen 228.9 1849

169,9

3.4.8. LC/MS podminky pro stanoveni analyti v povrchové a moi'ské vodé z odbérovych
lokalit na Taiwanu

3.4.8.1. Chromatografické podminky
+» Mobilni faze: 0,1% HCOOH v deionizované vodé + 0,1% HCOOH v acetonitrilu
¢ Nastiik: 20 pl
% Pritok: 0,3 m - min™

+» Teplota kolony: 25 °C

s Délka analyzy: 11 min
«* Gradient: viz. Tabulka 9

Tabulka 9 Prubeh gradientu mobilni fdze

Cas (min)  0,1% HCOOC v DI vodé  0,1% HCOOH v acetonitrilu

0 50 50
0,1 50 50
2 5 95
6 5 95
6,2 50 50
11 50 50

3.4.8.2. Nastaveni hmotnostniho spektrometru
% Pritok susiciho plynu: 60 1 - hod™
¢ Teplota susiciho plynu: 550 °C

¢ Napéti na kapilare: 5000 V

¢ Skenovaci moéd: MRM

¢ Toniza¢ni mdd: negativni
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Tabulka 10 Nastaveni MS pro jednotlive analyty

Analyt Prekurzorovy ion Produkovany ion MS-Parametry

(m/z) (m/z) Cone voltage (V) Collision (eV)

Diklofenak 294.0 250,0 10 15

214,0 10 25

Ibuprofen 205,0 161,0 10 10

158,9 13

Ketoprofen 252,9 209,2 10 10

Kyselina salicylova 136,7 93,2 10 20

65,1 10 40

Naproxen 228,9 184,9 10 10

169,9 10 17
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Stanoveni chromatografickych podminek na kapalinovém chromatografu
Agilent 1100 Series s detektorem diodového pole; pro experimenty provadéné
v Ceské Republice

Pro sprédvnou identifikaci a kvantifikaci sledovanych analytl je dilezité spravné nastaveni
pristroje a vhodné zvoleni mobilni faze. Optimalni nastaveni bylo zjiStovano pomoci roztoki
standardd. Tyto roztoky byly pfipraveny rozpusténim standardi danych analyti v methanolu.
Koncentrace tchto pracovnich roztoki byla 0,1 mg - ml™’. Injektovano bylo 5ul roztoku
standardu. Pfi optimalizaci byla pouzita kolona Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost
4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 5 um, Agilent.

rrrrr

vhodnych podminek bylo provadéno v nékolika fazich.

4.1.1. Stanoveni diklofenaku a ketoprofenu

Pii optimalizaci byly pouzity vinové délky 275 nm (diklofenak) a 254 nm (ketoprofen),
nebot’ pii téchto vinovych délkach dosahuji sledované latky svého absorpcniho maxima.

V prvnim kroku byla hledana vhodna mobilni faze.

Byly vyzkousSeny tyto mozZnosti:

¢ 5mM HCOOH + ACN

¢ 0,1% HCOOH + ACN

¢ 0,05 M KH,PO4+ ACN
¢ 0,025 M KH,PO4+ ACN

Jako optiméalni byla vybrana kombinace 0,1% HCOOH + ACN; pii pouziti této mobilni faze
byly piky sledovanych latek dostate¢né ostré a soumérné. Nevhodnost pouZziti mobilnich fazi
s dihydrogenfosforecnanem draselnym se projevila vysrazenim KH,PO, v acetonitrilu, a to pfi
uréitém poméru sloZeni téchto mobilnich fazi, coz znemoznovalo analyzu.

Vzhledem k parametrim kolony byl pratok mobilni faze nastaven na 1 ml/min a teplota
kolony pro analyzu byla stanovena na 20 °C. Pfi analyze byla pouZita gradientové eluce. Jako
nejvhodnéjsi byl vybran gradient, pfi kterém se ménilo sloZzeni mobilni faze po dobu 40 min.,
kdy na zaatku analyzy bylo slozeni MF 10 % ACN a 90 % 0,1% HCOOH a na konci
odpovidalo 100 % ACN.Doba analyzy vSak byla pomérné dlouha a proto z divodu celkového
zkréceni doby analyzy byl zvolen gradient, ktery uvadi Tabulka 11.

Tabulka 11 Pribeh gradientu pro diklofenak a ketoprofen

Cas (min) HCOOH (%) ACN (%)
0 90 10
25 16,7 83,3

58



maU

19,533

15.986

Ketoprofen Diklofenak

21 min

Obr. 33 Chromatogram diklofenaku a ketoprofenu pri optimalnich podminkach

4.1.2. Stanoveni kyseliny salicylové a naproxenu

Kyselina salicylovd mé absorpéni maximum pii 235 nm a naproxen pii 230 nm; proto byla
vybrana vinova délka 230 nm pro hledani vhodnych parametrti pro analyzu téchto 1éCiv.

Opét bylo ovéfeno nékolik mobilnich fazi. Mobilni faze slozena z kyseliny sirové (pH 2,1) +
ACN nebyla vhodna, protoze zde dochédzelo k chvostovani piku kyseliny salicylové. Dalsi
varianta mobilni faze byla 0,01 M HCOOH + ACN; problémem u této mobilni faze byla
sestupnd tendence zakladni linie chromatogramu. Tieti ovéfovanou mobilni fazi byla 0,1%
H;3PO4 + ACN. Tato mobilni faze poskytla piky, které mély optimalni tvar. DileZité bylo také
nastaveni gradientu mobilni faze, coz znézornuje Tabulka 12.

Pribéh analyzy je ovlivnén také teplotou a pritokem mobilni faze.

V tomto ptipad¢ byly pouzity tyto varianty teploty: 15 °C, 20 °C a 25 °C. I v tomto piipade
byla za optimalni zvolena teplota 20 °C, protoze pii 15 °C se prodluZuje doba analyzy, aniz by
byl ovlivnén tvar piki, ve srovnani s teplotou 20 °C; pfi 25 °C nemaji piky optimalni tvar.

Pritok byl nastaven na 1 ml - min”, nebot’ pii vy$sim pritoku dochazelo ke chvostovéni
pikt a pfi niz§im pritoku se vyrazné prodluzuje doba analyzy.

Pfi nastaveni téchto parametrii analyzy byly ziskany piky optimalniho tvaru, retenéni Casy
byly 9,284 min pro kyselinu salicylovou a 12,557 min pro naproxen.

Tabulka 12 Prubeh gradientu pro kyselinu salicylovou a naproxen

Cas (min) H;PO, (%) ACN (%)
0 90 10
20 0 100
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DAD1 D, Sig=230,16 Ref=360,100 (D:\LUCKA2\09_02_04_LVASAMPLE(00005.D)
mAU =

Naproxen 7
200~

150

100+

50

9.284

Kyselina salicylova

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 min

Obr. 34 Chromatogram kyseliny salicylové a naproxenu pri optimalnich podminkdch

4.1.3. Stanoveni diklofenaku, ibuprofenu ketoprofenu, kyseliny mefenamové, kyseliny
salicylové, naproxenu a paracetamolu

Pii hledani optimalnich podminek pro vSechna vyse specifikovana analgetika byla nejprve
prométfena absorpcni spektra jednotlivych analytd, aby mohly byt vybrany vhodné vinové
délky pro dalsi optimalizaci podminek. Byly zvoleny tyto vinové délky 230, 254 a 260 nm, a to
na zéklad¢ absorpcnich maxim, které uvadi Tabulka 13.

Jako mobilni faze byl zvolen methanol a 10mM amonium acetat, a to z divodu nésledné
detekce pomoci hmotnostniho spektrometru.

Tabulka 13 Absorpcni maxima sledovanych analytii

Analyt A max (nm)

Diklofenak 230
Ibuprofen 220
Ketoprofen 260
Kofein 275

Kyselina mefenamova 210, 290

Kyselina salicylova 230, 295
Naproxen 230
Paracetamol 254

Nejprve byly jednotlivé analyty stanoveny pfi teploté 25 °C. Bylo zjisténo, ze ketoprofen
a naproxen maji témeéf stejny tr a v disledku toho se jejich piky ptekryvaji, coz je pro detekci
pomoci DAD nezéadouci. Proto byl upravovan gradient, teplota analyzy a priitok mobilni faze.
Bylo zjisténo, Ze pfi teploté 40 °C a Upravé gradientu dojde k dostate¢né separaci ketoprofenu
a naproxenu. Vyvstane vSak problém s kyselinou salicylovou a paracetamolem, jejichZ piky se
pii této teploté prekryvaji. Vzhledem k dostatecné vzdéalenosti mezi problematickymi
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retenénimi ¢asy byl zvolen teplotni gradient, v rdmci kterého pro Casovy interval, ve kterém
jsou eluovany paracetamol a kyselina salicylova, je vhodna teplota 25 °C a v ¢asovém intervalu
eluce ketoprofenu a naproxenu byla pouZita teplota 40 °C (Tabulka 14).

Tabulka 14 Teplotni gradient

Cas (min)  Teplota (°C)

0 25
3,5 40
8 40

Pokud pracujeme s kolonou ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 4,6 x 150 mm, velikost
&astic 5 um, Agilent, byl jako nejvhodn&jsi zvolen pritok 1 ml - min™.

Tabulka 15 Pribeh gradientu mobilni faze pro kolonu Zorbax Eclipse XDB-C18 s velikosti
castic 5 um

Cas(min) CH3COONH4 (%)  MeOH (%)

0 30 70
9,23 50 50
10 50 50
20 70 30
DAD1 D, Sig=230,16 Ref=360,100 (D:\LUCKA2\10_02_22_ANALGET\001-0101.D)
*7 Naproxen
\ Kyselina
%7 mefenamova
.| Paracetamol
. . , Ibuprofen
Kyselina salicylova
= AN

_ Diklofenak
Kofein
/ Ketoprofen

16.415

.....

s casticemi 5 um

DAD detekce byla vyuzita zejména pro optimalizaci metody a nasledné stanoveni vytéznosti
pfi extrakci pevnou fazi. Zde byla optimalni kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 4,6
x 150 mm, velikost &astic 5 um, Agilent, pro kterou jsou optimélni pritoky kolem 1 ml - min™.

rrrrr

pouzit vyhradné hmotnostni spektrometr. I pro tento druh detekce je mozné pracovat
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s pritokem mobilni faze 1 ml - min”, a to vzhledem k tomu, Ze ionizace byla provadéna
pomoci elektrospreje; vyrazné by se vSak zvysily provozni néklady. Z tohoto divodu byly
chromatografické podminky optimalizovany také pro kolonu Zorbax Eclipse XDB-CI18
s velikosti ¢astic 3,5 um a rozméry 2,1 x 150 mm, Agilent, kterd diky jemné&jSim casticim
pracuje s menSimi pritoky. Pii separaci pomoci kolony s ¢asticemi 3,5 pm ma i1 nepatrna
zména prutoku velky vliv na cely pribéh analyzy. Optimalni pritok byl v tomto ptipadé
0,15 ml - min™, p¥i kterém celd analyza trvala 32 minut.

Se zménou velikosti ¢astic bylo nutné upravit také gradient mobilni faze i teplotni gradient.
Byly vyzkousSeny riizné kombinace sloZzeni methanolu a 10mM amonium acetatu. I piesto doslo
v ptipadé pouziti této kolony k prekryti pikl paracetamolu a kyseliny salicylové. Retenéni ¢asy
jednotlivych analytd uvadi Tabulka 16. Vzhledem k tomu, Ze tato kolona byla pouZivana ve
spojeni s hmotnostni detekci, nemél tento fakt zadny vliv na kone¢né stanoveni. Jako nejlepsi
byly vyhodnoceny gradienty uvedené v kapitole 3.4.4.1 (Tabulka 4).

DAD1 D, Sig=230,16 Ref=360,100 (D:\LUCKA2\10_03_12_ANALGET\SMES000008.D)
mAU -

16.707

Naproxen
80
. Kyselina
®1 Paracetamol Kyselina mefenamova
salicylova
o] Ibuprofen
§ Ketoprofen

Kofein ) / Diklofenak

T T T T T
0 5 10 15 20 25 min

23.865

rrrrr

s casticemi 3,5 um

Tabulka 16 Sledované analyty a jejich retencni casy

Analyt tr (min)
Diklofenak 27,4
Ibuprofen 28,0
Ketoprofen 17,3
Kofein 4,7
Kyselina mefenamova 28,8
Kyselina salicylova 33
Naproxen 16,7
Paracetamol 33
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4.2. Vyuziti hmotnostni detekce pomoci hmotnostniho spektrometru Agilent 6320
Series, Ion Trap LC/MS (Ceska Republika)

Pro hmotnostni detekci sledovanych analytti byl pouzit hmotnostni spektrometr Agilent
6320 Series, Ion Trap LC/MS, se sférickou iontovou pasti jako analyzitorem; iontovym
zdrojem byl elektrosprej. Vyhodou iontové pasti je to, ze umoziuje MS". Prvnim krokem,
v ramci provadénych experimentl, bylo proméfeni vSech hmotnostnich spekter sledovanych
analytti a deuterovanych vnitinich standardii metodou pifimé infuze. Koncentrace zkusebnich
roztoki standardd byla 10 pg' ml™'; standardy byly pfipraveny ve smési methanol:voda (80:20)
z dtivodu lepsi ionizace. VSechny sledované analyty byly prométeny jak v pozitivnim tak také
v negativnim ionizaénim modu. Na zdklad¢ ziskanych vysledl byl pro kazdy analyt zvolen
vhodny ioniza¢ni méd.

4.2.1. Sledované analyty a jejich hmotnostni spektra (fazeno dle tg)

Na obrazku Obr. 37 je zobrazeno hmotnostni spektrum paracetamolu (Mr 151,2). Vzhledem
k pouziti negativniho ionizacniho médu byl nalezen molekulovy iont m/z 149,8. Charakter
spektra ndm umoziiuje u tohoto analytu pouzit tandemovou hmotnostni spektrometrii; ve
stejném tg byla eluovana také kyselina salicylové, jejiz vlastnosti neumoziiuji MS% a proto
nebylo k tomuto kroku pfistoupeno.

Intens. |
X105
b 149.8

1 H

1 N.__CH,
. oor

4 o

2280 0
120.8 1989 Ll. .AL 281.0
| . ot

o \ . w

50 100 150 200 250 300 350 400 450 iz

Obr. 37 Hmotnostni spektrum paracetamolu

Hmotnostni spektrum kyseliny salicylové (méfeno v negativnim ionizaénim modu)
predstavuje jeji molekulovy iont m/z 136,8 a také fragment m/z 92,9. Vyskyt fragmentu uz pii
pouziti jednoduchého MS svéd&i o nestabilité tohoto analytu. Tato vlastnost neumoznila MS?,
protoze by doslo k tiplnému rozlozeni sledovaného 1éCiva.
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Obr. 38 Hmotnostni spektrum kyseliny salicylové

DalSim sledovanym analytem byl kofein. Pro kofein byl pouZit pozitivni ioniza¢ni méd
avzhledem k jeho stabilit® bylo vyuZito tandemové hmotnostni spektrometrie (MS?).
Vysledkem bylo hmotnostni spektrum (Obr. 39), na kterém je zieteln¢ vidét jak ptivodni
molekulovy iont (m/z 194,8), tak iont dcefiny (m/z 137,9).

Intens. +MS2(195.0), 5.0min #184
137.9
%
3000 +
NH+ N~ 20
% J/
10
] cH,
2000 +
| 176.8 (‘:H3
i NH+ N __O
1000 — </ ‘ \’\T
N ~
/ CH3

150.9

0-“1,.‘@&1-'1“\,*

50 100 150 200 250 300 350 400 450 vz

194.8
Tl /

Obr. 39 Hmotnostni spektrum kofeinu
Pro naproxen byla zvolena negativni ionizace a v ziskaném hmotnostnim spektru (Obr. 40)

se uz pifi méfeni pomoci jednoduchého MS vyskytl fragment (m/z 184,9) tohoto analytu
(m/z 228,8). Tento fragment mél mnohem vétsi intenzitu nez ptivodni molekulovy iont, a proto

64



byl nasledné¢ hledanou hmotou pii vSech dalSich analyzich zaméfenych na identifikaci
naproxenu ve sledovanych matricich.

Intens.
x106-
184.9

1.25+
] H,Co
i O

1.00

0.75
169.8
CH

228.8
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0.50 HSC\O OO o

0.25

0.00 T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 mz

Obr. 40 Hmotnostni spektrum naproxenu

Pro identifikaci ketoprofenu v negativnim ionizaénim moédu byla vyuzita jednoduchd MS;
v tomto piipad¢ bylo ziskano spektrum s molekulovym (m/z 252,8) i dcefinym iontem (208,9).
Tento dcefiny iont mél mnohem silngjsi signal, a proto byl zvolen pro identifikaci ketoprofenu
1 pti vSech ostatnich analyzach.
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Obr. 41 Hmotnostni spektrum ketoprofenu
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Hmotnostni spektrum diklofenaku (Obr. 42) namétfené v negativnim ioniza¢nim modu ma
dva silné signdly patfici molekulovému iontu (m/z 293,8) a fragmentu (m/z 249,8). Signal
molekulového iontu byl intenzivnéjsi, a proto byl sledovan pii vSech dalSich analyzach.
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Obr. 42 Hmotnostni spektrum diklofenaku

V hmotnostnim spektru ibuprofenu (negativni ionizace) jsou opét prezentovany jak
molekulovy iont (m/z 204,9), tak také jeho fragment (m/z 160,9). Pfestoze je intenzivngjsi
signal molekulového iontu nez jeho fragmentu, muselo byt v dalSim stanoveni pfistoupeno
k detekci fragmentu. Tento krok byl zvolen z divodu sloZitosti matrice. Vzhledem
k predpokladanému zvySenému vyskytu tohoto analgetika v redlnych vzorcich by vSak nemél
byt problém s jeho detekei.

Intens.
x106
1 204.9

1.50 3
1.25
1.00
1 160.9
0.75 4

0.50

0.25

255.0
433.0

0.00 T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 mz

Obr. 43 Hmotnostni spektrum ibuprofenu
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Kyselina mefenamova byla rovnéz méfena v negativnim ionizaénim moédu, a to
jednoduchou MS; vysledkem bylo hmotnostni spektrum, které obsahovalo pouze molekulovy
iont kyseliny mefenamové (m/z 239,9). Byla aplikovana tandemova hmotnostni spektrometrie,
ale uz pii pouhé izolaci dané hmoty vyrazné poklesla intenzita signalu a rovnéZz intenzita

fragmentu byla vyrazné nizsi. Proto byla v dalSich analyzach pouzivana vyhradné jednoducha
MS.

239.9

255.0
o T . T T A T "L = - T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 mz

Obr. 44 Hmotnostni spektrum kyseliny mefenamové

Atenolol-D7 je deuterovany vnitini standard pouzivany pro ionizaci v pozitivnim modu.
V jeho hmotnostnim spektru (Obr. 45) jsou zfeteln¢ vidét dva signaly; jeden patii
molekulovému iontu [M+H]" a druhy patii aduktu [M+Na]". Molekulovy iont m/z 274,2 mél
vysokou intenzitu a proto bylo p¥istoupeno k MS? detekei.
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Obr. 45 Hmotnostni spektrum atenololu-D7

T
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Pro ionizaci provadénou v negativnim moddu byl jako vnitini standard zvolen deuterovany
ibuprofen-D3. Po jednoduché MS ionizaci bylo ziskdno spektrum obsahujici jak molekulovy
iont (m/z 208,1), tak i jeho fragment (m/z 164,1). Pii nasledujicich analyzach byly pro zajisténi
spravnosti sledovany obé hmoty.
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Obr. 46 Hmotnostni spektrum ibuprofenu-D3

4.3. Spojeni HPLC/MS pro stanoveni 1é¢iv

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci nam
provést analyzu smési vybranych 1é¢iv a identifikaci jejich jednotlivych slozek.
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Chromatografické podminky byly optimalizovany pomoci DAD detektoru, a to pro dvé
kolony ZORBAX Eclipse XDB-C18 lisici se rozméry a velikostmi ¢astic.

V dal§im kroku byla provedena optimalizace hmotnostniho spektrometru metodou piimé
infuze standardnich roztokii. Pomoci tohoto postupu byly identifikovany hmoty pro sledovani
danych analytd. Sledovana analgetika maji kysely charakter, a proto byl zvolen negativni
ioniza¢ni méd. Pro tyto analyty vSak nebylo mozné pouzit tandemovou HPLC-MS/MS, nebot’
ve vétSing piipadlt dochézelo k jejich fragmentaci jiz pii pouZziti MS, poptipadé po izolaci jejich
molekulovych iontl doslo k velkému poklesu intenzit signalti. Stejny problém se vyskytl také
u fragmentd. Z tohoto diivodu byla pro sledovana analgetika a vnitini standard ibuprofen-D3
pouzita pouze metoda HPLC-MS. Kofein, ktery patii mezi latky stimulujici centralni nervovou
soustavu a je Casto piidavan k analgetikim z divodu rychlejsiho prubéhu jejich Gcinku, byl
analyzovan v pozitivnim ionizaénim modu. Vzhledem k jeho stabilité a dobrému signalu byla
vtomto piipadé pouZita tandemova hmotnostni spektrometrie HPLC-MS/MS. Pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie byl detekovan také zvoleny vnitini standard pro pozitivni
ionizaci, atenolol-D7.

Vzhledem k tomu, ze byla pouzita jak pozitivni, tak negativni ionizace, byly pro detekci
pomoci MS nastaveny casové segmenty podle retencnich Cast sledovanych analyti. Podle
toho, jaky analyt se vyskytoval v daném casovém segmentu, byla ionizace nastavena na
pozitivni nebo negativni mod. Byl ziskdn chromatogram, ktery je prezentovan na nize
uvedeném obrazku (Obr. 47).

Inlens._: 003-0301.D: EIC 149.9 -All MS
1000 3 \ Paracetamol
Inleng._- 003-0301.D: EIC 136.0 -Al VS
2000 ] Kys. salicylova
Inteng. ] 003-0301.D: EIC 184.9 -All MS

2000 4
] i Naproxen
In(eng._. 003-0301.D: EIC 208.9 -All MS
2000 Ketoprofen
Intelno%_: 003-0301.D: EIC 293.8 -All MS
053 A Diklofenak
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Inleng.__ 003-0301.D: EIC 208.1 -All MS
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Obr. 47 Chromatogram s extrahovanymi hmotami sledovanych analytu

4.4. Optimalizace extrakce pevnou fazi pro sledované analyty (experiment
provadény v Ceské Republice)

Pro dosaZeni efektivni izolace danych sloucenin musela byt optimalizovadna také extrakce.
Stejné jako u optimalizace chromatografickych podminek byla optimalizace extrakce SPE
provadéna postupné podle ptistupu ke sledovanym lé¢iviim. Izolace analyti byla ovéfena na
modelovych vzorcich ptipravenych rozpusténim standardti v miliQ vodé.
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4.4.1. Stanoveni diklofenaku a ketoprofenu

Zakladnim predpokladem uspésné extrakce je vhodné zvoleny sorbent. Proto byly
oveéfovany ruzné typy kolonek. V tomto piipadé se jednalo o kolonky ENVI-18, Oasis HLB
a LC-SAX. Kolonka ENVI-18 je naplnéna sorbentem obsahujicim polymerné¢ vazanou
oktadecylovou fazil01, Oasis HLB obsahuje kopolymer divinylbenzen/N-vinylpyrrolidin?02,
Tteti kolonka byla iontové-vyménna kolonka LC-SAX, ktera obsahuje polymerné vazany
quarterni amin.Z03

Pro vybrané sorbenty byly optimalizovany pracovni postupy. Na iontové-vyménné kolonce
nebyla sledovana analgetika vibec sorbovana. Kolonky ENVI-18 a Oasis HLB mély
srovnatelné vysledky, pfi¢emz kolonka Oasis HLB méla vyssi vytéznost, a proto byla zvolena
jako vhodna pro extrakci vybranych analytid. VytéZznosti byly vyhodnoceny pomoci externi
kalibrace, tj. prostfednictvim vicebodové kalibracni kiivky sestrojené pro kazdy hodnoceny
analyt. Pfi niZze uvedeném postupu se vytéznosti diklofenaku pohybovaly v intervalu 70,97 % —
74,89 % a ketoprofenu v rozmezi 73,28 % — 78,97 %.

Postup pro extrakci byl nasledujici:

Aktivace 6 ml methanolu

Promyti 5 ml miliQ vody

Naneseni vzorku (pH 7)

Promyti 1,5 ml miliQ vody

SuSeni proudem vzduchu

Eluce 2x4 ml methanolu

Suseni N, do sucha

Op¢étovné rozpusténi odparku v 1ml methanolu

® & & O & O o o

4.4.2. Stanoveni kyseliny salicylové a naproxenu

Na zékladé vysledki ziskanych v rdmci optimalizace vhodného postupu pro SPE, nebyla
u diklofenaku a ketoprofenu ovéfovéana iontové-vyménna kolonka LC-SAX, ale pouze kolonky
ENVI-18 a Oasis HLB. I v tomto pfipadé bylo aplikovano nékolik pracovnich postupti, z nichz
byl vybran ten, pii némz byly vytéZnosti nejvyssi. Pro extrakci byla, a to na zakladé¢
provedenych experimentl, zvolena kolonka Oasis HLB; postup byl viceméné stejny jako pfi
stanoveni diklofenaku a ketoprofenu, pouze pii aktivaci byla kolonka promyta misto miliQ
vody 0,01M HCI a pH vzorku bylo upraveno na hodnotu 2. Uprava pH byla provedena za
ucelem zabranéni disociace kyseliny salicylové. 1 vtomto ptipadé byla pouzita pro
vyhodnoceni externi kalibrace, tj. pro kazdy sledovany analyt byla sestrojena vicebodova
kalibra¢ni kiivka. Pro kyselinu salicylovou se vytéZnosti pohybovaly v rozmezi 68,50 % —
96,69 % a pro naproxen v intervalu 78,70 % — 83,94 %.

4.4.3. Stanoveni diklofenaku, ibuprofenu, ketoprofenu, kyseliny mefenamové, kyseliny
salicylové, naproxenu a paracetamolu

Pii optimalizaci extrakce pro vSechna sledovand analgetika se vychdzelo zjiz diive

zjisténych a ovérenych parametri. Na zaklad¢ toho byla rovnou pouzita kolonka Oasis HLB,

kterd méla nejlepsi vysledky v rdmci provedené pilotni studie. Vzhledem k vétSimu poctu

analytti byla vytéZznost posuzovana pii riznych hodnotach pH vzorkd, a to pii pH 2, 4 a 7.
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Sledované analyty maji kysely charakter, a proto byly zvoleny niz$i hodnoty pH, které by mély
zabranit piipadné disociaci a souc¢asné by mély podpotit jejich zachycovani na filtru.

Tabulka 17 Vyteznosti sledovanych analytii pri pH 7, 4 a 2

pH 7 pH 4 pH 2
Pocatecni  Vysledna Vysledna Vysledna
koncentrace koncentrace Vytéznost koncentrace Vytéznost koncentrace Vyté€znost

(ng/ml) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
Paracetamol 5 3,965 79,30 3,265 65,31 3,217 64,33
5 3,831 76,61 3,165 63,31 3,679 73,58
5 4,215 84,31 3,427 68,54 3,215 64,31
5 4,310 86,20 3,820 76,40 3,013 60,25
5 3,763 75,25 3,125 62,49 3,842 76,85
Primér 4,017 80,33 3,360 67,21 3,393 67,86

Kyselina

salicylova 5 <LOD <LOD <LOD <LOD 4,345 86,89
5 <LOD <LOD <LOD <LOD 4,444 88,87
5 <LOD <LOD <LOD <LOD 4,225 84,49
5 <LOD <LOD <LOD <LOD 5,077 101,5
5 <LOD <LOD <LOD <LOD 4,356 87,12
Primér <LOD <LOD <LOD <LOD 4,489 89,78
Kofein 5 3,265 65,31 3,521 70,43 4,521 90,43
5 3,654 73,08 3,698 73,96 4,989 99,77
5 3,035 60,71 3,046 60,91 4,689 93,79
5 3,325 66,51 3,954 79,08 4,913 98,26
5 3,127 62,53 3,995 79,90 5,124 102,5
Primér 3,281 65,63 3,643 72,86 4,847 96,95
Naproxen 5 3,924 78,47 3,965 79,31 3,698 73,97
5 3,216 64,31 4,313 86,25 3,915 78,30
5 3,659 73,18 4,213 84,27 4,126 82,51
5 3,255 65,09 3,645 72,90 4,065 81,30
5 3,900 77,99 3,951 79,02 3,895 77,89
Primér 3,590 71,81 4,018 80,35 3,940 78,80
Ketoprofen 5 3,664 73,28 4,132 82,63 4,138 82,76
5 3,846 76,92 3,994 79,87 4,339 86,77
5 3,745 74,89 4,283 85,66 4,599 91,98
5 3,454 69,07 4,072 81,44 4,103 82,06
5 3,563 71,27 3,989 79,77 4,214 84,28
Primér 3,654 73,09 4,094 81,87 4,278 85,57
Diklofenak 5 3,588 71,76 4,071 81,42 4,527 90,54
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5 3,650 72,99 4,290 85,79 4,702 94,03
5 3,549 70,97 4,511 90,21 4,508 90,16
5 3,745 74,89 4,188 83,76 4,289 85,78
5 3,564 71,28 4,310 86,21 4,612 92,25
Primér 3,625 72,50 4,274 85,48 4,528 90,55
Ibuprofen 5 3,268 65,35 4,531 90,61 3,075 61,49
5 3,503 70,05 4,266 85,31 4,048 80,95
5 3,582 71,64 4,145 82,89 3,347 66,94
5 3,742 74,83 4,379 87,58 3,730 74,59
5 3,554 71,08 4,251 85,03 3,614 72,28
Primér 3,529 70,59 4,314 86,28 3,563 71,25
Kyselina
mefenamova 5 3,215 64,30 3,021 60,43 3,325 66,50
5 3,054 61,09 2,658 53,17 3,214 64,28
5 3,124 62,47 2,773 55,46 2,981 59,62
5 2,265 45,30 3,033 60,67 3,312 66,25
5 2,723 54,46 2,521 50,43 3,155 63,10
Primér 2,876 57,52 2,802 56,03 3,198 63,95

72



Jak je patrné zuvedenych vysledkG (Tabulka 17), nejvhodnéjSim pH pro extrakci
hodnocenych biologicky aktivnich latek bylo pH 2. Vhodnéd volba optimalniho pH nejvice
ovlivnila extrakci kyseliny salicylové, kterd se pii vysSich hodnotdich pH na kolonce
nesorbovala.

Nésledné byly pro lep$i posouzeni vytéznosti zvoleny dvé koncentracni Grovné, a to 250
a 1000 ng/m. Pro vyhodnoceni byla opét pouzita externi kalibrace, tj. vicebodova kalibra¢ni
kiivka pro kazdy hodnoceny analyt.
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Obr. 48 Kalibracni krivky sledovanych analytit a vnitinich standardi
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Tabulka 18 Vytéznosti modelovych vzorkii sledovanych analytii pri koncentraci 250 ng - ml”

Pocatecni Vysledna
koncentrace koncentrace Vytéznost
(ng/ml) (ng/ml) (%0)  NR)(%) Ner(%)
Paracetamol 250,0 198.6 79,44 5,935 10,11
250,0 186,1 74,44 7,379 11,02
250,0 176,5 70,60 8,487 11,79
250,0 182,9 73,16 7,748 11,27
250,0 179,5 71,80 8,141 11,55
250,0 192,3 76,92 6,663 10,56
250,0 195,1 78,04 6,339 10,36
250,0 187,4 74,96 7,228 10,92
Kys. salicylova 250,0 2194 87,76 3,533 11,28
250,0 218,8 87,52 3,603 11,30
250,0 190,4 76,16 6,882 12,73
250,0 230,8 92,32 2,217 10,94
250,0 2214 88,56 3,302 11,21
250,0 220,5 88,20 3,406 11,24
250,0 217,2 86,88 3,787 11,36
250,0 220,3 88,12 3,429 11,25
Kofein 250,0 203,6 81,44 5,358 16,42
250,0 213,6 85,44 4,203 16,08
250,0 2453 98,12 0,543 15,53
250,0 223,1 89,24 3,106 15,83
250,0 231,2 92,48 2,171 15,67
250,0 245,1 98,04 0,566 15,53
250,0 250,6 100,24 -0,069 15,52
250,0 2514 100,56 -0,162 15,52
Naproxen 250,0 2432 97,28 0,785 2,224
250,0 241,5 96,60 0,981 2,300
250,0 2359 94,36 1,628 2,642
250,0 241,5 96,60 0,981 2,300
250,0 238,9 95,56 1,282 2,444
250,0 240,7 96,28 1,074 2,341
250,0 2438 97,52 0,716 2,200
250,0 241,6 96,64 0,970 2,295
Ketoprofen 250,0 2329 93,16 1,975 7,961
250,0 226,4 90,56 2,725 8,180
250,0 2514 100,56 -0,162 7,714
250,0 224.6 89,84 2,933 8,251
250,0 245,6 98,24 0,508 7,729
250,0 237,5 95,00 1,443 7,846
250,0 241,3 96,52 1,005 7,778
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250,0 239,1 95,64 1,259 7,815

Diklofenak 250,0 245,6 98,24 0,508 15,91
250,0 232 92,80 2,078 16,04

250,0 198,7 79,48 5,924 16,97

250,0 202,9 81,16 5,439 16,81

250,0 241,4 96,56 0,993 15,94

250,0 234,3 93,72 1,813 16,01

250,0 223.5 89,40 3,060 16,20

250,0 243,6 97,44 0,739 15,92

Ibuprofen 250,0 240,6 96,24 1,085 26,48
250,0 168,7 67,48 9,388 28,08

250,0 234,4 93,76 1,801 26,52

250,0 187,5 75,00 7,217 27,43

250,0 250,7 100,28 -0,081 26,46

250,0 2423 96,92 0,889 26,48

250,0 239,1 95,64 1,259 26,49

250,0 236,7 94,68 1,536 26,51

Kys. mefenamova 250,0 183,2 73,28 7,713 12,29
250,0 176,2 70,48 8,522 12,82

250,0 186,1 74,44 7,379 12,09

250,0 170,5 68,20 9,180 13,26

250,0 185,3 74,12 7,471 12,14

250,0 169,9 67,96 9,249 13,31

250,0 167,3 66,92 9,549 13,52

250,0 165,4 66,16 9,769 13,68
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Tabulka 19 Vytéznosti modelovych vzorkii sledovanych analytii pii koncentraci 1000 ng -ml”

Pocatecni Vysledna
koncentrace  koncentrace VytéZnost
(ng/ml) (ng/ml) (%) N®)r(%) Ner(%)
Paracetamol 1000 789.,6 78,96 6,074 10,20
1000 836,1 83,61 4,731 9,459
1000 721,3 72,13 8,045 11,48
1000 851,2 85,12 4,295 9,248
1000 891,1 89,11 3,144 8,773
1000 754,2 75,42 7,096 10,84
1000 651,4 65,14 10,06 12,97
1000 726,8 72,68 7,887 11,37
Kys. salicylova 1000 921,4 92,14 2,269 4,844
1000 879,1 87,91 3,490 5,522
1000 889,1 88,91 3,201 5,345
1000 854,7 85,47 4,194 5,992
1000 900,0 90,00 2,887 5,162
1000 897,6 89,76 2,956 5,201
1000 896.9 89,69 2,976 5,213
1000 891,3 89,13 3,137 5,307
Kofein 1000 984,2 98,42 0,456 13,90
1000 974.9 97,49 0,725 13,91
1000 982,1 98,21 0,517 13,90
1000 864,5 86,45 3,912 14,43
1000 976,5 97,65 0,678 13,91
1000 899.8 89,98 2,893 14,19
1000 1091 109,1 -2,621 14,14
1000 998,7 99,87 0,038 13,89
Naproxen 1000 951,6 95,16 1,397 8,792
1000 978,3 97,83 0,626 8,703
1000 943,7 94,37 1,625 8,831
1000 985,1 98,51 0,430 8,691
1000 1081 108,1 -2,330 8,988
1000 975,4 97,54 0,710 8,709
1000 987.,2 98,72 0,370 8,688
1000 1016 101,6 -0,471 8,693
Ketoprofen 1000 996,7 99,67 0,095 8,529
1000 9232 92,32 2,217 8,812
1000 1073 107,3 -2,107 8,785
1000 973,0 97,30 0,779 8,564
1000 980,8 98,08 0,554 8,546
1000 965,3 96,53 1,002 8,587
1000 976,1 97,61 0,690 8,556

76



1000 983,4 98,34 0,479 8,542
Diklofenak 1000 803,1 80,31 5,684 25,67
1000 805,4 80,54 5,618 25,65
1000 1059 105,9 -1,703 25,09
1000 874.,4 87,44 3,626 25,29
1000 694,6 69,46 8,816 26,54
1000 807,6 80,76 5,554 25,64
1000 803,4 80,34 5,675 25,66
1000 806,1 80,61 5,59741 25,647
Ibuprofen 1000 1030 103,0 -0,866 14,54
1000 843,5 84,35 4,518 15,20
1000 1017 101,7 -0,491 14,52
1000 914,0 91,40 2,483 14,73
1000 875,8 87,58 3,585 14,95
1000 886,2 88,62 3,285 14,88
1000 890,5 89,05 3,161 14,86
1000 936,2 93,62 1,84175 14,6312
Kys. mefenamova 1000 689,1 68,91 8,975 10,88
1000 7523 75,23 7,150 9,430
1000 693,1 69,31 8,859 10,78
1000 712,8 71,28 8,291 10,32
1000 683.4 68,34 9,139 11,01
1000 701,5 70,15 8,617 10,59
1000 695.4 69,54 8,793 10,73
1000 699,6 69,96 8,6718 10,6298
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Pro vSechny sledované analyty a pro obé koncentra¢ni hladiny byly vypocteny smérodatné
odchylky. Pro vypocet relativnich smérodatnych odchylek (RSD) bylo vyuZito vzorce (1), kde
on je smérodatnd odchylka a ¥ znaci aritmeticky primér.

2-¢,-100

RSD (%) = (1)

Rovnéz byla vypoctena mez detekce a mez stanovitelnosti. Pro jejich vypocet byl pouzit
Sum zékladni linie. Jako mez detekce (LOD) je uréena takova koncentrace sledovaného
analytu, jejiz odezva na detektoru bude mit pomér signalu k Sumu vétsi nez 3. Pro vypocet byl
vyuzit vztah (2).

c(ng/ml)

LOD (ng/ml) = S/N

3 (2)

Mez stanovitelnosti (LOQ) je takova koncentrace sledovaného analytu, jejiz odezva na
detektoru bude mit pomér signilu k Sumu vétsi nez 10. Tento metrologicky parametr byl
vypocten ze vztahu (3).

c(ng/ml)

LOQ (ng/ml) = S/N

10 3)

Pro zhodnoceni vlivu chyb celého analytického postupu byla pouzita metoda hodnoceni
nejistoty — postup ,,shora — dola*.
Byla vypoctena nejistota vytéznosti (N(R)r), podle vzorce (4), kde Ry je vytéznost analytu.

0,5-(100-R )

4
75 4)

NR) (%) =

Kromé¢ toho byla podle vzorce (5) vypoctena kombinovana nejistota analytického postupu
(Ncr), kde RSD je relativni smérodatna odchylka a N(R)r je nejistota vytéznosti.

N (%) =RSD* + NR),’ 5)
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Tabulka 20 Zakladni statistické udaje a meze detekce a stanovitelnosti pro sledovana léciva

Paracetamol Klys. salicylova Kofein Naproxen Ketoprofen Diklofenak Ibuprofen Kys. mefenamova

Primérna vytéznost pro 250 ng - ml”! 74,92 86,94 93,20 96,36 94,94 91,10 90,00 70,20
Primérna vytéznost pro 1000 ng * ml™ 77,77 89,13 97,14 98,98 98,39 83,17 92,42 70,34

Relativni smérodatna odchylka

B 7,670 11,64 18,08 2,506 18,11 18,11 29,77 8,399
pro 250 ng - ml
Relativni smérodatna odchylka
pro 1000 ng - ml™ 79,36 19,07 67,48 42,96 41,96 104,1 67,07 21,62
R.S.D. (%) pro 250 ng - ml 8,190 10,71 15,52 2,080 15,91 15,91 26,46 9,572
R.S.D. (%) pro 1000 ng - ml’' 20,41 4,280 13,89 8,680 8,528 25,03 14,51 6,147
0 v . S|
primérnd ztrita na vzorek (ng *ml™) ¢, 4, 32,65 17,01 9,112 12,65 2225 25,00 74,51
pro 250 ng - ml
primérna ztrata na vzorek (ng - ml™)
pro 1000 ng - ml™ 2223 108,7 28,56 10,21 16,06 168,3 75,85 296,6
rozptyl pro 250 ng - ml” 51,48 118,6 286,0 5,494 73,30 287,1 775,4 61,72
rozptyl pro 1000 ng * ml™ 5511 318,2 3984 1615 1540 9479 3936 409,0
LOD (ng - ml™) 37,97 42,40 12,49 93,33 25,96 4,540 30,64 1,355
LOQ (ng - ml™) 126,6 141,3 41,65 883,3 86,53 30,64 102,1 4,515
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4.5. Stanoveni 1é¢iv v realnych vzorcich odebranych v Ceska Republice

V ramci této studie byla sledovana 1é¢iva ve dvou typech vody, a to ve vodé povrchové a
ve vodé odpadni.

Reélné vzorky povrchové vody byly odebirany z feky Kretinky, a to na dvou vzorkovacich
mistech (Svojanov a Predmésti). Vzorky byly odebirany v casovém intervalu od dubna do
srpna 2010. Pro vyhodnoceni koncentraci v redlnych vzorcich byla vyuzita vicebodova
kalibra¢ni ktivka, kterd byla méfena spolu s kazdou sadou redlnych vzorkii. Ke vSem
méfenym realnym vzorkim byly také pridavany deuterované vnitini standardy — atenolol-d7 a
ibuprofen-d3. Voda z kazdého odbéru byla zpracovana tiikrat a v Tabulka 21 jsou uvedeny
primérné hodnoty z téchto tif méteni.

V kazdém odbéru byl stanoven kofein, a to ve vysokych koncentracich. Jeho vyskyt
nesouvisi pfimo s uzivanim lé¢ivych ptipravki, ale také s konzumaci napoji a potravin,
ve kterych je kofein rovnéz obsazen. Jeho vysoka koncentrace vSak miize ovlivnit plsobeni
dalsich sledovanych latek, které jsou ve vodé¢ ptitomny, na cely vodni ekosystém, a to ve
vztahu k jeho stimulujicim uc¢inktim.

Béhem odbéri byly viece detekovany vSechny sledované analyty v riznych
koncentracich. Bylo prokazano, ze ve vzorcich odebranych na vzorkovacim misté¢ Svojanov
byly koncentrace niz$i nez ve vzorcich odebranych v Predmésti. Toto zjisténi zcela odpovida
charakteru toku a kromé toho je zde patrny vliv obce na kvalitu vody v fece.

Vyjimkou je kyselina salicylova, jejiz koncentrace byla ve dvou ptfipadech vyssi ve
vzorcich z odbérového mista Svojanov. Vysvétlenim miize byt také to, ze jeji molekula je
soucdsti huminovych kyselin a vrdmci chemickych reakci probihajicich ve vodnim
ekosystému mohlo dojit k jejimu uvolnéni.

Tabulka 21 Koncentrace sledovanych analytii v fece Kretince (ng - ')

Kretinka 54. 11.4. 184. 26.7. 9.8. 11.8. 16.8. 19.8. 23.8.
Svojanov/Piedmésti

Paracetamol S <LOD 51,78 <LOD <LOD 46,78 <LOD 158,6 <LOD <LOD
Paracetamol P <LOD 165,2 <LOD <LOD 126,6 50,64 439,3 <LOD <LOD
K. salicylova S <LOD 35974 <LOD <LOD 36,36 <LOD 5974 66,08 <LOD
K. salicylova P <LOD <LOD <LOD <LOD 68,57 <LOD 83,15 4546 <LOD
Kofein S 21769 27477 80802 49978 17333 13888 45619 72158 12289
Kofein P 25121 32703 87964 50124 77420 44167 75406 50286 16685
Naproxen S 2377 1905 <LOD <LOD <LOD <LOD 6259 <LOD 38,51
Naproxen P 5229 1495 <LOD <LOD <LOD 154,1 <LOD <LOD 1145
Ketoprofen S 1214 132,6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ketoprofen P 659,0 21,48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 70,16
Diklofenak S 10043 1048 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Diklofenak P 26738 653,0 <LOD 282,5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ibuprofen S 3713 7199 <LOD <LOD 287,1 <LOD <LOD <LOD <LOD
Ibuprofen P 14609 8157 <LOD <LOD 4044 <LOD 670,3 <LOD <LOD
K. mefenamova S 41,85 78,57 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
K. mefenamova P 53,03 81,45 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Reélné vzorky odpadni vody byly odebirany z velkokapacitni Cistirny odpadnich vod
v Brné¢ — Modficich, na pfitoku a na odtoku. Vzorkovani probihalo v ¢asovém horizontu od
dubna do ¢ervence 2010. Odebirany byly 24 hodinové slévané vzorky.

Koncentrace v redlnych vzorcich byla opét vyhodnocena pomoci metody externi kalibrace.
Kalibra¢ni kiivka byla i vtomto ptipad¢ sestrojovana s kazdou sadou realnych vzorku.
Rovnéz byly ke vSem méfenym realnym vzorkiim piiddny deuterované vnitini standardy,
atenolol-d7 a ibuprofen-d3.

Tabulka 22 Koncentrace sledovanych analytii v odpadni vodé (ng - ')

cov 204. 21.4. 224, 274. 284. 15.6. 16.6.
Pritok/Odtok

Paracetamol P <LOD <LOD 216,8 <LOD <LOD 7053 <LOD
Paracetamol O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 5639 <LOD
K. salicylovaP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
K.salicylovaO <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kofein P 7566 3183 10106 1138 2482  713,7 61246
Kofein O 450,5 2839 1291 236,1 411,1 0,0 919,8
Naproxen P 7621 7634 3842 <LOD <LOD 622,7 <LOD
Naproxen O 3495 6992 <LOD <LOD <LOD 2242 <LOD
Ketoprofen P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1427 <LOD
Ketoprofen O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Diklofenak P 23166 26568 <LOD <LOD <LOD 549,5 <LOD
Diklofenak O 16411 18754 <LOD <LOD <LOD 5021,2 <LOD
Ibuprofen P 431,0 452,8 <LOD <LOD <LOD 932,3 2894
Ibuprofen O 141,2 103,5 <LOD <LOD <LOD 1410 <LOD
K. mefenamova P 33,60 33,51 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
K. mefenamova O 56,41 4524 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
17.6. 23.6. 24.6. 29.6. 30.6. 1.7. 13.7.

Paracetamol P <LOD <LOD 2635 760,3 5349 3450 2109
Paracetamol O <LOD <LOD 99,60 <LOD 30,21 192,1 192,1
K. salicylovaP <LOD <LOD 143,8 138,7 <LOD <LOD <LOD
K.salicylovaO <LOD <LOD 181,2 <LOD <LOD <LOD <LOD
Kofein P 37186 33508 7387 9280 40589 13034 11718
Kofein O 1098 581,6 178,5 1342 820,3 916,0 916,0
Naproxen P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Naproxen O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ketoprofen P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ketoprofen O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Diklofenak P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Diklofenak O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ibuprofen P 13882 6326 29563 583,1 <LOD 822,1 6439
Ibuprofen O <LOD 5562 4772 1855 <LOD 236,8 176,0
K. mefenamova P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 23,73
K. mefenamova O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 25,01
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14.7. 15.7.  207. 21.7. 227. 28.7. 29.7.

Paracetamol P <LOD <LOD <LOD 1844 87,18 <LOD 1772
Paracetamol O <LOD <LOD <LOD 15,13 <LOD <LOD 133,5
K.salicylovaP  <LOD 50,49 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
K.salicylovaO <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kofein P 30637 9540 43739 8795 12673 16103 88647
Kofein O 301,3 187,7 4859 8495 <LOD 9,853 <LOD
Naproxen P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Naproxen O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ketoprofen P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ketoprofen O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Diklofenak P <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Diklofenak O <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ibuprofen P <LOD <LOD 1647 1275 52158 <LOD <LOD
Ibuprofen O <LOD <LOD 1545 7244 9439 <LOD <LOD
K. mefenamova P 25,39 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
K. mefenamova O 23,65 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Vysledky analyz odpadni vody jsou kompletné prezentovany v tabulce (Tabulka 22).
Stejné jako u povrchové vody, také ve vSech vzorcich odpadni vody se vyskytoval kofein.
Prestoze byl detekovan i na odtoku z Cdistirny odpadnich vod, jeho koncentrace byla
mnohonasobné nizsi. Uinnost odstranéni tohoto analytu pii &isténi v COV v Brné —
Modticich byla v pripad¢ tohoto analytu 95,38 %.

Nejcastéji detekovanym analgetikem byl ibuprofen, coz odpovida ovéfenému poznatku, ze
patfi mezi nejoblibendj§i preparaty ztéto farmaceutické skupiny. Uéinnost odstranéni
v diisledku ¢isténi na COV byla v tomto piipadé 65,66 %. Ve dnech 15. 6. a 29. 6. 2010 byla
koncentrace na odtoku vyssi nez na pritoku. Tuto odchylku je mozné vysvétlit nasledovné:
zadrz Cistirny odpadnich vod je 24 hodin, a proto vysokd koncentrace mize souviset
s koncentraci tohoto analytu ve dnech 14. 6. a 28. 6. 2010. V tyto dny vSak vzorky nebyly
odebirany.

Paracetamol, ktery rovnéz patii mezi velmi ¢asto vyuzivané preparaty, byl detekovan
v deseti piipadech. Uéinnost &istirny odpadnich vod pfi odstranéni paracetamolu z odpadni
vody byla 74,81 %.

Prestoze byla pfedpokladdna ptitomnost kyseliny salicylové, tento analyt nebyl téméf
vibec detekovan. Vysvétlenim muize byt to, Ze se kyselina salicylova vzhledem ke své
nestabilit¢ pravdépodobné rozpadla v ramci procesti probihajicich v odpadni vodé€, nebo

vvvvvv
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4.6. Stanoveni chromatografickych podminek pro kapalinovy chromatograf
Alliance 2695 HPLC, Waters, pro experimenty provadéné ve Skotsku

Aby byly sledované analyty spravné identifikovany a kvantifikovany, je velmi dilezité
spravné nastaveni pfistroje a vhodné zvoleni mobilni faze. Optimalizace nastaveni byla
provedena pomoci roztokll standardi. Tyto roztoky byly pfipraveny rozpusténim standarda
hodnocenych analytii v methanolu. Koncentrace téchto pracovnich roztokd byla 1 pg - ml”
a injektovano bylo 20 ul roztoku standardu. Optimalizace byla provedena pro kolonu C18
Luna®, 250 x 10 mm, velikost ¢astic 10 pm, Phenomenex.

Nejprve byla vybrana vhodna mobilni faze.

Za ucelem optimalizace byly ovétovany nasledujici mobilni faze:

¢ 0,1% HCOOH + methanol
¢ MiliQ voda+ methanol
¢ 10mM amonium acetat + methanol

Vysledky prokdzaly, ze optimalni mobilni faze byla dvouslozkovd kombinace 10mM
amonium acetat + methanol, nebot’ odezva detektoru méla v ptipadé pouziti této mobilni faze
nejveétsi hodnotu. Aby bylo dosazeno, co nejlepsi separace sledovanych latek byla pii analyze
pouzita gradientova eluce (Tabulka 23). Protoze byl jako detektor pouzit hmotnostni
spektrometr, byl pritok mobilni fize 0,2 ml - min™. Teplota kolony byla 40 °C.

Tabulka 23 Pribeh gradientu mobilni faze.

Cas (min) 10mM CH3COONH, (%) Me OH (%)

0 70 30
25 2 98
26 2 98
28 70 30
33 70 30

4.7. Podminky hmotnostni detekce pomoci hmotnostniho spektrometru Waters
Micromass® Quattro Micro™ detector, Waters (Skotsko)

Sledované analyty byly detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru Waters
Micromass” Quattro Micro™ detector, s trojitym kvadrupélem jako analyzatorem; iontovym
zdrojem byl elektrospre;.

Nejprve byly optimalizovany parametry hmotnostniho spektrometru pro kazdy sledovany
analyt. Toto bylo provedeno piimou infuzi standardnich roztokii. Vzhledem k charakteru
sledovanych latek, jejichz molekuly obsahovaly kysely vodik, byla zvolena negativni
ionizace. Pro detekci sledovanych I1éciv vrealnych vzorcich byla pouzita tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS), MRM (multiple reaction monitoring) mod, ktery
umoziuje velmi piesné a citlivé stanoveni analytii ve smeési.
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Tabulka 24 Optimalni nastaveni hmotnostniho spektrometru pro dané analyty

MS-Parametry

Prekursorovy Produkovany

Analyt tg (min) ion (m/z) ion (m/z) Cone voltage  Collision
%) (eV)

Diklofenak 20,98 294 250 10 10
214 10 10
Ibuprofen 22,20 205 161,2 10 10
Ketoprofen 16,27 253 209,2 15 10
197,2 15 10
Kyselina mefenamova 22,18 240 196,2 25 20
Naproxen 15,86 229 186,2 15 10
170,2 15 10
Kyselina salicylova 4,15 137 92,9 30 15
64,2 30 15

4.8. Optimalizace extrakce pevnou fazi pro sledované analyty (v ramci
experimentu provadéného ve Skotsku)

V ramci provadéného experimentu byla prostfednictvim pilotni studie posouzena vhodnost
tfi kolonek typu Strata. Kolonka Strata screen — A byla naplnéna aniontové vyménnym
sorbentem, kterd mél byt podle vyrobce vhodny zejména pro kyseld 1éCiva, pficemz pH
roztokli bylo pomoci HCI nastaveno na hodnoty 2 a 4. Dal§im ovéfovanym typem sorbentu
byla kolonka Strata screen — C. Sorbent byl v tomto ptipad¢ kationtové vyménny a podle
vyrobce vhodny pro 1éCiva zésaditého charakteru. Sorpce byla provadéna pii pH 6 a 7.
Posledni testovanou byla kolonka Strata X, u které je sorbentem polymerni reverzni faze.
Tento sorbent byl testovan pro pH 2, 4, 6 a 7. Postup pro extrakci byl nasledujici:

¢ Aktivace 6 ml methanolu
3 ml mili Q vody (pH 2, 4, 6, 7)
Naneseni vzorku (pH 2, 4, 6, 7)
Promyti 3 ml mili Q vody
Suseni proudem vzduchu
Eluce 6 ml methanolu
Odpafreni na rotacni vakuové odparce
Rozpusténi v 1ml methanolu

* & 6 O 6 o o

Izolace analytti byla ovéfovana pomoci modelovych vzorki, pfipravenych rozpusténim
standardil v miliQ vodg (c = 150pg - ml™).

Vytéznosti byly vyhodnoceny metodou externi kalibrace, tj. vicebodovou kalibracni
ktivkou.

Z porovnani hodnot vytéznosti pro jednotlivé sorbenty a rizné hodnoty pH (Tabulka 25),
jednoznacéné vyplyva, ze nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pti pouziti SPE kolonky Strata X
obsahujici jako sorbent polymerni reverzni fazi. Soucasné bylo zjisténo, ze optimalni pH pro
toto stanoveni je pH 2, protoze pfi tomto pH je dosazeno optimalni vytéZnosti pro vSechna
sledovana analgetika.
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Tabulka 25 Vyteznosti sledovanych analytii pro riizné sorbenty a pH

Strata Strata Strata Strata
SPE screen A screen A screen C screen C
pH 2 pH 4 pH 6 pH 7

Strata X Strata X Strata X Strata X
pH 2 pH 4 pH 6 pH 7

Sa (%) 10,63 <LOD <LOD <LOD 71,90 6,844 7,962 6,501
Ke (%) 67,77 74,61 30,32 27,67 74,84 76,52 77,58 73,70
Na (%) 72,88 22,02 2,317 4,527 82,39 105,0 115,1 104,4
Mef (%) 36,72 55,95 50,49 56,19 48,16 45,52 50,71 49,25
Ib (%) 27,56 30,57 13,67 15,11 58,64 102,1 96,75 98,09
Di (%) 63,15 91,52 63,08 72,42 71,41 70,77 81,73 79,47

Vytéznost byla oveéfena pomoci deseti pracovnich roztokd, a to pro kazdy sledovany
analyt. Kromé toho byly vypocitany zakladni statistické udaje (Tabulka 27), tj. relativni
smérodatnd odchylka podle vzorce (1), meze detekce (2) a meze stanovitelnosti (3) podle
vzorci uvedenych v kapitole 4.4.3. Za tucelem presnosti a spravnosti optimalizovaného
analytického postupu byla pouzita metoda hodnoceni nejistoty — postup ,,shora — dolii*“. Byla
vypoctena nejistota vytéznosti (N(R)t), podle vzorce (4) z kapitoly 4.4.3 a dale byla podle
vzorce (5) (kapitola 4.4.3) vypoctena kombinovana nejistota analytického postupu (Ncr).

Tabulka 26 Vytéznosti modelovych vzorkii sledovanych analytii pii koncentraci 0,15 mg -ml”

Pocatecni  Vysledna s
M Vytéznost

koncentrace koncentrace (%) N(R)r(%) Ner(%)
(mg/ml) (mg/ml)

Kys. salicylova 0,15 0,1730 115,3 -4,428 27,45
0,15 0,1586 105,8 -1,661 27,15
0,15 0,1180 78,66 6,159 27,79
0,15 0,1663 110,8 -3,128 27,28
0,15 0,1610 107,3 -2,114 27,18
0,15 0,1556 103,8 -1,086 27,12
0,15 0,1626 108,4 -2,416 27,20
0,15 0,1202 80,12 5,739 27,70
0,15 0,1382 92,15 2,266 27,19
0,15 0,1292 86,16 3,995 27,39

Naproxen 0,15 0,1316 87,75 3,535 13,53
0,15 0,1222 81,46 5,352 14,12
0,15 0,1248 83,20 4,850 13,94
0,15 0,1296 86,37 3,935 13,64
0,15 0,1106 73,75 7,576 15,10
0,15 0,1270 84,69 4,419 13,79
0,15 0,1160 77,32 6,546 14,61
0,15 0,1113 74,22 7,442 15,03
0,15 0,1210 80,64 5,588 14,21
0,15 0,1329 88,63 3,282 13,47
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Ketoprofen 0,15 0,1313 87,57 3,590 11,07
0,15 0,1261 84,04 4,608 11,44

0,15 0,1273 84,83 4,378 11,35

0,15 0,1327 88,50 3,320 10,99

0,15 0,1388 92,52 2,160 10,70

0,15 0,1362 90,77 2,664 10,81

0,15 0,1331 88,70 3,261 10,97

0,15 0,1157 77,11 6,606 12,39

0,15 0,1228 81,86 5,237 11,71

0,15 0,1315 87,70 3,551 11,06

Diklofenak 0,15 0,1328 88,54 3,308 14,82
0,15 0,1285 85,67 4,137 15,03

0,15 0,1326 88,39 3,350 14,83

0,15 0,1380 91,97 2,317 14,63

0,15 0,1317 87,80 3,523 14,87

0,15 0,1435 95,66 1,252 14,50

0,15 0,1609 107,2 -2,091 14,60

0,15 0,1521 101,4 -0,403 14,45

0,15 0,1445 96,35 1,053 14,48

0,15 0,1393 92,87 2,058 14,59

Ibuprofen 0,15 0,1010 67,34 9,427 18,86
0,15 0,1171 78,06 6,335 17,52

0,15 0,1073 71,56 8,211 18,29

0,15 0,1241 82,76 4,977 17,08

0,15 0,1096 73,08 7,772 18,09

0,15 0,1061 70,74 8,448 18,39

0,15 0,1196 79,75 5,846 17,35

0,15 0,0987 65,81 9,871 19,09

0,15 0,0978 65,22 10,04 19,18

0,15 0,1111 74,06 7,489 17,97

Kys. mefenamova 0,15 0,0879 58,61 11,95 15,34
0,15 0,0822 54,83 13,04 16,20

0,15 0,0831 55,38 12,88 16,08

0,15 0,0828 55,23 12,92 16,11

0,15 0,0821 54,72 13,07 16,23

0,15 0,0805 53,68 13,37 16,47

0,15 0,0916 61,10 11,23 14,79

0,15 0,0833 55,53 12,84 16,04

0,15 0,0793 52,87 13,60 16,66

0,15 0,0896 59,72 11,63 15,09




Tabulka 27 Zakladni statistické udaje a meze detekce a stanovitelnosti

Kys. salicylova Naproxen Ketoprofen Diklofenak Ibuprofen Kys. mefenamova

Primérna vyt&Znost 98,85 81,80 86,36 86,36 67,21 51,83

Relativni smérodatna 0,020 0,008 0,007 0,010 0,009 0,004
odchylka

R.S.D (%) 27,10 13,06 10,48 14,44 16,34 9,62

Priméma ztrdta na vzorek 1,152 9,112 13,64 13,64 32,79 48,17
(ng - ml")

Rozptyl 3,6:10™ 58107 4,1:107° 9,2:107 7,2:107 1,5:107
LOD (ng - ml™) 5,842 22,92 5,051 8,993 5,967 0,451
LOQ (ng - ml™) 19,47 76,39 16,84 29,98 19,89 1,503
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4.9. Stanoveni 1é¢iv v redlnych vzorcich odebiranych ve Skotsku

Na uzemi Velké Britanie byly odebirany vzorky povrchové vody zifeky Thurso, ktera
protéka skotskou vysocinou. Celkem bylo provedeno pét odbéru tiéni vody. Pro prvni tfi
odbéry byla vyuzita tifi vzorkovaci mista v okoli vypusti z mistni Cistirny odpadnich vod.
V ptipad¢ poslednich dvou odbéri bylo zaclenéno jest¢ jedno odbérové misto. Tento
vzorkovaci bod byl zatfazen z divodu zjisténi mozné kontaminace fi¢ni vody vodou
z poskozeného potrubi. Vzorky byly odebirdny v mésici Cervnu roku 2009. Vzorky byly
zpracovany ihned po odbéru. Pro analyzu vody z kazdého odbérového mista bylo pouzito
3 x 250 ml odebrané vody.

Tabulka 28 Koncentrace sledovanych analytii v Fece Thurso (ng - I'')

Analyt 2.6.2009 4.6.2009 8.6.2009 10.6.2009 12.6.2009
Klys. salicylova (Sa)
Nad potokem 226.9 137,9 148,4 214,3 174,8
Most 257,77 196,6 148,4 208,4 182,1
Pod potokem 2243 164,9 223,1 182,4 146,8
Potrubi X X X 201,0 260,7
Naproxen (Na)
Nad potokem <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Most <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Pod potokem <LOD <LOD <LOD 68,28 61,00
Potrubi X X X 3875 3982
Ketoprofen (Ke)
Nad potokem 23,04 32,72 32,04 27,96 29,28
Most 26,40 33,64 39,80 35,60 37,20
Pod potokem 23,72 30,92 39,12 24,36 29,72
Potrubi X X X 30,08 65,80
Diklofenak (Di)
Nad potokem <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Most <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Pod potokem <LOD <LOD 31,80 <LOD <LOD
Potrubi X X X 225,1 210,2
Ibuprofen (Ib)
Nad potokem <LOD 21,40 14,84 17,68 199,4
Most 32,08 <LOD 4,840 10,00 45,12
Pod potokem <LOD 47,00 13,12 22,80 42,64
Potrubi X X X 2210 2545
Kys. mefenamova (Mef)
Nad potokem 26,44 30,40 27,00 29,40 37,72
Most 27,32 28,44 26,68 26,52 26,52
Pod potokem 27,56 31,56 34,76 28,28 26,76
Potrubi X X X 193,3 183,6
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Pii vyhodnoceni koncentraci analgetik v redlnych vzorcich povrchové vody byla opét
vyuzita metoda externi kalibrace, tj. vicebodova kalibra¢ni kiivka.

V ramci provadéného experimentu bylo prokazéano, ze ve vodé z feky Thurso byly ve
vSech vzorcich detekovany kyselina salicylova, ketoprofen a kyselina mefenamova. Soucasné
bylo zjisténo, ze koncentrace kyseliny salicylové byly vyrazn€ vyss$i nez koncentrace
ostatnich sledovanych analgetik. Mozné vysvétleni je nasledujici: voda ziteky Thurso
vykazuje velmi vysoky obsah huminovych kyselin, v jejichZ molekulovych strukturach je
zakomponovana také kyselina salicylova. Vlivem rtiznych fyzikalné-chemickych vlivi se tato
kyselina miZe z molekul huminovych kyselin uvoliiovat. Vysoky vyskyt huminovych kyselin
ve skotskych fekach je bézny jev, nebot’ izemi, jimiz protékaji, je tvoreno raselinisti. Kromé
jiz deklarovanych analgetik byly rovnéz detekovany naproxen, ibuprofen a diklofenak.

Analyza vody odebrané z dodate¢né ptidaného odbérového mista pro posledni dva
vzorkovaci dny potvrdila, Ze fi€ni voda byla kontaminovdna vodou z potrubi obsahujici
vSechna sledovana 1é¢iva. Vysledky provedenych analyz jsou zpracovany do Tabulka 28.

Na Obr. 49 je pomoci sloupcového grafu zobrazen obsah sledovanych analgetik ve
vzorcich, které byly odebrany 2. 6. 2009. Pii tomto odbéru byly ve vodé identifikovany
anasledné stanoveny Ctyii analgetika ze sledované skupiny, a to ketoprofen, ibuprofen,
kyselina mefenamova a kyselina salicylova. Nejvyssi koncentrace bylo dosazeno v ptipadé
kyseliny salicylové, coZ nemusi souviset pfimo s jeji aplikaci jako 1€ku, jak jiz bylo
vysvétleno vySe. Ketoprofen a kyselina mefenamova se v danych vzorcich vyskytovaly ve
srovnatelnych koncentracich na vSech odbérovych mistech. Z toho je mozné usuzovat, ze je
feka kontaminovdna vySe proti toku a Cistirna odpadnich vod nepfispiva ke zvySeni
koncentrace 1é¢iv jako biologicky aktivnich latek obsaZzenych ve vodé. Poslednim
stanovenym analgetikem byl ibuprofen, ktery byl detekovan pouze ve vzorku odebraném u
mostu.

2.6.2009
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Obr. 49 Grafické zndzornéni kontaminace vicni vody ve vzorcich z 2. 6. 2009
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Ve vzorcich vody odebranych 4. 6. 2009 (Obr. 50) byla detekovéana stejna analgetika jako
vodbéru z 2. 6. 2009. I obsah téchto 1éCiv v povrchové vodé byl srovnatelny. Pouze
v piipad¢ ibuprofenu doslo ke zméné spocivajici v tom, Ze na odbérovych mistech ,,nad
potokem™ a ,pod potokem™ bylo toto analgetikum také detekovano. Protoze se jeho
koncentrace zvysila, je mozné, Ze v Cistirné odpadnich vod nebyl ibuprofen zcela odstranén a
pfi vypousténi z recipientu se dostal zpét do feky Thurso. Pod mezi detekce byl v ramci
tohoto odbéru ve vzorku odebraném u ,,mostu‘.
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Obr. 50 Grafické znazornéni kontaminace ricni vody ve vzorcich z 4. 6. 2009

V odebranych vzorcich povrchové vody, které byly provedeny 8. 6. 2009, byl nové
analyzovan také diklofenak, a to ve vzorcich odebranych na odbérovém misté ,,pod potokem*.
Tim byl potvrzen piedpoklad, ze diklofenak je velmi tézce odstranitelna biologicky aktivni
latka, a to ve vétSiné Cistiren odpadnich vod liSicich se riznou technologii. Kromé
diklofenaku byly v ramci tohoto odbéru ve vodé opét detekovany, a to v nejvyssi koncentraci
kyselina salicylova, dale ketoprofen, kyselina mefenamova a ibuprofen.

90



5.0, 2009

S 200 -
*E 4 - 1
2 0 4 - - T g
= @ - ~ Sa
2 T - | . ~ Dl
NLS a - m Mot
QO\O \3&0 & | N
> O
< ObQo
Q

Oxlbarovaniata

Obr. 51 Grafické zndzornéni kontaminace ricni vody ve vzorcich z 8. 6. 2009

Pti odbéru vzorkl provadénych 10. 6. 2009 bylo nalezeno v biehu feky misto, kam vedlo
potrubi, které bylo poskozeno a pravdépodobné z néj unikala odpadni voda do sledovaného
toku. Toto misto bylo zvoleno jako dal$i odbérovy bod na fece Thurso a dvakrat zde byl
proveden odbér povrchové vody. Pfi analyze téchto vzorkti povrchové vody bylo zjisténo, ze
v ni byla detekovdna vSechna sledovana analgetika, a to ve vysSich koncentracich, nez byla
detekovan také naproxen, a to ve velmi vysoké koncentraci, v porovnani s ostatnimi
sledovanymi 1é¢ivy. Druhou nejvyssi koncentraci pti tomto odbéru vykazoval ibuprofen. Na
zaklad¢ zhodnoceni tohoto dil¢iho experimentu lze konstatovat, ze tato analgetika patii
k velmi casto aplikovanym lé¢iviim na Gzemi Skotska.
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Obr. 52 Grafické zndazornéni kontaminace ricni vody ve vzorcich z 10. 6. 2009

Posledni odbér byl proveden dne 12. 6. 2009, a to na vSech ¢tyfech vzorkovacich mistech.
Stejné jako u predeslého odbéru byly nejvyssi koncetrace vsech sledovanych analyti ve
vzorcich vody odebranych na vzorkovacim misté ,,potrubi®. NejvySsi koncentrace byla
1 v tomto piipad¢ prokdzéna u naproxenu a ibuprofenu.
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Obr. 53 Grafické zndzorneni kontaminace vicni vody ve vzorcich z 12. 6. 2009
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4.10. Nastaveni chromatografickych podminek na kapalinovém chromatografu
Agilent 1200 module, Agilent, pro experimenty provadéné na Taiwanu

Analgetika byla také zjiStovana ve vodach odebiranych na Taiwanu. Hodnocené analyty
1é¢iv jako biologicky aktivnich latek byly ve vzorcich taiwanskych vod identifikovany
a kvantifikovany pomoci kapalinového chromatografu Agilent 1200 module, Agilent.
Spravné nastaveni pouzitého pfistroje a zejména vybér optimalni mobilni faze byl proveden
s vyuzitim poznatkll zpracované literarni reSerSe a na zékladé predchozich experimentl
a pilotnich studii, na které bylo navazano.l04105,106,107 pro analyzy byla zvolena kolona
Kinetex PFP, velikost 100 x 2,1mm, velikost ¢astic 2,6um, Phenomenex.

Jako mobilni faze byla pouzita 0,1% HCOOH v deionizované vodé + 0,1% HCOOH
v acetonitrilu.

Sledované analyty byly nejlépe separovany gradientovou eluci (Tabulka 29). Optimalni
prittok mobilni faze byl 0,3 ml - min™, v zavislosti na vlastnostech kolony a pouZitém typu
detekce. Teplota kolony byla 25°C.

Tabulka 29 Prubeh gradientu mobilni faze
Cas (min) 0,1% HCOOC v DI vodé¢ 0,1% HCOOH v acetonitrilu

0 50 50
0,1 50 50
2 5 95
6 5 95
6,2 50 50
11 50 50

4.11. Podminky hmotnostni detekce pomoci hmotnostniho spektrometru Sciex API
4000, Applied Biosystems, pro experimenty provadéné na Taiwanu

Hmotnostni spektrometr Sciex API 4000, s trojitym kvadrupoélem jako analyzatorem, byl
pouzit pro detekci analgetik v redlnych vzorcich vod. Iontovym zdrojem byl v tomto ptipadé
elektrospre;.

Parametry hmotnostniho spektrometru byly optimalizovany pro kazdy sledovany analyt,
ato pomoci pfimé infuze standardnich roztokii. Molekuly sledovanych latek obsahovaly
kysely vodik, a proto byla zvolena negativni ionizace, pfi které je tento vodik odStépen. Pro
detekci sledovanych 1é¢iv v redlnych vzorcich vody byla pouzita tandemova hmotnostni
spektrometrie (MS/MS) a MRM (multiple reaction monitoring) mod, ktery umoziuje velmi
presné a spravné stanoveni analytli ve smési.
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4.12. Extrakce pevnou fazi, pouZzita pii experimentech provadénych na Taiwanu

Pro extrakci sledovanych analytu byly pouzity SPE kolonky Oasis ® HLB Cartridge,
Waters. Postup extrakce byl nésledujici:

¢

* & 6 6 o o o

¢

Aktivace 6 ml methanolu

6 ml miliQ vody

Suseni kolonky

Naneseni vzorku

Promyti 6 ml miliQ vody

Suseni proudem vzduchu

Eluce 6 ml methanolu

Suseni N, do sucha, na vodni 1azni pfti 38 °C

Opétovné rozpusténi odparku ve smési methanol : voda (2 : 1)

Upravené vzorky byly uskladnény pfti teploté¢ -15°C v mrazicim boxu az do provedeni
vlastni analyzy.

Pro vSechna sledovana analgetika byla vypoctena meze detekce (2) a mez stanovitelnosti
(3) podle vzorct prezentovanych v kapitole 4.4.3. viz. Tabulka 30.

Tabulka 30 Meze detekce a stanovitelnosti pro analgetika sledovand na Taiwanu
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Analyt LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)
Diklofenak 5,787 19,79
Ibuprofen 12,88 39,68
Ketoprofen 15,64 49,32
Kyselina salicylova 25,44 78,64
Naproxen 18,33 57,43




4.13. Stanoveni 1é¢iv v redlnych vzorcich povrchovych vod odebranych na
Taiwanu

Na Taiwanu byly provedeny odbéry vzorkti povrchové vody ze tii fek (Yanshuei, Erren,
Agongdian) a z kanélu ve mésté¢ Tainan, ktery obsahoval také vodu moiskou. Vzorky vody
byly odebirany postupné po proudu az k mistu, kde se feky vlévaly do moie. Bylo zjistovano,
jak se méni koncentrace danych analyt v prubéhu toku. Celkem bylo analyzovano 23 vzorka
vody. Po odbéru byly vzorky skladovany v temnu pfi teplot¢ 4 °C az do dalsiho zpracovani,
pficemz se kazdy vzorek analyzoval vzdy tfikrat (3 % 300 ml). Prezentované vysledky
predstavuji pramér ze tii stanoveni.

U kazdého vzorku byla zmétena také salinita; jeji hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 31
Z naméfenych hodnot je patrné, ze se v blizkosti usti fek do mofe jiz jednalo o vodu
brakickou. Kandl ve mést¢ Tainan obsahoval rovnéz vodu brakickou.

Tabulka 31 Hodnoty salinity pro jednotliva odbérova mista

Agongdian Al A2 A3 A4  x X X X
Salinita (g/1) 0 1,1 0,9 6,7 X X X X
Kanal v Tainanu Cl1 c2 C3 C4 C5 X X X
Salinita (g/1) 3,2 16,8 23,0 244 302 x X X
Erren El E2 E3 E4 E5 E6  E7 E8
Salinita (g/1) 0,2 03 03 04 0,5 0,1 122 214
Yanshuei Yl Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 X X
Salinita (g/1) 0 0,2 0,1 5 8,3 244 X X

Koncentrace sledovanych analytl v realnych vzorcich byly zjistovany pomoci metody
standardniho pfidavku; ke kazdému vzorku byl pfiddvan Iml standardniho roztoku o
koncentraci 100 pg - 1.

Hodnocena 1é¢iva byla detekovana ve vSech odebranych vzorcich. Nejvyssich hodnot
koncentrace dosahoval ibuprofen, ktery je celosvétové velmi Casto uzivanym analgetikem.
Druhou nejvyssi koncentraci mél ketoprofen.

Vysledky provedenych analyz jsou shrnuty v Tabulka 32.
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Tabulka 32 Koncentrace sledovanych analytii ve vzorcich odebranych na Taiwanu (ng - ')

c(ng- 17" Sa Ib Na Ke Di
Agongdian

Al <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
A2 16,53 446,7 47,00 101,0 8,767
A3 <LOD  346,7 162,7 149,7 22,03
A4 4,730 2427 113,3 200,0 8,700
Kanal v Tainanu

C1 1,403 177,3 71,67 55,33 16,87
C2 8,567 182,7 13,03 57,00 1,220
C3 7,100 125,7 28,67 71,33 1,057
C4 5,233 95,00 11,43 <LOD 0,7233
C5 2,747 19,70 1,723 <LOD <LOD
Erren

El 6,867 4,467 <LOD 2423 <LOD
E2 12,13 40,33 <LOD 190,3 1,090
E3 13,57 15,27 <LOD <LOD <LOD
E4 10,57 62,33 6,733 215,3 6,767
ES5 10,40 92,00 3,700 226,0 11,97
E6 2,387 200,3 41,67 48,00 19,03
E7 6,867 54,00 5,767 210,7 1,707
ES8 7,933 75,67 13,83 142,7 0,1283
Yanshuei

Y1 9,567 37,00 6,933 <LOD <LOD
Y2 5,300 62,33 12,13 160,3 6,933
Y3 1,733 76,67 <LOD <LOD 3,567
Y4 1,453 1453 79,00 106,7 31,53
Y5 8,267 163,7 36,00 87,00 15,50
Y6 8,233 73,67 21,10 <LOD  0,9533

Natece Agongdian byly provedeny 4 odbéry vzorkl. V prvnim odbéru byly vSechna
sledovana 1é¢iva pod mezi detekce pouzité metody. Tento odbér byl proveden pod piehradou
na této fece. Pfi druhém odbéru byla detekovana vSechna 1é¢iva, pficemz nejvyssi koncentraci
m¢él pii tomto odbéru ibuprofen. Ve tfetim odbéru nebyla detekovana kyselina salicylova;
pti¢inou by mohlo byt, Ze vzorek byl odebiran v misté, nad kterym se do sledované feky vléva
jiny tok a voda tak mohla byt nafedéna. Naproti tomu diklofenak a naproxen mély ve vod¢
z této odbérové lokality nejvyssi koncentraci, coz mize souviset také s jiz zminénym tokem,
ktery mohl obsahovat tyto analyty, coz mohlo mit za nasledek vyrazné zvySeni jejich
koncentraci.
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Obr. 54 Grafické zndazorneni koncentrace sledovanych analgetik v rece Agongdian

Z Tainanského kanalu bylo odebrano celkem pét vzorkli z riznych mist. Odbér C1 byl
proveden na slepém rameni tohoto kandlu a byly zde detekovany vSechny sledované analyty,
pficemz nejvyssi koncentraci mél ibuprofen. Ve vzorcich z odbérovych mist C2 a C3 se opét
vyskytovala vSechna sledovana 1é¢iva. Naproti tomu ve vzorku z mista C4 nebyl detekovan
ketoprofen, stejné jako ve vzorku z mista C5, kde byla hodnota pod mezi detekce také
v ptipad¢ diklofenaku. Toto bylo zifejmé zpiisobeno velkym nafedénim vody z kandlu
motskou vodou, a to vzhledem k poloze odbérovych mist. Obecné lze konstatovat, ze ¢im
blize byla odbérova mista usti do mote, tim nizsi byly koncentrace sledovanych analgetik ve
vzorcich.
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Obr. 55 Grafické zndazorneni koncentrace sledovanych analgetik v Tainanském kandlu
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Druhou tekou, kde byly odebirany vzorky, byla feka Erren. Na této fece bylo odebrano
celkem osm vzorkli vody, znichz odbérova lokalita oznacena jako E6 byla situovana na
jednom z ptitoki této feky.

Kyselina salicylova se vyskytovala ve vSech odebranych vzorcich. Jeji koncentrace byla ve
vzorcich odebranych v mistech E2 az ES fadové stejna. Ve vzorku E7 byla jeji koncentrace
niz§i, coz muze souviset s natedénim vodou pochézejici z jednoho z pfitoku, ktery se do feky
vléval nedaleko mista odbéru vzorku. Ve vzorku odebraném v poslednim pfitoku feky Erren
pravdépodobné niz$i vlivem natfedéni vody vodou z jiného toku.

Ibuprofen jako dalsi sledované analgetikum se rovnéz vyskytoval ve vSech odebranych
ato v zavislosti na pfitocich, pficemz nejvyssi koncentrace byla stanovena ve vzorku
z odbérového mista E6 (piitok).

Naproxen byl naproti tomu identifikovan teprve az ve ¢tvrtém odebraném vzorku. Jeho
koncentrace se v oblasti mezi misty E4 a E5 sniZila témét o polovinu. V tomto tseku nema
feka Erren zadny pfitok, a proto mize byt moznym vysvétlenim patrné¢ ¢astecny rozklad
tohoto analgetika vlivem fyzikalné-chemickych a biologickych procest probihajicich v fece.
Nejvyssi koncentrace naproxenu byla opét ve vzorku odebraném z mista E6.

Ketoprofen dosahoval v této fece nejvyssich koncentraci ze vSech sledovanych analyta.
Pouze v misté odbéru E3 byla hodnota jeho koncentrace pod mezi detekce, ziejmé v disledku
nafedéni vody.

Diklofenak jako posledni sledované analgetikum nebyl detekovan v prvnim a ve tfetim
odbéru. Zmény koncentraci odpovidaly charakteru toku, tj., ze koncentrace se postupné
zvySovala od vzorku odebraného z mista E7, potom klesla (pravdépodobné ovlivnéni
nafedénim vody z pfitoku); v poslednim odebraném vzorku byla jeho koncentrace nejnizsi,
zde se vsak jiz jednalo o vodu brakickou, diky blizkému usti feky do mote a odebrany vzorek
byl jiz zna¢né natfedén vodou motskou.
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Obr. 56 Grafické zndzorneéni koncentrace sledovanych analgetik v fece Erren
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Tteti a posledni fekou, na jejimz toku byly odebirany vzorky, byla feka Yanshuei, kde bylo
provedeno celkem Sest odbérd vzorkli vody. Jedno odbérové misto bylo opét na jednom
z pritoki této feky.

Ve vsech odebranych vzorcich byla detekovana kyselina salicylova a ibuprofen. Nejvyssi
koncentrace kyseliny salicylové byla v prvnim odbéru, déale pak jeji koncentrace klesala a az
v poslednich dvou odbérech se opét zvysila. Mozné vysvétleni opét souvisi s charakterem
toku, nebot” druhy odbérovy bod byl v misté soutoku. Nizkd koncentrace kyseliny salicylové
mohla byt proto zplisobena nafedénim vody v hlavnim toku. Koncentrace ibuprofenu se
postupné v prib&hu toku zvySovala, pouze v poslednim odebraném vzorku opét klesla; jak jiz
bylo fec¢eno, zde se opét jednalo o vodu brakickou, z ¢ehoz vyplyva, ze voda byla nafedéna
vodou motskou.

Naproxen nebyl detekovan ve tietim odbéru, tj. na pritoku do feky Yanshuei. Koncentrace
naproxenu se v hlavnim toku zvySovala az do mista patého odbéru, kde byla nakonec zjisténa
nejniz8i koncentrace. 1 vtomto piipadé si muzeme tento pokles vysvétlit ¢asteCnym
rozkladem v diisledku pisobeni fyzikalné-chemickych a biologickych procesti probihajicich
v fece.

Ketoprofen nebyl detekovan v prvnim odbéru, v pfitoku a v poslednim odbéru. Tyto tdaje
zcela koresponduji s charakterem toku. Na ostatnich mistech se koncentrace v priabéhu toku
snizovala, z ¢ehoz vyplyva, ze misto kontaminace bylo pravdépodobné¢ mezi vzorkovacimi
body Y1 a Y2.

Diklofenak nebyl detekovan ve vzorku vody z prvniho odbérového mista. Dale jeho
koncentrace postupné rostla a to az do patého odbérového mista, kde koncentrace zacala
klesat. Vzhledem ktomu, Ze vtomto useku feky neni jiz Zzadny pfitok, ziejmé& doslo
k ¢astecné degradaci sledovaného analgetika.
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Obr. 57 Grafické znazornéni koncentrace sledovanych analgetik v rece Yanshuei
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4.14. Porovnani ziskanych vysledkii s publikovanymi udaji

V poslednich letech se na celém svété fada odbornikli z oblasti environmentalni analyzy
zamé&fila na stanoveni ruznych druhd 1é¢iv ve vodach. K rozsifeni poznatkl v této oblasti
pfispéla také moderni pfistrojova technika umoziujici stanoveni az ultrastopovych
koncentraci sledovanych analytl. RozSifeni stavajicich postupi se uskutecnilo i v oblasti
preanalytickych metod. Znamena to, Ze mame k dispozici rizné postupy pro jejich izolaci ze
zékladni matrice a také se odliSuji pouzivané analytické postupy, vesmés nalezici do
separacnich metod. Proto je nezbytné, abychom pii porovnani ziskanych udajii z dané oblasti
vzaly vuvahu i odliSnost pouzitych analytickych postupti, které mohou znacné ovlivnit
ziskana data. Celosvétove lze také hovofit o odliSnostech v pouZzivani lécivych piipravka
v riznych zemich.
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Obr. 58 Porovnani namérenych koncentraci sledovanych analgetik pro Taiwan, Skotsko
a Ceskou Republiku

Na Obr. 58 jsou porovnany zjisténé koncentrace analgetik kvantifikované ve vzorcich
povrchovych vod ze vSech oblasti sledovanych v pribéhu feSeni disertacni prace. Porovnani
neni upln¢ presné, protoze nebyly pouzivany naprosto shodné analytické postupy a zplsoby
detekce pro vlastni stanoveni metodou LC/MS. LiSily se také postupy izolace analyti
z matrice, zpisoby extrakce, typy SPE kolonek i vlastni pracovni postup. Rovnéz byly
pouzity rozdilné analytické koncovky a odliSovaly se podminky separace téchto analytt.
Kapalinova chromatografie byla provadéna na rtiznych kolondch a rozdilné byly také typy
hmotnostnich detektorti. Také se lze domnivat, ze rozdil v uzivani téchto typt 1éCiv je
v Evropé a v Asii pravdépodobné znacné odlisny.

Zéaveérem je proto nutné fici, ze pouhé porovnani ziskanych experimentalnich dat bez
zohlednéni pouzitého analytického postupu je v oblasti stopové analyzy obtizné a nelze ho
povazovat za zcela spravné.
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zjisténé v Jlnych zemich Evropy. 108, 109, 98, 110 7 obrazku je patrné, e v fece Kfetince
z Ceské Republiky byly detekovany mnohonasobné vyssi koncentrace téchto polutantii. Pro
pouzité grafické znazorndni musela byt koncentrace kofeinu uvedena v ug - I"".

Tabulka 33 Koncentrace vybranych analgetik, pro riizné zemé, v povrchovych voddach (ng-I”)

Analyt/Stat Di Ib Ke Kof Sa Mef Na Pa
UK108 8 18 4 X 14 5 29 X
Némeckol0? 33 11 X 104 X X X X
Svédsko?$ 669 56 X X X X 177 X
Spanélskol10 29 60 X X X 3 33 42
CR 2154 1947 117 697 83 14 721 58

Z hodnot uvedenych v této tabulce vyplyva, ze v CR byly nejvyssi koncentrace prokazany
u vSech hodnocenych analgetik.
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Obr. 59 Grafické znazornéni koncentraci vybranych analgetik, pro riizné zemé, v povrchovych
vodach

V ramci Ceské Republiky se stanovenim 16¢iv v Zivotnim prostiedi zabyvaji na Jihodeské
univerzité v Ceskych Budgjovicich na Fakulté rybaistvi a ochrany vod, a to ve spolupraci
s Vyzkumnym tustavem rybarskym a hydrobiologickym. Tomuto tématu se zde vénuje
teSitelsky kolektiv pod vedenim Ing. Tomase Randdka, Ph.D. Zabyvaji se zejména vlivem
1éCiv na biotické slozky vodniho prostfedi, a to zejména na ryby. Vyskyt danych polutantt
povrchovych vod monitorovali pomoci pasivnich vzorkovacti POCIS. Sledovali nékolik
lokalit Véeské Republice a to ve méstech a obcich Pfibram Chomutov Pacov Brloh a

-----
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V nékterych mistech odbért byla koncentrace tohoto analgetika pod mezi detekce a nejvyssi
koncentrace dosahovaly hodnot 600ng/POCIS. /11

Pii srovnani zjiSténych koncentraci ve vzorcich odpadnich vod s ostatnimi evropskymi
staty byla vesmes zjisStovana velmi podobna data, v n¢kterych ptipadech jsou i piiznivéjsi pro
Ceskou Republiku. Pouze koncentrace kofeinu jsou v Ceské Republice vyrazné vyssi. 112 113,
93,98, 110

Tabulka 34 Koncentrace vybranych analgetik, pro riizné zemé, v odpadnich voddch (ng-I"')

Analyt Di Ib Ke Kof Sa Mef Na Pa
Franciel1? 486 219 1081 2213 52 X 289 X
Rakouskol13 4114 2679 X X X X X X
UKY3 X 405 X X X 1327 X X
Svédsko?8 111 751 X X X X 5153 X
Spanélsko?10 250 516 451 X X 5 99 10194
CR 2394 5191 68 21394 16 6 774 355

Z Tabulka 34 vyplyva, Ze vy$si hodnoty analgetik v odpadni vodé nez v Ceské Republice,
byly prokéazany u diklofenaku (Rakousko 4114 ng- I'"), Ketoprofenu (Francie 1081 ng' 1" a
Spanélsko 451 ng' 1), kyseliny mefenamové (UK 1327 ng'l™), Naproxenu (Svédsko 5153
ng'1") a paracetamolu (Spanélsko 10 194 ng'I"). Pro optimalni zpiisoby posouzeni by viak
bylo nutné znat kapacitu COV, pouzité technologie a pfiblizné mnozstvi 16¢iv se sledovanymi
ucinnymi latkami.
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Obr. 60 Grafické znazorneéni koncentraci vybranych analgetik, pro riizné zemé v odpadnich
voddch
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5. ZAVER

Predmétem zdjmu predlozené disertacni prace bylo ziskdni poznatkd z oblasti priniku
rezidui 1é¢iv do zivotniho prostiedi. Toto téma se béhem poslednich let stalo pfedmétem
celosvétového zdjmu. Konkrétné byla pozornost zaméfena na sledovani nesteroidnich
protizanétlivych 1é¢iv a jejich pronikani do odpadnich a povrchovych vod, a to nejen v Ceské
Republice, ale také ve Skotsku a na Taiwanu. Podle toho je tato prace také clenéna.

Jako analytickd metoda pro sledovani vybranych analgetik ve vodach byla zvolena
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) sdetekci diodovym polem (DAD),
ptipadné ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (MS).

Pro extrakci byla vyuZita extrakce pevnou fazi (SPE) spouZitim riiznych sorbentl
a riznych pracovnich podminek.

V ramci experimentii provadénych v Ceské Republice byla provedena optimalizace
chromatografickych podminek pomoci UV-VIS detektoru typu DAD na kolon¢ Zorbax
Eclipse XDB-C18 s velikosti ¢astic Sum a rozméry 4,6 x 150 mm. Dané podminky se vSak
ukazaly jako nevyhovujici pfi analyzach readlnych vzorkd. Pfi nich byl vyuzit jako detektor
hmotnostni spektrometr, s ionizaci pomoci elektrospreje a analyzatorem byla iontova past. Pti
pouziti daného druhu detekce je vhodnéjsi pracovat s nizs§imi pritoky mobilni faze, a proto
byly chromatografické podminky optimalizovany také pro kolonu Zorbax Eclipse XDB-C18
s velikosti ¢astic 3,5um a rozméry 2,1 X 150 mm, kterd diky jemné&j$Sim casticim pracuje
s men$imi prutoky.

Dalsim krokem bylo nalezeni optimalnich podminek pro extrakci sledovanych 1é¢iv
z vodné matrice. Bylo pouzito n€kolik typti SPE kolonek s riznymi druhy sorbentd a také
byly vyzkouSeny rtizné postupy extrakce na pevnou fazi. V radmci experimentl byla rovnéz
vénovana pozornost zavislosti sorpce danych analyti na pH. VytéZnosti extrakce byly
ovéfeny na dvou koncentra¢nich urovnich, a to pro koncentrace ocekavané v realnych
vzorcich.

Pro sledované analyty byly stanoveny meze detekce a mez stanovitelnosti pouzité
analytické metody a byla vypoctena nejistota stanoveni.

Na uzemi Ceské Republiky byly sledovany dva typy vod, a to voda odpadni a povrchova.
Odpadni voda byla odebirana ve velkokapacitni ¢istirné odpadnich vod v Brné¢ — Modficich,
v intervalu od dubna do ¢ervence 2010. Odebiran byl tzv. 24 hodinovy slévany vzorek, ktery
byl dostatecné reprezentativni pro danou analyzu. Povrchovd voda byla odebirdna z feky
Kietinky. Zde byla volena dvé vzorkovaci mista, Svojanov a Predmésti. Cilem vybéru
vzorkovacich mist bylo zjistit, jaky vliv m4 obec Svojanov na kvalitu fi¢ni vody.

Nejcastéji se vyskytujicim analytem byl kofein, jehoz koncentrace byly vesmés nejvyssi.
Tento analyt nepatii mezi analgetika avSak byl zafazen mezi sledované latky, protoze je Casto
pouzivan pro rychlej$i nastup ucéinku lécivych ptipravkid na bazi analgetik. Jeho vysoké
koncentrace ve vodé¢ vSak mohly souviset zejména s vysokou spotfebou néapoji popf.
potravin, ve kterych je kofein obsazen. Jeho vysoky obsah ve vod¢é vSak muize ovliviiovat
pusobeni ostatnich 1é¢iv ve vodnim ekosystému. Nejcastéji se vyskytujicim analgetikem
v odpadnich vodach byl ibuprofen, coz potvrdilo piedpoklad, ze je pravdépodobné nejcasteji
pouzivanym prepardtem. V ficni vod¢ byly béhem vzorkovaciho intervalu postupné
detekovany vsechny sledované latky. Nejcastéji se opét vyskytoval kofein.

Druh4 ¢ast disertacni prace byla provadéna, a to v rdmci pracovni stdze, na Environmental
Research Institute ve mést¢ Thurso, ve Skotsku. Tato stdz byla uskutecnéna v rdmci
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mezinarodniho programu Socrates — Erasmus. Také zde byla pozornost smérovana do oblasti
vyskytu 1é¢iv v povrchovych vodach. Rovnéz na tomto pracovisti musela byt vzhledem
k odlisné pfistrojové technice provedena optimalizace pouzitého analytického postupu.
V prvnim kroku byly optimalizovany chromatografické podminky s pouzitim kolony C18
Luna®, 250 x 10 mm a velikosti ¢astic 10 pum. Jako detektor byl pouzit hmotnostni
spektrometr s ionizaci elektrosprejem a jako analyzator trojity kvadrupol. Pii detekci
sledovanych 1é€iv v redlnych vzorcich byla pouzita tandemovéd hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) a MRM (multiple reaction monitoring) mod, ktery umoznil piesné a spravné
stanoveni analytil ve smési.

Pii hledani optimalniho postupu extrakce bylo také posouzeno vice druhii sorbentil
arozdilné postupy pro sorpci provadénou pfi rizném pH. Nésledné byla stanovena vytéZznost
extrakce.

Pro sledované analyty byly rovnéz stanoveny mez detekce a mez stanovitelnosti pouZzité
analytické metody.

Ve Skotsku byly odebirany vzorky povrchové vody z feky Thurso, kterd protéké skotskou
vysocinou. Na fece byla vybrana tfi odbérova mista v zavislosti na poloze Cistirny odpadnich
vod pro mésto Halkirk. V pribéhu provadéni experimentu piibylo jesté ¢tvrté odbérové misto,
protoze bylo objeveno mozné bodové znecisténi ficni vody vodou odpadni, a to z poruseného
potrubi. Odbéry vzorki byly provadény v mésici cervnu roku 2009.

Ve vSech odebranych vzorcich se vyskytovala kyselina salicylovd, a to v pomérné
vysokych koncentracich. Tento jev vSak miiZze souviset s vysokym obsahem huminovych
kyselin v fece Thurso, v jejichz molekulovych strukturdch je obsazena struktura kyseliny
salicylové, ktera se pisobenim rtiznych fyzikalné-chemickych vlivi na huminové kyseliny
muze uvolnovat. Kromé toho se v odebranych vzorcich velmi ¢asto vyskytoval ketoprofen,
dale kyselina mefenamovéd a ibuprofen. Ve vzorcich, které byly odebrany z dodate¢né
zatazeného vzorkovaciho bodu, byla stanovena vSechna sledovand analgetika, a to ve velmi
vysokych koncentracich. To potvrdilo domnénku, Ze se jednd o prioritni zdroj znecisténi
vodniho toku.

Posledni c¢ast disertacni prace byla méfena na Taiwanu, vradmci stize, kterd byla
uskuteénéna diky rozvojovym programim MSMT 2010 (RP) a mobilitniho stipendijniho
fondu VUT v Brné (MSF). Staz byla uskute¢néna na National Sun Yat-sen University, ve
mésté Kaohsiung. Téma této disertacni prace odpovidalo mistnimu vyzkumnému zaméru,
a proto bylo pokra¢ovano v jiz ovéfenych postupech. Pro analyzy vybranych analgetik byla
opét pouzita kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem jako
detektorem. Separace vybranych analytll byla provedena pomoci kolony Kinetex PFP,
velikost 100 x 2,1 mm, velikost ¢astic byla 2,6 um. lonizace byla provadéna opét pomoci
elektrospreje a analyzatorem byl vtomto piipadé trojity kvadrupol. Pro identifikaci a
kvantifikaci sledovanych analyti v redlnych vzorcich vody byla aplikovana tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) a MRM (multiple reaction monitoring) mod, ktery
umoziuje presné a citlivé stanoveni analytli ve smési.

U vSech odebranych vzorkl z této oblasti byla méfena salinita, nebot’ odebrané vzorky
obsahovaly nejen vodu z ek, ale také vodu motskou.

Pro extrakci byly vyuzity kolonky Oasis ® HLB Cartridge, Waters; v ramci téchto
experimentl nebyla provadéna tiprava pH vzorki.

Pro vSechny sledované analyty detekované v ramci tohoto experimentu byly rovnéz
stanoveny mez detekce a mez stanovitelnosti pouzité analytické metody.
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Na Taiwanu byly provedeny odbéry vzorkli povrchové vody ze tii fek (Yanshuei, Erren,
Agongdian) a z kanalu ve mést¢ Tainan, ktery obsahoval rovnéz motskou vodu. Uvedené
feky protékaji oblasti Tainan a Kaohsiung. Na kazdé fece bylo provedeno nékolik odbéri, a to
v riznych mistech, podél jejich toku. Nejcastéji se vyskytujicim analgetikem byl ibuprofen,
ktery mél také nejvyssi koncentrace, ¢imz bylo potvrzeno, Ze je celosvétové nejvice
aplikovanym analgetikem. Druhou nejvyssi koncentraci ve vzorcich odebranych z povodi tii
fek na Taiwanu mél ketoprofen.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

NSIAD
COX
PG
cov
PE
SPE
LLE
GPC
HPLC
RPLC
DAD
MS
ESI
APCI
APPI
m/z
MRM
ACN
A%

eV
Mr

Nesteroidni protizanétliva léCiva
Cykolooxygenaza

Prostaglandiny

Cistirna odpadnich vod

Polyethylen

Extrakce pevnou fazi

Extrakce kapalina - kapalina

Gelova permeacni chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Chromatografie na obracenych fazich
Detektor diodového pole

Hmotnostni spektroskopie
Elektrospre;j

Chemicka ionizace za atmosferického tlaku
Fotoionizace za atmosférického tlaku
Pomér hmotnosti a naboje

Multiple Reaction Monitoring
Acetonitril

Volt

Elektronvolt

Molarni hmotnost

Retencni Cas

Iontova past

Trojity kvadrupoél

Limit detekce

Limit stanovitelnosti

Relativni smérodatné odchylka
Ptitok

Odtok

Svojanov

Predmésti

Nejistota vytéznosti
Kombinovana nejistota analytického postupu
Kyselina salicylova

Ibuprofen

Naproxen

Ketoprofen

Diklofenak

Kyselina mefenamova

Kofein
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Al-A4 Vzorkovaci mista na fece Agongdian

C1-C5 Vzorkovaci mista na Kanalu v Tainanu
E1-E8 Vzorkovaci mista na fece Erren
Y1-Y6 Vzorkovaci mista na fece Yanshuei
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