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Abstrakt

Vyskyt, akumulace a nésledny osud 1é¢iv v riznych slozkach Zivotniho prostredi
pfedstavuje v soucasné¢ dobé velmi aktudlni téma. Celosvétové jsou rocné
spotfebovavany tisice tun riiznych farmaceutickych latek, kdy velka ¢ast z nich je, at’ uz
v nezméneéné podobé nebo ve formé metabolitli, odvadéna do systému odpadnich vod.
Vzhledem k faktu, Ze procesy probihajici na Cistirnach odpadnich vod nedokdzi tyto latky
ucinng odstranit, prolinaji farmaka postupné do kolobéhu vod a stale tak stoupa zamoteni
podzemnich i1 povrchovych vod. Otazka soustavné kontroly a postupného odstranovani
rezidui 1€¢iv ze zivotniho prostiedi stale neni komplexné a systematicky feSena. Vyvoj a

dostupnost citlivych komercnich analytickych metod jsou tak velmi zadané.

Vramci této diplomové priace byla v laboratofich ALS Czech Republic
optimalizovdna a validovdna multirezidualni analyticki UHPLC-MS/MS metoda pro
stanoveni 52 riznych 1é¢iv v pitnych a odpadnich vodach. Metoda byla dale pouzita pro
monitoring té€chto 1€¢iv jak v pitnych, tak odpadnich vodach, a dale byla také stanovena
ucinnost odstranéni téchto latek v Cistirndch odpadnich vod analyzou dvojic vzorkt
pfitokli a odtokl. Ziskana data koresponduji s jiz publikovanymi studiemi zabyvajicimi

se danou problematikou.
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Abstract

Occurrence, accumulation and subsequent fate of pharmaceuticals in environment
currently represent a very actual topic. Worldwide, thousands of tons of pharmaceutical
substances are consumed every year. A large portion of pharmaceuticals is, in unchanged
or metabolized forms, disposed via sewage systems and wastewater treatment plants.
Considering the fact that wastewater treatment processes are not able to completely
eliminate all active substances or their metabolites, pharmaceuticals are systematically
washing out into the water system and increasingly contaminate the ground and surface
waters. The problematics of continuous control and progressive elimination of
pharmaceutical residues from environment are still not completely solved. Thus, the

development and availability of accurate and fast commercial analyses are highly desired.

The aim of this diploma thesis was the optimization and validation of multi-residue
UHPLC-MS/MS analytical method designated for the determination of
52 pharmaceuticals in drinking and waste waters. The work was carried out in
laboratories of ALS Czech Republic. An analytical method was subsequently used for
monitoring of pharmaceuticals in both drinking and waste waters, as well as for the
determination of efficiency of removing these compounds within the wastewater
treatment processes. The obtained data correspond with the recently published studies

devoted to this problem.

Key words

Pharmaceuticals, UHPLC-MS/MS, optimization, validation, monitoring, drinking water,

waste water.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolU

ATC Anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace (z anglického:
»Anatomical Therapeutic Chemical)

BEH Hybridni stacionarni faze modifikovana ethylenovymi mistky (z
anglického: ,,Bridged ethylene hybrid*)

CE Kolizni energie (z anglického: ,,Collision energy*)
Cv Napéti na vstupu do hmotnostniho analyzatoru (z anglického: ,,Cone
voltage*)

Cs/Cisg Oktyl/oktadecyl

cov Cistirna odpadnich vod

DI Ptimy nastiik (z anglického: ,,Direct injection®)

ESI Ionizace elektrosprejem (z anglického: ,,Electrospray ionization®)
HPLC Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z anglického: ,,High

performance liquid chromatography*)
ISTD Isotopové znaceny standard (z anglického: ,,Isotopic standard®)

IUPAC Mezinarodni unie pro ¢istou a uZitou chemii (z anglického:
»International Union of Pure and Applied Chemistry*)

LC Kapalinova chromatografie (z anglického: ,,Liquid chromatography*)

LC-MS Kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem

LCS Laboratorni kontrolni vzorek (z anglického: ,,.Laboratory control
sample)

LOD Limit detekce (z anglického: ,,Limit of detection*)

LOQ Limit kvantifikace (z anglického: ,,Limit of quantification*)

LP Lécivy ptipravek

MB Slepy vzorek (z anglického: ,,Method blank*)

MF Mobilni faze



MS

MS/MS

MRM

m/z

NP-HPLC

SF

NSAID

OECD

PTFE
PVDF

RP-HPLC

QqQ/ TQ

SPE
SPIKE
SUKL
TOF

UHPLC

WHO

Hmotnostni spektrometrie (z anglického: ,,Mass spektrometry*)

Tandemova hmotnostni spektrometrie (z anglického: ,,Tandem mass
spektrometry*)

Monitorovani vice reakci (z anglického: ,Multiple reaction
monitoring*)
Pomér hmotnost/naboj

Vysokou¢innad kapalinovd chromatografie na normalni fazi (z
anglického: ,,Normal-phase HPLC*)

Stacionarni faze

»Non-steroidal anti-inflammatory drugs®)

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (z anglického:
,»Organisation for Economic Co-operation and Development*)

Polytetrafluoretylén
Polyvinyliden difluorid

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie na reverzni
anglického: ,,Reversed-phase HPLC*)

fazi (z

Pocet otacek za minutu (z anglického: ,,Rotation per minute®)
Trojity kvadrupdl

Extrakce na tuhé fazi (z anglického: ,,Solid-phase extraction®)
Obohaceni vzorku ptidavkem zndmého mnozstvi analytu
Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

analyzator doby letu (z anglického: ,,Time-of-flight*)

Ultra-vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z anglického: ,,Ultra-
high performance liquid chromatography*)

Svétova zdravotnicka organizace (z anglického: ,,World Health
Organization®)

10



1 Uvod

Voda je dualezitou soucasti Zivota na Zemi. Tvoii vice nez dvé tietiny zemského
povrchu, je zdkladnim rozpoustédlem a ucastni se vSech chemickych reakci. Jednim
z nejvice diskutovanych témat, které zvysuji zajem lidi a védecké komunity, je znecisténi
pitné vody i vodnich zdroju rtiznymi polutanty a xenobiotiky. Tato diplomova prace se
zabyva stanovenim ruznych skupin 1é¢iv metodou UHPLC-MS/MS ve vzorcich pitnych

a odpadnich vod.

Farmakologické latky jsou po priichodu travicim traktem organismu metabolizovany
a vylouceny. Degradaci piivodnich ucinnych latek mohou vznikat metabolity, které
mohou casto byt biologicky aktivnéjsi a stabilnéj$i nez piivodni mateiské latky. Vysoka
biologicka stabilita téchto latek zptisobuje, ze farmaka mohou projit Cistirnou odpadnich
vod do environmentalniho prostiedi, kde se dale, v zavislosti na jejich biodegradabilité,

hromadi. [1]

Farmaceutika se do prostfedi dostavaji z riznych bodovych zdrojti, napt. lidskou a
zviteci exkreci, komunalnimi odpadnimi vodami, industridlnim odpadem z priamyslové
vyroby, odpadem z nemocnicnich a veterinarnich zatizeni, ze zemédélstvi nebo riznymi
vyluhy z plidy. [2] Z dosavadnich mezinarodnich studii vyplyva, Ze nizké koncentrace
(ng L) 1&¢iv a jejich metabolitl byly stanoveny téméf ve vSech typech vodnich zdrojt,
tedy v podzemnich, povrchovych, odpadnich i pitnych vodach. Neustaly nartst spotieby
téchto latek, jejich rostouci koncentrace v prostiedi a dlouhodobé vystaveni organismi a
ekosystému tomuto koktejlu 1é¢iv, zvySuje potencionalni hrozbu nezadoucich G¢inkii na

Ziveé organismy a lidskou populaci. [3]

Léciva a hormonalni pfipravky mohou ovlivnit vodni organismy i kvalitu surové vody,
kterd slouzi k vyrobé pitné vody. Mnoho studii poukazuje na fakt, ze tyto latky jsou
schopné naruSovat hormondlni rovnovahu Zivych organismu, zvysuji jejich mortalitu a
pocet vyvojovych abnormalit. Vysledky testli ukazuji, ze individudlni toxicita latek
v nizkych koncentracich neni nejvétsi problém. Vétsi hrozbou je to, Ze 1é€iva ve vodném
prostfedi mezi sebou navzdjem interaguji, a tim zvySuji svljj ucinek. [4] Z téchto diivodi

je dilezity vyvoj novych metod pro stanoveni 1é¢iv a jejich monitoring v prostiedi.

11



1.1 Cile diplomové prace

e Optimalizace slozeni mobilni faize UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni riznych
skupin 1é¢iv ve vzorcich pitnych a odpadnich vod

e Validace metody pro stanoveni 1é¢iv ve vzorcich pitnych a odpadnich vod

e Monitoring vyskytu 16¢iv ve vzorcich pitnych a odpadnich vod v Ceské republice

e Stanoveni Gc¢innosti procesu Cistiren odpadnich vod analyzou jejich ptitokt a odtokt
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2 Teoreticka cast
2.1 Léciva
2.1.1 Charakteristika léciv

Jako léky jsou oznaCovany lécCivé latky a piipravky upravené k poziti a vydané
nemocnému. LécCiva latka je latka nebo smés latek, ptirodniho nebo syntetického ptivodu,
urena k prevenci, terapii nemoci nebo k ovlivnéni fyziologickych funkci. Lécivym
piipravkem je 1éCiva latka upravena do 1ékové formy, musi byt opatiena obalem a fadné
oznacena. VétSina lécivych piipravkll obsahuje pomocné latky, které nemaji vlastni
1é¢ebné ucinky, ale ulehcuji vyrobu, uchovavani nebo aplikaci. [S] LéCivé ptipravky se
déli na hromadné vyrabéné (HVLP) a individualné ptipravované (IPLP), které jsou
ptipravené v lékarn€. HVLP jsou vyrabény ve farmaceutickych spole¢nostech a mohou
byt volné prodejné nebo vazané na Iékatsky predpis. [6] Humanni 1éCivé piipravky jsou
uréené pro podani lidem, veterindrni 1éCivé ptipravky a medikovand krmiva jsou

podéavana zvitatim. [7]

2.1.2 Obecna klasifikace 1éciv

Déleni 1é¢iv do skupin je mozné znékolika hledisek: podle chemické struktury
(arylalkylaminy, fenanthreny, alkylaminoethery, barbituraty, benzodiazepiny,
sulfonamidy), podle charakteru slozky (hlavni U¢inna latka, vedlejsi ucinna latka,
pomocna latka), podle ptivodu (Ié€iva ptirodniho pivodu, 1éCiva polosynteticka, 1éCiva
syntetickd), podle zplsobu podani (perondlni, intravendzni apod.), podle zplsobu
pfipravy (hromadné vyrabénd HVLP, individudlné pfipravovana IPLP) a podle zpisobu
vydeje (vazana na lékatsky predpis, vazana na lIékaisky ptedpis s modrym pruhem, volné

prodejna, vyhrazena a vydej s omezenim). [8]

Klasifikace dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) tfidi 1é¢iva do anatomicko-
terapeutickych (ATC) skupin podle svého klinického t¢inku na organy nebo cely systém.
ATC kéd je alfanumericky mezinarodni kod jednoznacné oznacujici kazdé jednotlivé
1é¢ivo sedmimistnym kodem. Léciva jsou klasifikovana ve skupinach, které jsou dale
roz€lenény do péti urovni. Prvni Groven se sklada ze 14 anatomicko-farmaceutickych

skupin a kazda skupina je oznafena jednopismennou zkratkou (viz Tab. 2.1). [9]
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Tab. 2.1: ATC klasifikace — prvni uroven.

Znacka Anatomicka soustava

>

Travici ustroji a metabolismus
Krev a krvetvorné organy
Kardiovaskularni systém
Dermatologika
Urogenitalni systém a pohlavni hormony
Systémové hormonalni ptipravky kromé pohlavnich hormont a inzulinu
Protiinfekéni 1é¢iva pro systémoveé pouziti
Antineoplastika a imunomodulujici 1é¢iva
Muskuloskeletalni systém
Nervova soustava
Antiparazitika, insekticidy, repelenty
Dychaci tstroji

Smyslové organy

< v W™ " zZz 2 0 <« T Q JQOwwm

Razné

Druh4 troven znaci hlavni farmakologicko-terapeutickou podskupinu a je znaCena
dvojciselnym koédem. Treti a Ctvrtd uroven vyjadiuje chemicko-farmakologicko-
terapeutickou podskupinu, oznacenou dvéma pismeny. Konecné pata uroven vyjadiuje
konkrétni chemickou latku nebo slouc¢eninu a je oznacovana dvéma Cislicemi

(viz Tab. 2.2). [9]

Tab. 2.2 — Priklad ATC znaceni a klasifikace Ibuprofenu.

Znacka Klasifikace
M Muskuloskeletarni systém
MO1 Protizanétliva a protirevmaticka 1éciva
MO1A Nesteroidni protizanétliva a protirevmaticka 1éciva
MO1AE Derivaty kyseliny propionové
MO1AEO1 Ibuprofen

14



2.2 Klasifikace a popis vybranych léciv
V této Casti jsou obecné popsané jednotlivé skupiny 1€Civ, které jsou obsazeny v fesené

multirezidualni LC-MS analytické metod¢ (viz Tab. 2.3).

Antidiarotika (léCiva traviciho traktu a metabolismu) jsou pouzivana k 1é¢bé akutniho
a chronického prijmu. Loperamid a thebain se fadi mezi opioidni antipropulziva, ktera
stimuluji opioidni receptory stfeva, a tim snizuji peristaltiku stfevni hladké svaloviny.

[10]

Antikoagulancia (1é¢iva krve a krvetvornych organt) zpiisobujici snizeni srazlivosti a

koagulaci krve. Warfarin ptsobi jako kofaktor pfi syntéze koagulacnich faktort. [6]

Antihypertenziva (lé¢iva kardiovaskularniho systému) snizuji zvysSeny krevni tlak a
jsou pouzivana k terapii arteridlni hypertenze, snizeni srde¢né frekvence a snizeni
vzru$ivosti myokardu. Mezi -blokétory patii metoprolol, atenolol, propranolol a sotalol.
Ze skupiny léciv ovliviiujici renin-angiotenzinovy systém byly vybrany enalapril a
valsartan. Benzafibrat, kyselina klofibrova a gemfibrozil jsou latky upravujici hladinu
lipidii v krvi. Furosemid a hydrochlorothiazid patfi do skupiny 1é¢iv vyvolavajici zvySeni

diurézy a exkreci moci — diuretika. [10]

Mezi antibakteridlni 1éCiva pro systémovou aplikaci patfi antibiotika a
chemoterapeutika, které slouzi k 1é€bé bakteridlnich, protozarnich a mykobakterialnich
infekei. Z této skupiny byly vybrany 1é¢iva — chloramfenikol, linkomycin, metronidazol,

sulfamethazin, sulfamethoxazol a trimethoprim. [6]

Vybrand cytostatika (paklitaxel, cyklofosfamid, kapecitabin a ifosfamid) jsou 1é¢iva
pouzivand pifi chemoterapeutické 1écbé nadorovych onemocnéni, ktera zpiisobuji
dlouhodobou kompletni remisi nadoru spolu s pfijatelnou toxicitu zdravé tkané.
V nadorovych buitkach se nachdzeji receptorové proteiny, na které se mohou vézat
steroidni hormony (anastrazol a flutamid) a zplisobovat tak inhibici riistu nddorovych

bun¢k. [6]

Imunosupresiva (azothioprin, mykofenolat mofetil) potlacuji nepiimetenou odpoveéd

imunitniho systému, tlumi aktivitu lymfocyti a inhibuji alergickou reakci organismu. [10]
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Vybrané latky ovlivitujici muskuloskeletarni systém se fadi do dvou skupin podle
ucinku. Prvni skupinou jsou myorelaxancia (cyklobenzaprin), kterd uvolnuji kieCe
kosterniho svalstva. Druhou skupinou jsou nesteroidni antiflogistika (diklofenak,
indomethacin, ketoprofen, naproxen a piroxican) potlacujici bolest nebo vznik ¢i rozvoj

zanétu. [10]

Stanovovana 1é¢iva ovliviiyjici centralni nervovou soustavu je mozné rozd¢lit do péti
skupin — analgetika, psycholeptika, psychoanaleptika, antiepileptika a jind léciva
nervového systému. Analgetika (butorfanol, paracetamol, tramadol) jsou schopna pfi
celkovém podani snizit vnimani bolesti, pfipadné snizit zvySenou télesnou teplotu ¢i
potlacit zanét. Psycholeptika (oxazepam, zolpidem) jsou latky potlacujici psychotické
nebo uzkostné stavy. Psychoanaleptika potlacujici depresivni stavy (setralin, citalopram,
diazepam, fluoxetin) se nazyvaji antidepresiva, a naopak latky zlepSujici psychické nebo

mentélni funkce (kofein) jsou nazyvané nootropni latky. [10]

Antiastmatika (salbutamol, terbutalin) slouzi k terapii onemocneni spojenych

s obstrukei dychacich cest, k prevenci astmatickych zachvatii a navozeni brochodilatace.

V diagnostice vyuzivané jodové kontrastni latky (iomeprol, iopamidol, iopromid) jsou

latky, které pohlcuji rentgenové zatreni. [10]

Tab. 2.3: Seznam analytii a zarazeni do ATC klasifikace prvni a druhé kategorie.

Analyt ATC 2. Kategorie
Anastrozol L Hormondlni IéCiva pouzivana v onkologii
Atenolol C  pB-blokatory
Azathioprin L Imunosupresiva
Bezafibrat C  Latky upravujici hladinu lipida
Buprenorfin N  Jina lé¢iva nervového systému
Butorfanol N  Analgetika
Citalopram N  Psychoanaleptika
Cyklobenzaprin M  Myorelaxancia
Cyklofosfamid L  Cytostatika
Diazepam N  Psychoanaleptika
Diklofenak M  Protizanétliva a protirevmaticka léciva
Enalapril C  Léciva ovlivijici renin-angiotenzinovy systém
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Analyt ATC 2. Kategorie
Fluoxetin N  Psychoanaleptika
Flutamid L  Hormonalni lé¢iva pouzivana v onkologii
Furosemid C  Diuretika
Gabapentin N  Antiepileptika
Gemfibrozil C  Léatky upravujici hladinu lipidi
Hydrochlorothiazid C  Léciva ovliviiyjici renin-angiotenzinovy systém
Chloramfenikol J Antibakterialni 1é¢iva pro systémovou aplikaci
S Oftalmologika
Ifosfamide L  Cytostatika
Indomethacin M Lokalni [éCiva k terapii bolesti svalti a kloubt
Iomeprol V  Kontrastni latky
Iopamidol V  Kontrastni latky
lopromid V  Kontrastni latky
Kapecitabin L  Cytostatika
Karbamazepin N  Antiepileptika
Ketoprofen M  Lokalni léciva k terapii bolesti svalil a kloubt
Kofein N Psychostimulancia, latky uzivané k 1é¢bé ADHD a nootropika
Kyselina klofibrova C  Latky upravujici hladinu lipida
Linkomycin J  Antibakterialni 1é¢iva pro systémovou aplikaci
Loperamid A Antidiaroika, stfevni protizanétliva a protiinfekéni 1é¢iva
Metoprolol C  pB-blokatory
Metronidazol J Antibakterialni 1é¢iva pro systémovou aplikaci
G  Gynekologickd antiinfektiva a antiseptika
P Antiprotozoika
A Leéciva k terapii onemocnéni spojenych s poruchou acidity
D  Antibiotika a chemoterapeutika pro pouziti v dermatologii
Mykofenolat Mofetil L  Imunosupresiva
Naproxen M  Lokalni léciva k terapii bolesti svalil a kloubil
Oxazepam N Psycholeptika
Paklitaxel L  Cytostatika
Paracetamol )
(Acetaminofen) N Analgefika
Piroxicam M Lokalni Ié¢iva k terapii bolesti svalt a kloubt
Propranolol C  B-blokatory
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Analyt ATC 2. Kategorie
Salbutamol R Léciva k terapii onemocnéni spojenych s obstrukci dych. cest
Sertralin N  Psychoanaleptika
Sotalol C  pB-blokatory
Sulfamethazin J  Antibakterialni 1é¢iva pro systémovou aplikaci
Sulfamethoxazol J  Antibakterialni 1é¢iva pro systémovou aplikaci
Terbutalin R Léciva k terapii onemocnéni spojenych s obstrukci dych. cest
Thebain A Antidiaroika, stfevni protizanétliva a protiinfekéni 1é¢iva
Tramadol N Analgetika
Trimethoprim J  Antibakteridlni 1é¢iva pro systémovou aplikaci
Valsartan C  Léciva ovlivilyjici renin-angiotenzinovy systém
Warfarin B Antianemika
Zolpidem N  Psycholeptika

2.3 Spotieba lé¢iv v CR

Spotieba 1é¢iv

v Ceské republice je v poslednich péti letech relativné stabilni

(viz Obr. 2.1). Podle Statniho tistavu pro kontrolu 1é&iv (SUKL) se v roce 2019 do sité

zdravotnickych zafizeni v CR dovezlo 256 milioni baleni farmaceutickych piipravki.
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Obr. 2.1: Mezirocni porovnani dodavky pripravki do sité zdravotnickych zarizeni

v roce 2019.
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Podle souhrnného hodnoceni vyvoje dodavek 1é€ivych piipravka podle ATC skupiny
v roce 2019 (viz Obr. 2.2) bylo do sité¢ zdravotnickych zatizeni doddno nejvic farmak
pusobicich na nervovy systém (46,11 miliond baleni), kardiovaskularni systém (45,68
milionti baleni), travici trakt a metabolismus (38,42 miliond baleni), respiracni systém

(35,01 milionil baleni) a muskuloskeletarni systém (22,64 milioni baleni). [11]

Podet baleni (v mil.)

A-B C D G H J L M N P R 8 V
Kod ATCA

Obr. 2.2: Dodavky farmak do sité zdravotnickych zarizeni v CR v roce 2019
rozdéleny v ATCI skupindach (ATCI klasifikace viz Tab. 2.1).

Dle ATC Kklasifikace tfeti irovné bylo v roce 2019 dodano do sité¢ zdravotnickych
l1é¢iv, 1é¢iv ovliviiujici renin-angiotenzinovy systém, antibakteridlni 1éciva pro
systémovou aplikaci, 1éCiva proti nachlazeni a kasli, a 1éCiva k terapii diabetu. Pocty
dodanych baleni téchto LP piekracuje mnozstvi 10 miliont baleni, v ptipad¢ analgetik 19

milionti baleni. [11]

Spottebu farmaceutik ve svété sleduje Organizace pro hospodaiskou spolupraci a
rozvo] (OECD — Organisation for Economic Co-operation and Development). Tato
mezinarodni organizace sdruzuje 36 ekonomicky rozvinutych zemi. OECD monitoruje
spotiebu 1é¢iv ve 26 zemich poskytujicich informace o definované denni ddvce na tisic
obyvatel za den. Tyto informace mohou poskytovat hruby odhad podilu sledované

populace lécené denné konkrétni skupinou farmaceutik. Dle dostupnych informaci
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(viz Obr. 2.3) od OECD z roku 2017 patii Ceské republice tfeti misto ve spotiebé 1é¢iv
(data z roku 2018 a 2019 nejsou uvedena nebo neposkytuji komplexni informace). [12]

[13]

[ Dychaci ustroji
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Obr. 2.3: Prehled zemi a jejich spotieba léciv dle dostupnych informaci od
OECD v roce 2017 (DDD/1000/d — definovana denni davka na 1000 obyvatel

na den).

2.4 Monitoring lé¢iv

Léciva pochazejici z riznych zdroji jsou jednim z nejvétsich kontaminantti Zivotniho
prostiedi. V soucasné dobé€ jsou ve vyzkumnych i kontrolnich laboratotich vyvijeny nové
a ucinnéjsi metody sledovani vyskytu farmak v Zivotnim prostiedi. Z publikovanych
studii vyplyva, ze mezi hlavni zdroje kontaminace environmentalniho prostfedi patii
nemocnic¢ni zatizeni, individualni konzumace voln¢ prodejnych 1é¢iv a v neposledni fad¢
také odtoky z &istiren odpadnich vod (COV), na kterych, bohuZel, neprobih4 dostate¢na
zadrz a degradace 1écCiv a jejich metabolitd. Nasledujici studie poskytuji piehled nejcastéji

se vyskytujicich 1é¢iv v monitorovanych vodnych zdrojich.
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2.4.1 Monitoring lé&iv v Ceské republice

V roce 2014 a 2015 byla v Ceské republice provedena studie stanovujici 31 16¢iv, v
které byla sledovana u¢innost ptirodnich COV. Studie uvadi, Ze ve vsech vzorcich
pfitékajici odpadni vody byla nalezena léCiva: ibuprofen, diklofenak, metoprolol,
furosemid, hydrochlorothiazid, paracetamol a kofein. V 75 % vzorkl byla nalezena 1é¢iva
klaritromycin, gabapentin, ketoprofen, triklosan, triklokarban, warfarin a tramadol.
V ramci pieciSténi dosahl nejvyssi ucinnosti v odstranéni paracetamol (91 %), kofein
(84 %) a furosemid (75 %). Naopak nejniz$i ucinnost odstranéni byla zjisténa pro

gabapentin (14 %). [14]

Vroce 2019 byl v Ceské republice a na Slovensku proveden monitoring 29
psychoaktivnich drog a 1é¢iv v odpadnich vodéach. Vysledkem pozorovani byly vyssi
koncentrace 1é¢iv kotininu, tramadolu, metamfetaminu a venlafaxinu. Omezena Gcinnost
odstranéni (maximalni u¢innost 30 %) na COV byla sledovana u tramadolu, venlafaxinu,
oxazepamu a citalopramu. Na rozdil od Ceské republiky byl na Slovensku zjistén vyskyt

rezistentnich koliformnich bakterii a stafylokok. [15]

Dalsi studie z roku 2017 sledovala pfitomnost péti nejcastéji uzivanych nesteroidnich
v nejvyssich koncentracich se vyskytoval ibuprofen (3210 ng L), nasledovany
naproxenem (1424 ng L"), diklofenakem (1080 ng L!) a ketoprofenem (929,8 ng L'!).
Na né&kolika mistech byl detekovan také indomethacin s maximalni koncentraci
(69,3 ng L'"). Na mistech s niz$im priitokem vody byla koncentrace vech stanovovanych

1é¢iv vyssi, s vyjimkou ibuprofenu. [16]

2.4.2 Monitoring |éCiv v Evropé

V ramci monitoringu provedeného ve Spanélsku vroce 2017 byla sledovana
kontaminace odpadnich vod. Ve vSech testovanych vzorcich byl detekovan
4-aminoantipyrin (metabolit analgetického metamizolu) s primérnou koncentraci
27 ug L, PB-blokatory atenolol, 4-formylaminoantipiryn (metabolit metamizolu),
diatrizoovd  kyselina (jodované rentgenové kontrastni médium), diureticky
hydrochlorothiazid a antibiotikum ofloxacin. Ve 40 % odpadnich vod byl nalezen

paracetamol s primérnou koncentraci 7,8 pg L. [17] Studie provadéna v roce 2015 na
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tizemi vychodniho Spanélska a severni Italie sledovala 1é¢iva a drogy v odpadnich a
povrchovych vodach. Celkové bylo detekovano 28 latek, nejcastéji se vyskytujici byl
irbesartan a valsartan, slouzici k 1é¢bé vysokého krevniho tlaku, antibiotikum ofloxacin
a antiinfektikum sulfamethoxazol. [18] Ve tfeti studii zroku 2016 byl nejcastéji
detekované analgetikum ibuprofen, ktery byl nalezen v 17 z 20 vzorkt povrchovych vod
a koncentrace dosahovala az 42 ug L'!. V mensim mnoZstvi vzork® byly nalezeny nizsi
koncentrace metabolitu kofeinu paraxantinu, paracetamolu a karbamazepinu. [19] Ctvrta
studie z roku 2017 sledovala odpadni vody a tg¢inek COV na Kanarskych ostrovech.
Kofein byl nalezen ve vsech vzorcich odebranych v raznych mistech COV
v koncentracich 36,6 — 59,1 pg L', Dalsi 1é¢iva, ktera byla detekovana na vysokych
koncentra¢nich hladinich (ug L) jsou ibuprofen, nikotin, paraxantin, metamizol,
ciprofloxacin a gemfibrozil. U¢innost odstranéni 1é¢iv z odpadni vody u konvenéni COV
dosahovala 99,7 %, u ptirodni vody 80 %. Karbamazepin, fluoxetin a ibuprofen vsak byly
odstranény pouze s ucinnosti 40 %. [20] Dalsi multiresidudlni metoda stanovujici 1é¢iva
byla aplikovand na neoSetfenou odpadni vodu odtékajici ze zdravotnickych zatizeni
v Barceloné v roce 2019. Byly také sledované domovy pro seniory. Nejcasteji detekovana
1éCiva byla ibuprofen, aspirin (acetylsalicylova kyselina), makrogol, levofloxacin,
cyklofosfamid, diklofenak, paracetamol, karbamazepin, levetiracetam, pregabalin,

quetiapin, chlormetiazol, trazodon a kofein. [21]

Studie provedena v Rimé v Italii v roce 2014 sledovala u¢innost odstranéni 16&iv
na rostlinnych COV. Nejvys§i perzistenci pii odstrafiovani vykazoval karbamazepin,
diklofenak, ibuprofen a gemfibrozil, kde koncentrace v pfitoku byla o fad niz$i nez na

odtoku COV. [22]

Odpadni vody testované v roce 2015 a 2016 ve Velké Britanii obsahovaly vysoké
koncentrace paracetamolu a paraxantinu (nad 100 pgL'). V niz8ich koncentracich
(1 — 100 pg L) se vyskytoval ibuprofen, metformin, naproxen, klaritromycin a cetirizin.
Po priichodu COV byly, v porovnani s piitokem, zjistény vyssi koncentrace metabolitil
karbamazepinu a tramadolu. Ve vzorcich povrchové vody byly zjiStény nejvyssi
koncentrace metforminu (slouzicimu k 1é¢b¢ diabetu), antiinfektika sulfometothoxazolu,

karbamazepinu, diazepamu, temazepamu a warfarinu. [23] [24]
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V povrchovych vodach z Recka byly vroce 2014 nalezeny nejvys$si koncentrace
salicylové kyseliny, kofeinu, ibuprofenu, diklofenaku a gemfibrozilu. [25] Odpadni vody
obsahovaly karbamazepin, antiepileptika levetiracetam a valproovou kyselinu

v koncentracich vyssich nez 6 pg L. [26]

V odpadnich vodach hlavniho mésta Lotysska byly pozorovany nejvyssi koncentrace
centralniho nervového stimulantu kofeinu (az 12 pgL7), analgetika paracetamolu

1é¢iva ibuprofenu (0,33 pug L. [27]

V Norsku byla v roce 2016 vyvinuta multiresidualni metoda pro stanoveni 51 1é¢iv a
psychoaktivnich drog v odpadnich vodach. V kazdém vzorku byly nalezeny relativné
vysoké koncentrace 1é¢iv, napf. atenolol, paracetamol, metoprolol, propanolol,
citalopram, karbamazepin a oxazepam, a psychoaktivnich drog a jejich metaboliti jako

jsou heroin a morfin. [28]

Multireziduélni stanoveni farmak probé&hlo v roce 2018 také ve vzorcich povrchovych
vod ze Sesti fek a jednoho jezera na uzemi Slovinska. Ve vSech vzorcich byly stanoveny
tfi analyty: kofein (1,1 — 3,1 ng L), irbesartan (0,2 — 9,3 ng L) a valsartan
(0,8 —47 ng L. [29]

Monitoring povrchovych vod z roku 2016 ve Francii sledoval vyskyt 1é¢iv v fece Seiné
v Pafizi. Celkové byly detekovany relativné vysoké koncentrace gabapentinu
(182 ng L), tramadolu (62,6 ng L), oxazepamu (45,3 ng L), diklofenaku (28 ng L) a
karbamazepinu (22 ng L). [30]

Testovani pitnych a balenych vod zroku 2016 v Portugalsku odhalilo pfitomnost
karbamzepinu, fluoxetinu, ibuprofenu a ketoprofenu. Koncentrace metabolitl salicylové
kyseliny v balené vodé dosahovala 30,6 ng L' a v pitné vodé 66,0 ng L. V Sesti
analyzovanych vzorcich motské vody byl nalezen paracetamol, ibuprofen, ketoprofen,
metabolity salicylové kyseliny, fluoxetin, karbamazepin a sulfomethoxazol. Odpadni
vody obsahovaly vysoké koncentrace paracetamolu (615 pg L), naproxenu, ibuprofenu,

karbamazepinu, salicylové kyseliny a jejich metabolitd. [31]
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2.5 Analyza 1é¢iv ve vzorcich pitnych a odpadnich vod

Vzhledem k relativné snadné dostupnosti LC-MS instrumentace ve statnich i
kontrolnich laboratotich, je dnes sledovani farmak ve vzorcich vod provadéno zejména
metodou LC-MS. Vyuziti této citlivé a piesné instrumentace umoziuje, v porovnani
s jinymi metodami, ovéfit v relativné kratkém casovém useku i velmi nizké hladiny

ruznych typt farmak, a to v rdmeci jediné¢ho zpracovani a nastiiku vzorku. [32]

2.5.1 Uprava vzorku pfed stanovenim

Vzhledem k velmi nizkym hladinam cilovych analytii a relativné Siroké variabilité a
komplexnosti analyzovanych matric vod, je casto nutna uprava vzorku a zakoncentrovani
analyti pfed samotnym LC-MS stanovenim. Prvnim krokem upravy vzorkd byva
nejCastéji odstranéni tuhych c¢astic matrice, které se provadi filtraci pomoci filtrii
tvofenych ze sklenénych mikrovldken (1 nebo 0,7 mm), znylonu (0,45 mm) nebo
celulozy (0,45 mm). [33] K zabranéni degradace farmak béhem ptepravy a skladovani
jsou vzorky casto okyselovany nebo se knim pridava chelataéni c¢inidlo

(ethylendiamintetraoctova kyselina, EDTA). [34] [31]

Nutno zminit, Ze jiz v ramci uvedenych ptipravnych krokl analyzy, byva ke vzorktim
pridavana smeés izotopicky znacenych standardd cilovych analytd, které slouzi jak ke
korekci potencidlnich ztrat analytll v rdmci ptipravy vzorki pfed LC-MS stanovenim, tak

také koriguji matri¢nich efekty LC-MS stanoveni.

2.5.2 Extrakce a precisténi vzorkl pred LC-MS analyzou

V zévislosti na typu matrice analyzované vody (pitna, balend, kohoutkova, uzitkova,
povrchovd, podzemni, odpadni) a citlivosti MS techniky, byvaji vzorky vod rGzné

ptreciStovany, extrahovany a zakoncentrovany.

V nékterych ptipadech analyzy Cistych vod (pitné a balend voda) se s vyhodou pouziva
pouze metoda ptimého nastiiku (DI, z anglického: Direct Injection). Vzorky vody tak
nejsou nijak zpracovavany, piida se pouze smeés internich standardl, vzorek je
prefiltrovan ptes mikrofiltr (napt. PTFE filtry, poréznost 0,2 um) do vialky a postoupen
dale k LC-MS analyze. [17] [35]
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Dalsi specifickd metoda, ktera se n¢kdy pouziva i v analyze vod, je extrakéni a
precistovaci metoda QuUEChERS (zkratka z anglického: quick, easy, cheap, effective,
rugged, and safe), tzn. rychla, bezpecnd, levna, ucinnd, robustni a bezpecna. Metoda
QuEChERS je vhodnad pro analyzu léCiv, pesticidii, mykotoxini a polycyklickych

aromatickych uhlovodikii ve vodach i dalSich komplexnich matricich. [36] [37]

Univerzalni technikou cilené izolace 1é¢iv z vodnych matric je extrakce analytd na
pevné fazi (SPE, zkratka z anglického: Solid Phase Extraction). Jedna se o plastové
kolonky naplnéné specifickym sorbentem (princip vysvétlen nize). Mezi nejCastéji
pouzivané sorbenty patii polymerni sorbenty s obracenymi fazemi (napt. Oasis HBL) a
s iontové-vymeénnymi vlastnostmi (napt. Strata XC, Oasis MCX). SPE piecisténi se
provadi manuédlné pomoci podtlakového manifoldu, nebo za pomoci automatizovaného
systému, ktery umoZiiuje online pfipojeni ksystétmu LC-MS. Tim je mozné
minimalizovat manipulaci, préci a €as, a tim zvysit reprodukovatelnost stanoveni. [33]
V Tab. 2.4 je uvedeny prehled nejcastéji pouzivanych metod ptipravy vzorkd vod pro

stanoveni 1éCiv zahrnutych v této diplomové praci a pouzité SPE kolonky.

Tab. 2.4: Prehled pouzivanych metod pripravy vzorkit vodnych matric pro stanoveni

vybranych léciv a pouzité SPE kolonky.

Studie Matrice  SPE-kolonka Ref. Studie — P™™?  SpEkolonka  Ref.
vzorku
1 SPE Oasis HLB [28] 16 SPE SDB-RPS [25]
Oasis HLB Strata X
2 PE 17 PE 22
5 (200 mg, 6 ml) 21] 5 (500 mg, 6 ml) [22]
Strata X Oasis HLB
18 PE 38
(200 mg, 6ml) 5 (500 mg, 6 ml) [38]
Oasis HLB Oasis HLB
PE 1 PE 4
3 S (200 mg, 6 ml) 391 ? 5 (500 mg, 6 ml) [40]
Strata X Octadecyl C8/18
4 PE 2 2 PE 41
S (200 mg, 3 ml) [27] 0 S (500 mg, 3 ml) [41]
Oasis HLB Oasis HLB
> SPE (200 mg, 6 ml) [42] 21 SPE (200 mg, 6 ml) [43]
Strata X Oasis HLB
6 PE 2 22 PE 24
S (60 mg, 3 ml) [29] 5 (200 mg, 6 ml) [24]
Strata X Oasis HLB
PE 1 2 PE 44
7 S (200 mg, 3 ml) (311 3 5 (sorbent 50 mg) [44]
8 SPE Oasis HLB 00 4 DI ; [35]

(200 mg, 6 ml)
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Piiprava

Studie Matrice SPE-kolonka Ref. Studie SPE kolonka Ref.

vzorku
Oasis MCX
9 QuEChERS - [37] 25 SPE (60 mg, 3 ml) [30]
Oasis HLB
10 DI - 17 26 SPE 45
[17] (200 mg, 6 ml) [43]
Strata XC Online Shim-pack
H SPE (200 mg, 6 ml) [26] 27 SPE MAYI-ODS [46]
Oasis HLB Oasis HLB
12 PE 4 2 PE 2
S (60 mg, 3 ml) 471 8 5 (500 mg, 6 ml) [20]
13 SPE Oasis MCX [23] 29 SPE HReX SPE [48]
Strata X 33U Oasis HLB Plus
14 PE 4 PE
S (200 mg, 6 ml) [49] 30 5 (225 mg) [50]
15 SPE Oasis HLB g 5 SPE OasisHLB  [18]

(200 mg, 6 ml)

2.5.2.1 Princip extrakce na pevné fdzi (SPE)

Extrakce na pevné fazi (SPE) je jednou z nejcastéji pouzivanych metod upravy vzorkl
pfed chromatografickym stanovenim cilovych latek. SPE je urCend k pfecisténi
analyzované matrice a zakoncentrovani stopovych hladin analytt. Princip SPE je zalozen
na navazani (selektivni interakci) a zadrzeni analytu na pevném sorbentu kolonek
v zavislosti na rozdilnych afinitach dalSich sloZek vzorku k danému sorbentu a nasledném
vymyti analytu z kolonek pomoci malého mnoZstvi eluéniho rozpoustédla. Pokud jsou
analyty pfitomné ve vzorku v nizkych koncentracich, pouZiva se princip extrakce, kdy se
analyty zachyti na sorbentu a nezadouci slozky matrice projdou se vzorkem do odpadu.
V ptipadé, Ze se ve vzorku nachazi analyty o vysoké koncentraci, je mozné pouzit
extrakci zaloZenou na adsorpci matri¢nich sloZzek na sorbent a stanovované analyty
projdou sorbentem bez zadrZeni. Pro fizeni selektivity a U€innosti extrakce je dulezity
vybér spravného rozpoustédla, pH a iontové sily vodného roztoku a chemicka povaha
povrchu sorbentu. SPE snizuje spotfebu organickych rozpoustédel potiebnych pro
extrakci analytu, zaroven nabizi vysokou selektivitu, vytéZznost a reprodukovatelnost. [52]
[53] Hlavnimi interakcemi podilejici se na zadrZovani analytu na pevné fazi jsou polarni,
nepolarni nebo iontové-vyménné interakce. Polarni pevna faze je nejcastéji zalozena na
bazi silikagelu (oxidu kiemicitého), florisilu (aktivovaného kiemicitanu hotfecnatého)
nebo aluminé (oxidu hlinitého), u kterych je adsorpce zalozena hlavné na vodikovych
vazbach. Pro nepolarni pevné faze, vyuzivajici prevazné van der Waaslovych interakci,

jsou pouzivané pievazné sorbenty ze silikagelu s chemicky vazanymi alkylovymi fetézci,
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napt. Cis, Cs nebo fenyl. lontové-vymeénné interakce vyuzivaji sorbenty obsahujici
sulfonovou skupinu (katexy) nebo kvartérni aminy (anexy). [54] Casto pouZzivané SPE
kolonky jsou slozené z polyethylenovych fritovych diskl, které udrzuji sorbent
v polypropylénovém valecku. Postup pouziti kolonky se sklada ze ¢tyi krokll. Prvnim
krokem je kondicionace, tzn. promyti a navlhéeni sorbentu vhodnym rozpoustédlem,
které¢ je slozenim a pH kompatibilni s rozpoustédlem vzorku. Tim je zajiSténa
reprodukovatelnost analytické metody. V druhem kroku prochdzi roztok vzorku
kolonkou s cilem zadrzet analyt, zatimco matricni slozky a rozpoustédlo prochézi skrz.
Ttetim krokem je promyti kolonky a odstranéni slozek, které nebyly zadrzeny. Ctvrtym
krokem je eluce, tzn. uvolnéni zadrZzenych analyti promytim kolonky malym mnozstvim

rozpoustédla. [33]

2.6 Separace a detekce farmak metodu LC-MS

Propojeni kapalinové chromatografie sriznymi typy hmotnostnich detektor
(LC-MS) je v soucasnosti jednou z nejpouzivanéjSich metod pro analyzu rtznych typt
1é¢iv v redlnych vzorcich vod. U nékterych vzorki vod, jako jsou naptiklad odpadni vody,
se jedna o analyzu velmi komplexnich matric, které obsahuji velké mnoZstvi komponent
rusicich stanoveni cilovych analytii. Pokud nejsou latky odstranény pomoci vyse
diskutovanych technik, je nutné pouzit separacni techniky se specifickym detektorem.
LC-MS instrumentace se pouzivd k stanoveni molekulové hmotnosti, identifikaci a
kvantifikaci latek. [55] V Tab. 2.5 je uveden ptehled LC-MS instrumentace pouzité pro
analyzu 1é¢iv v multirezidudlnich metodach v rtiznych typech vod zahrnujici analyty

sledované v této diplomové praci.

Tab. 2.5: Prehled LC-kolon, priitoku mobilni faze, objemu nastiikovaného vzorku,
MS-detektoru a ionizacni technik pouzitych ke stanoveni vybranych léciv ve vodnich
matricich. Parametr: A (matrice), B (LC-kolona), C (priitok mobilni faze LC-kolonou

vmL min™), D (objem néstiiku v ul), E (MS-detektor), F (ionizacni technika).

A B cC D E F Ref.
odpadni le{?é’ﬁ%f?i?ﬂfyl Esfmf‘g 04 5  XevoG2-S Q-TOF, Waters  ESI [28]
O(i%iiini (150 ﬁfé,%aniﬁ; 5 um) 04 10  XevoTQS, Acquity Waters  ESI [21]
mv(fcsllf (100 Xzzoib;’incgs S ) 025 20 1100 series MSD Trap (Agilent) ESI [3°]
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A B C D E F Ref.
odpadni Kinetex Cig . [27]
4 voda (100 x 2,1 mm; 2,6 um) 0,2 5 Q-Orbitrap-HRMS ESI
povrchova}, Zorbax Eclipse XDB—Cis LCQ Advantage Q-IT (Thermo [42]
5 podzemni . 0,6 10 : L ESI
(75 x 4,6 mm; 3,5 pm) Fisher Scientific)
voda
povrchova Poroshell EC-Cg . [29]
6 voda (100 x 3,0 mm; 2,7 pm) 0,5-0,65 2 Agilent 6460 QqQ-MS ESI
pitna,
povrchova, Cortecs UHPLC Cj; [31]
7 odpadni (100 x 2,1 mm; 1,6 pm) 0,3 5 Nexera LC-QqQ-MS-8030 ESI
voda
3 povrchova XTerra MS Cis 0.4 5 Agilent 6540 Series Accurate ESI [34]
voda (30 x 2,1 mm; 3,5 pm) ’ QTOF-MS
o Acquity BEH Ci3 [37]
9 pitna voda (50 x 2,1 mm; 1,7 um) 0,23 10 Xevo TQ MS, Waters ESI
10 odpadni  ZORBAX Eclipse XDB Cis 0.4 10 QqLIT-MS/MS Agilent 1200, ESI [17]
voda (50 x 4,6 mm; 1,8 pum) ’ 5500 QTRAP analyser
11 odpadni Kinetex PFP 0.1 10 TSQ Quantum Access Thermo ESI [26]
voda (50 x 2,1 mm; 1,7 pm) ’ Electron Corporation
., Acquity BEH Ci3 [47]
12 pitna voda (50 x 2,1 mm; 1,7 um) 0,3 20 QqQ, Waters ESI
odpadni, .
13 povrchova Acquity BEH Cis 0,4 15 Xevo TQD, Waters ESI [23]
(150 x 1,0 mm; 1,7 pm)
voda
odpadni .
’, Kinetex XB-Cig . [49]
14 povrchova (50 x 2.1 mm; 1,7um) 0,2 5 QqQ Agilent ESI
voda
odpadni Hypersil Gold [51]
15 voda (150 x 2,1 mm; 3 pm) i 10 QqQ-MS
povrchova C18 i rQr. [25]
16 voda (150 * 4,6 mm: 5 um) 20 UV/VIS-ESI-MS ESI
17 povrchova Hypersil Gold 0.3 10 LCQ DECA XP MAX ESI [22]
voda (100 x 2,1 mm; 5 pum) ’ (Thermo Finnigan)
odpadni Cis 5- : i [38]
18 voda (25,0 % 0,46 cm; 5 um) - 15 Agilent 6460 series QqQ ESI
19 odpadni SunFire Ci3g 0.2 10 Variansystem 320-MS system ESI [40]
voda (3,0 x 100 mm; 3,5 pum) (QqQ)
povrchova Zorbax SB-Cis i . [41]
20 voda (75 * 4,6 mm; 3,5 um) 0,5 QqQ 6210 (Agilent) ESI
odpadni Phenomenex Luna Cig . [43]
21 voda (150 x 2,0 mm: 3 um) - 10 Orbitrap (LC-HRMS) ESI
povrchova SunFire Cisg [24]
22 voda (150 2,1 mm: 3,5 um) 0,2 20 Waters Quattro TQ ESI
odpadni Brownlee SPP-Cis [44]
23 voda (75 x 2,1 mm; 2.7 um) 0,3 10 TOF/MS ESI
odpadni Acquity BEH Ci3g . [35]
24 voda (100 x 2,1 mm; 1,7 pm) 0,3 5 Acquity waters MS ESI
povrchova Acquity BEH Cig i i . [30]
25 voda (100 x2,1 mm; 1,7um) Xevo TQ-MS, Waters ESI
odpadni Symmetry Cisg . [45]
26 voda (50 x 2,1 mm: 3.5 um) 0,3 20 QqQ Quattro Micro APIMS  ESI
odpadni ACES Ci3-PFP LC-MS-805, Shimadzu, Kyoto, [46]
27 voda (150 x 2,1 mm; 5,0 um) 0.2 300 Japan (QqQ) ESI
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A B C D E F Ref.

28

29

30

odpadni SunFire Cs [20]
voda (100 x 3,0 mm; 3,5 um) 0,2 10 320-MS system QqQ ESI

odpadni Phenomenex Kinetex . [48]
voda (100 x4,6 mm; 2,6 pm) 0,4 - Agilent 6410B QqQ ESI

odpadni InertSustain AQCi3 05 i QqQ, 4000 QTRAP (SCIEX, ESI [50]
voda (100 x2,1 mm; 2,6 pm) ’ USA)

odpadni, . .

povrchova Aquu1ty BEH Cis 0.3 20 QTOF (hybrid quadrupole- ESI [18]

voda (100 x 2,1 mm; 1,7 um) orthogonal)

2.6.1 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinovd chromatografie vyuzivd separace analyzovanych latek na zékladé
rozdilnych distribuci mezi dvé fdze. Pohyblivou (mobilni) f4zi je kapalina prochazejici
kolonou, kterd je naplnéna nepohyblivou (stacionarni) fazi. Stacionarni fazi ve formé
sorbentu je tuha latka nebo kapalina, ktera je ukotvena na tuhém nosici. Separace latek
muze byt zaloZzena na adsorpci, rozdéleni na zdklad€ rozdilnych rozpustnosti, iontové
vyméné, molekulovém sitovém efektu nebo specifickych interakcich v afinitni
chromatografii. Podle usporadani stacionarni faze délime LC na planarni (papirovou,

tenkovrstvou) nebo sloupcovou (kolonovou, extrakéni nebo vysokoucinnou). [55]

Pied analytickou kolonu, ve které probihd separace analytl, je Casto zafazena
pfedkolona nebo ptedkolonovy filtr zabranujici kontaminaci a znecisténi analytické
kolony. Analyticka kolona je nejc¢astéji vytvorena z nerezové oceli s vnitinim pramérem
mezi 2 mm a 5 mm a délkou od 50 mm do 300 mm. Kolona je naplnéna ¢asticemi sorbentu

o definovaném primeéru a velikosti pori, na kterych jsou navazané funkéni skupiny. [56]

Dnes je nejrozsifenéj$im typem eluc¢ni chromatografie vysokotuc¢inna (nebo ultra-
ucinnd) kapalinovd chromatografie, ktera slouzi k separaci a stanoveni analytl
v materialech. HPLC/UHPLC se vyznacuje vysokou selektivitou, robustnosti a

reprodukovatelnosti. [53]

HPLC rozliSujeme podle polarity staciondrni a mobilni faze na chromatografii
s normalni (NP-HPLC) nebo reverzni fazi (RP-HPLC). NP-HPLC vyuziva mobilni fazi,
ktera je nepolarni nebo min polarni nez faze stacionarni. Mobilni faze je tvofena smési
organickych rozpoustédel, jako je hexan nebo dichlormethan a stacionarni faze je tvofena

nejcastéji silikagelem. Majoritni je technika RP-HPLC, vyuZzivajici polarni mobilni fazi
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a nepolarni stacionarni fazi. Mobilni faze je obvykle slozena z vodné slozky (voda
piipadné ziedény roztok baze, kyseliny ¢i pufru) a zorganické slozky tvoiené
organickym rozpoustédlem, kterd je misitelnd s vodou (acetonitril nebo methanol).
Nepolarni stacionarni faze je nejcastéji tvorena nosi¢em s navazanymi uhlikatymi fetézci
(Cis a Cg). HPLC vyuziva stacionarni faze s velikosti ¢astic od 2,3 do 10 um, které
zabezpecuji dostatecny pritok. Konstantni tok mobilni faze syst¢émem HPLC zabezpecuje

nejcastéji linearni nebo reciprocni cerpadlo. [53]

Pti distribuci latek na fdzovém rozhrani tvofeném mobilni a stacionarni fazi dochéazi
k neustadlému ustalovani rovnovahy. D¢Ini slozek mezi dvé faze popisuje distribucni
konstanta Kp, kterd vyjadiuje pomér mezi koncentraci slozky ve stacionarni fazi (cs) a
v mobilni fazi (ca). Latky s vy$si hodnotou distribu¢ni konstanty jsou zadrzovany ve
staciondrni fazi del$i dobu a maji vetsi retenci. Pro ucinnou separaci latek pomoci
kapalinové chromatografie je dilezita rozdilna hodnota distribu¢ni konstanty. Eluci latek
ze stacionarni faze je mozné provést isokratickou nebo gradientovou eluci. Isokraticka
eluce je eluce latek mobilni fazi o konstantnim slozeni, kterd se pouziva pro latky
s podobnymi fyzikalng-chemickymi vlastnostmi. Gradientova eluce mobilni fazi se
zvySujici se elucni silou je vyuzivana pro latky s rozdilnymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi a vyrazné¢ zkracuje dobu eluce. Za kolonou nasleduje detektor
zaznamenavajici separované zony analytd, které vychazeji zkolony. Detektor

zaznamenava Casovou zavislost intenzity veli¢iny (signalu) do chromatogramu. [55]

UHPLC vyuziva stacionarni faze s ¢asticemi menSimi neZ 2 um a tlak vice nez
100 MPa, coz poskytuje vyrazné¢ véEét§i UCinnost, kratSi dobu analyzy a usporu
rozpoustédla. UHPLC systémy musi byt schopny pracovat za ultra-vysokych tlaku, které
poskytuji robustni Cerpadla a davkovaci systémy. DalSimi pozadavky jsou rychlé
davkovaci cykly s presnym davkovanim velmi malych objem, nejmensi mozné zpozdéni
gradientu, vysoka frekvence sbéru dat, minimalni mimokolonové objemy a pouziti

vhodné stacionarni faze s mechanickou stabilitou pti vysokych tlacich. [55] [53]

2.6.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je specificka, citliva a destruktivni instrumentalni
metoda, ktera na zdkladn€ poméru hmotnosti a naboje (m/z) separuje ionty v plynné fazi,

ve vakuu, a analyzuje jejich Cetnost. Podle typu latky, kterou analyzuje, rozliSujeme
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atomovou a molekulovou hmotnostni spektrometrii. MS poskytuje kvalitativni a
kvantitativni informace o sledovanych analytech, a to az v ultra-stopovych mnozstvich.

[53][32]

Hmotnostni spektrometr je tvofen vakuovym systémem, iontovym zdrojem,
hmotnostnim analyzatorem a detektorem iontii. Ve spojeni s kapalinovou chromatografii
vzorek vstupuje do MS nejcastéji ve formé kapaliny, kde je v disledku vakua nebo
vysoké teploty cast vzorku odpafena. Nasleduje iontovy zdroj, kde dojde k ionizaci
neutralni molekuly a nasledné se muze ionizovana molekula rozd¢€lit na fragmentové
ionty. Dostatecné t€kavé a termostabilni latky jsou ionizované ve vakuu elektronovou
nebo chemickou ionizaci. Netékavé vysokomolekularni latky jsou ionizovany desorpéné-
ioniza¢nimi technikami za atmosférického tlaku. Jednou z nejrozsitenéjsich ionizac¢nich
technik pouzivanych zejména ve spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii je elektrosprej. Elektrosprej je zalozen na principu tvorby malych, silné
nabitych kapek, vznikajicich proudénim kapaliny tenkou kovovou kapilarou, ktera tvori
silné elektrostatické pole. Nasledné jsou analyty ionizovany odpafovanim z kapicky

pomoci proudiciho inertniho plynu. [32]

Kladné a zaporné ionty jsou elektrostaticky urychlovany a putuji do analyzatoru.
Pouzitim vysokého vakua (az 107 Pa), hlavné v analyzatoru, se eliminuje vyména energie
pfi vzajemnych kolizi mezi ¢asticemi a odchyleni iontli z dréhy letu. Analyzator je
zaloZen na principu rozdélovani urychlovanych iontli na zékladé riznych kinetickych
energii podle velikosti ndboje (podle zaktiveni trajektorie). Hmotnostni analyzatory
pouzivané v MS jsou: magneticky a elektrostaticky sektorovy analyzator, kvadrupdlovy
analyzator, iontova past, priletovy analyzator (TOF), iontova cyklotronova rezonance

(ICR) a orbitrap. [32] [53]

V detektoru je energie dopadajicich iontii pfeménovana na elektricky signal, ktery
zaznamenava pocita¢. NejCastéji pouzivanymi detektory jsou elektronové nasobice,

Faradaytv detektor a plosné detektory. [53]

Tandemova hmotnostni spektrometrie zlepSuje parametry kvalitativni a kvantitativni
analyzy pomoci vicendsobné fragmentace vyuzitim sériového zapojeni hmotnostnich
analyzatorti. V prvnim hmotnostnim analyzatoru jsou ionty ziontového zdroje

separovany a do dalSiho analyzéatoru — kolizni cely, putuji pouze prekurzorové ionty o
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konkrétni hodnoté m/z. V kolizni cele probihd samovolnd fragmentace prekurzorovych
iontd nebo fragmentace za pomoci dodéni energie za vzniku produktovych ionti. Ve

tfetim analyzatoru jsou produktové ionty opét separovany podle hodnot m/z. [53]

2.7 Validace metody

Obecn¢ vzato je validace postup ovéreni metody, ktery poskytuje objektivni dukaz, ze
s pouzitim vhodného analytického systému ziskdme vysledny produkt odpovidajici
stanovené specifikaci. Splnénim validacnich kritérii objektivné prokdzeme kvalitu a
vhodnost pouziti analytické metody pro dany ucel analyzy a ovefime spolehlivost a
reprodukovatelnost generovanych dat. Pfi validaci analytické metody je dulezité spravné
nastavit akceptacni kritéria jednotlivych validovanych parametri a jednozna¢né je

definovat. [56]

2.7.1 Presnost metody

Presnost metody nam poskytuje informaci, jak tésna je shoda mezi vysledky méteni a
prijatymi referenénimi hodnotami. Chyba vysledku je definovana jako rozdil mezi
zjisténou hodnotou meéfeni a hodnotou referenéni. Piesnost metody lze vyjadiit jako
vytéznost postupu [% Rec], tzn. pomér nalezeného mnozstvi analytu ve vzorku po

extrakci a mnozstvi analytu do vzorku ptidaného [56]:
Vytézmost [% Rec] = 100 - /e, 2.1)

kde ¢; je naméfeny obsah analytu a cyike je koncentrace s piidavkem analyti (Groven

obohaceni vzorku).

2.7.2 Preciznost metody

Preciznost metody udava tésnost shody mezi vysledky zkouSek nezavislého méreni
provedeného pii pfedem stanovenych podminkach. Miru piesnosti Ize vyjadiit jako
relativni smérodatnou odchylku vysledkt zkouSek. Pfesnost metody je mozné vyjadrit

jako opakovatelnost a reprodukovatelnost. [56]

Opakovatelnost metody je vyjadiena jako tésnost shody mezi vysledky nezavislych
zkousek, které byly ziskané za podminek opakovatelnosti (opakované pouziti metody,

materiall a pfistroji stejnym pracovnikem provedené v kratkém casovém rozsahu ve
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stejné laboratoti). Opakovatelnost je vyjadiena jako hodnota RSD [%] pro kazdy analyt
[56]:

RSD [%] = SD/x- 100, (2.2)

kde SD je vybérova smérodatna odchylka a x je praimér naméfenych koncentraci daného

analytu na jedné koncentracni hlading.

Reprodukovatelnost metody se realizuje prostfednictvim mezilaboratornich testi a je
vyjadiena jako tésnost shody mezi vysledky nezavislych zkousek, které byly ziskané za
podminek reprodukovatelnosti (méfeni stejného vzorku a analytu za pouziti stejné

metody provedena za jinych podminek, napt. pracovnik, pfistroj, misto a Cas). [56]

2.7.3 Linearni a pracovni rozsah metody

Linearni rozsah lze definovat jako schopnost metody poskytovat linedrni korelaci,
v daném rozsahu, mezi odezvou detektoru a koncentraci stanovované¢ho analytu.
Linearita zobrazuje pfimou kalibracni zavislost métené veliCiny (signalu) na nezavislé
proménné (koncentraci). Korela¢ni koeficient (R) vyjadiuje t€snost vzajemné zavislosti

dvou ndhodnych proménnych. [56]

Pracovni rozsah metody vyjadiuje validaci ovéfeny uzavieny interval hodnot pro
stanovovanou veli¢inu, ktery potvrzuje aplikovatelnost metody. Zdola je ohrani¢ena mezi

stanovitelnosti nebo nejnizsim bodem kalibrace. [56]

2.7.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (limit detekce, LOD) vyjadiuje koncentraci, pii které lze statisticky
vyrazn¢ odliSit Sum od signalu analytu. Mez detekce je vyjadfena jako koncentrace

odpovidajici nasobku vybé&rové smérodatné odchylky (vyjadiena v ng mL™") [56]:
LOD =k - SD, (2.3)

kde SD je vyberova smérodatna odchylka, k je koeficient Studentova rozdéleni pro n-1
pocet opakovani (hodnota k = 3,747; jednostranny test na hladiné pravdépodobnosti 99 %

pro 5 opakovani).

33



Mez stanovitelnosti (limit kvantifikace, LOQ) vyjadifuje koncentraci, kdy dovoluje
piesnost a spravnost stanoveni kvantitativni vyhodnoceni. Mez stanovitelnosti je

vyjadiena jako trojnasobek meze detekce (vyjadiena v ng mL™) [56]:

LOQ = 3 - LOD, (2.4)

2.7.5 Selektivita metody

Selektivita vyjadifuje schopnost metody (za definovanych podminek) poskytovat
kvalitativni a kvantitativni informaci o jednotlivych analytech v komplexni matrici za
pritomnosti moznych interferujicich latek. Testovani selektivity se provadi porovnavanim
vysledki hodnot analyti standardnich latek s vysledky méfeni sledovanych analyt
v redlnych matricich. Mirou selektivity je vliv matrice, ktery je vyjadieny kvantitativné.

[56]

2.7.6 Robustnost metody

Robustnost metody poskytuje informaci, do jaké miry bude opakovand metoda
poskytovat shodné a spravné vysledky pti malych zménach experimentalnich podminek
(napt. mezilaboratorni zkousky, zména koncentrace a doby extrakce). Testovani
robustnosti se nejcastéji provadi pomoci jednorozmérné analyzy postupnou zménou vzdy

jednoho parametru pii zachovani ostatnich faktord. [56]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Standardni latky

V nize uvedené Tab. 3.1 je uveden seznam analytickych standardi 1é¢iv a v Tab. 3.2

seznam izotopov¢ znacenych standardt (ISTD) 1éCiv, které byly zahrnuty do validace

LC-MS metody.

Tab. 3.1: Seznam analytickych standardii léciv zahrnutych do validace a jejich

charakteristika — CAS cislo, sumarni vzorec, relativni molekulova hmotnost a struktura.

Analyt

CAS

Sumarni
vzorec
(Relativni
molekulova

Struktura

hmotnost)

1 Anastrozol

2 Atenolol

3 Azathioprin

4 Bezafibrat

5 Buprenorfin

6 Butorfanol

7 Citalopram

120511-73-1

29122-68-7

446-86-6

41859-67-0

52485-79-7

42408-82-2

56-75-7

Ci17H19Ns
(293.,4) LN N
N

C14H2oN>03
(266.3)

CoH7N;0,8 A
(277,3) NN

C19H20CINOg4
(361,8)

C2oH41NOg4
(467,6)

C21H2oNO;
(327.5)

Ci1H12C12N,0s5
(323,1)
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Sumarni

vzorec
Analyt CAS (Relativni Struktura
molekulova
hmotnost)
0
CioH11CIO
8 Cyklobenzaprin 882-09-7 DA O%LOH
(214,7)
cl
2 i i XN
. CooHaiN ==
9 Cyklofosfamid 303-53-7 (275.4)
N/
|
Cl
. C7H, 5C12N202P IC‘
1 -18- oN
0 Diazepam 50-18-0 (261.1) 2
‘0
A N
H)5Cl DI,
11 Diklofenak 439-14.5  CreHBCINO o /fN
(284,7) g
e
Cl
. Ci4sH11ChNO; (ZNH
12 Enalapril 15307-86-5 (296.2) & oH
(0]
0 n fLO:.\:\:,DH
. C20H2sN20s /\OJH’ TN
1 47-73- .
3 Fluoxetin 75847-73-3 (376.5) J
®
N o
. C17HsF3sNO - @
14 4910-89- F
Flutamid 54910-89-3 (309.3) i
F
. CiiH11F3N20; D\
15 Furosemid 13311-84-7 (276.2) F.C H%/CHs
CH,
o] Cl
o}
16 Gabapentin 54-31-9 CizHuCIN:OsS Eh“‘ gf °
P (330,8) . Nz
OH
HO__
. CoH17NO; NH
17 Gemfibrozil 60142-96-3 (1712) i;f 2
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Sumarni

vzorec
Analyt CAS (Relativni Struktura
molekulova
hmotnost)
.. Ci5H220; /@\/ 5
18 25812-30-0
Hydrochlorothiazid (250.3) O/\/%LOH
cl N
) C7HsCIN304S; :C[ N
19  Chloramfenikol 58-93-5 (297.7) HQN\/ \ /S(NH
0 do
C7H1sCLN;OoP 02N
20 Ifosfamid 3778-73-2 - Tl
(261,1) N~
e
. C19H16C1NO4 N
-86- \
21 Indomethacin 53-86-1 (357.8) \O_L:,L}:OH
h
C17H221:N305 H;\H Nﬁj
22 Iomeprol 78649-41-9 (777.1) [ i
’ HEC’N\[O(\OH
AN o L I L o
) . 166-93- 17012213 N308 Ya
3 Iopamidol 60166-93-0 (777.1) D
0] | (o]
Houl HO 7 N N oH
24 Topromid 73334073 " 729“1311\1308 on AT on
( ) ) HNY\O/
o]
HN’i"D'n\" ot
o ps Ci5sH22FN306 P
25 K 154361-50- LA
apecitabin 54361-50-9 (359.4) \/_37 .
Hi,N
26  Karbamazepin 298-46-4 C1sHN0 O N O
(236,3) Py
07 NH,
PN
Ci6H1405
27 Ket fi 22071-15-4 R b
etoproien (254.3) [// ﬁ E
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Sumarni

VZorec
Analyt CAS (Relativni Struktura
molekulova
hmotnost)
CsHioN4O ~ N
. 8I1101N4 U2 N
28 Kofein 58-08-2 (1942) O;\N | N,>
|
Ca0H2 FN,0 e
29 Kyselina klofibrova  59729-33-8 oA Y
(324,4) O o
: "0 om
\ ‘LH H =
. . CisH34N206S NPy O
154-21-2
30 Linkomycin 5 (406.5) %j "o Ngy
SCH3
. C29H33C1N202 O
31 Loperamid 53179-11-6 477.0) N on
- DQ(]
" Cl
C1sHxsNO P
32 37350-58-6 15 I
Metoprolol (267,4) Hacoﬂ L
- oA e
33 Metronidazol 443-48-1 CoHsN:Os A
(171,1) H
OH
Mykofenolat Ca23H31NO; ) N \M S
34 115007-34-6 o i |
Mofetil (433,5) ; ; Sy
Ci4H1403 OO . on
35 Naproxen 22204-53-1 (2303) 5 o
|
¢
H,,CIN oH
36 Oxazepam 604-75-1  CHCINO: o 9 =N
(286,7) S
CHsINO ? g
37 Paklitaxel 33069-62-4 “2855; 9 N B
s OH :OHD :%
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Sumarni

vzorec
Analyt CAS (Relativni Struktura
molekulova
hmotnost)
H
Paracetamol CsHoNO; N
38 103-90-2
(Acetaminofen) (151,2) HO/©/ 73(
| NN O OH
. CisH13N304S NN N
22-90-4
39 Piroxicam 36322-90 (331.4) H N
e
OH
CisH21NO> O o\)\/n
4 25-66-
0 Propranolol 525-66-6 (259.3) \[/
OH
Ci3H21NOs o N
41 Salbutamol 18559-94-9 (230.3) B e
§
42 Sertralin 79617-96-2 ClgsH(;g(;l)zN O‘ O e
’ Cl
OH T
C12H20N20s8 o "
43 Sotalol 959-24-0 272.4) \\SZN - \r
\
H Qe N S
44 Sulfamethazin 57-68-1 Ciz (217‘?;())28 /Q)siﬁ)ij\
HyN
CroH1NO5S % /N“\j)‘
45  Sulfamethoxazol 723-46-6 RS Y
(253,3) H
H,N
oH |,
. Ci2H19NOs3 "o N?(
46 Terbutalin 23031-25-6 (2253)
OH
. CioH21NO3
47 Thebain 115-37-7 (311.4)
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Sumarni

vzorec
Analyt CAS (Relativni Struktura
molekulova
hmotnost)
Ci6H2sNO,
48 27203-92-5
Tramadol (263.4)
!
. . Ci14H1sN4O3
4 -70-
9 Trimethoprim 738-70-5 (290.3) o
0. OH /Hi"!
Ca4H29N503 N Myt
137862-53-4
50 Valsartan 37862-53 (435.5) ro O O
51 Warfarin 81-81-2 CisHisO4 ™%
(308,3) N
(o] [e]
>~ =N
52 Zolpidem 82626-48-0 C1sHaN:0 /CN//
P (307,4) 0
N—

Tab. 3.2: Seznam ISTD léciv zahrnutych do validace a jejich charakteristik — CAS

cislo ISTD, sumarni vzorec, relativni molekulova hmotnost a struktura.

Sumarni vzorec

(Relativni
Nazev CAS Struktura
molekulova
hmotnost)
HsC N__N__Cl
C3H14C1N5 TN
1 Atrazin D5 163165-75-1 CHa NN
(215,68) HN. CD,
D D
Cl
CsH14CINs5 N‘/g“ P o
2 Atrazin-desisopropyl D5 1189961-78-1 SN
(215,68) : H :
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Sumarni vzorec

(Relativni
Nazev CAS Struktura
molekulova
hmotnost)
NC.
o] CDy
3 Citalopram D6 1190003-26-9 ~ C20H1sDFN0 S Voo,
(330,43) W,
F
@CI
NH
4 Diklofenak D4 153466-65-0 ~ CuH7DsCLNO: ¢
(300,17) o or
D DO
D
5 Fosalon D10 : Ci2HsCID10NO,PS; oy
(377.87) ala!
=0
cl 0
p B Pp
C15D10H2N>O =
6  KarbamazepinD10  132183-78-9 P DD
(246,33) 0" AN\ 5
o) N?—lg
D i 0
CoHoN30O, N\>—NJJ\OCH3
7 Karbendazim D4 291765-95-2 5 N H
(195,21) I H
O 13
BC3CsH10N4O; Hs'3C. N’CH3
8 Kofein-13C 202282-98-2 N
(197,17) PN
13CH;,
C11D;H12NO,S HaC 0 “m
9 Methiokarb D3 1581694-94-1 Tens
(228,33) HsCS
CHs
C15Hi6DsCINO; 20 X o
10 Metolachlor D6 1219803-97-0 -

(289,83) @g T
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Sumarni vzorec

(Relativni
Nazev CAS Struktura
molekulova
hmotnost)
1N BCDy  DieToarrg DO =z
aproxen -11- COH
@a27) LD
12 Noreethindron D6 - C20Hz0D50: \
(304,46) PPLUL
Ci9H14D3CIN2O4 e oM
13 Quizalofop D3 1398065-84-3 T or™
(375,82) L
D
14 Sulfamethoxazol D4  1020719-86-1 ~ CioH/DaN:sOsS | N\Sﬁi’
(257,30) ] &% ]
C16H16C1N30D6
15 Tebukonazol D6 -
(313,86)
3.2 Pouzivané chemikalie

e Deionizovand voda Milli-Q (MQ)

e Octova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Mravenci kyselina, MS grade, 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Methanol, LC-MS grade, 99,95 % (Honeywell, USA)

e Acetonitril, LC-MS grade, 99,95 % (Honeywell, USA)
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3.3 Pristroje a pomucky
Laboratorni pomiicky a material

e Automatické pipety 10 — 10000 ul (Brand, Némecko)

e Kalibrované odmérné banky 5 — 50 ml (Fisherbrand, Némecko)

e Pomocné laboratorni sklo, odmérné valce, banky a kadinky (Fisherbrand,
Némecko)

e Jednorazové 10ml plastové zkumavky (Sarstedt, Némecko)

e Centrifugacni zkumavky (Sarstedt, Némecko)

e 2ml tmavé LC-MS vialky (12 x13 mm, amber, Chromservis)

e Krimpovaci vicka na vialky (Red PTFE, White silica, Chromservis)

e Diskové celulozové filtry 0,20 pm (Chromafil)

e Centrifuga (Hettich, Némecko)

e Analytické vahy s vazivosti 0,0001 g (Kern, Némecko)

e Zafizeni na upravu vody Millipore Milli-Q (Merck, Némecko)

e Dalsi bézné laboratorni pomucky
LC-MS instrumentace

e Kapalinovy chromatograf UPLC I-class (Waters, USA)

e MS analyzitor XEVO TQ-S (Waters, USA)

e Chromatografické kolona Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pm, 2,1 x 100 mm),
(Waters, USA)

e Piedkolonka Acquity UPLC BEH Cis (1,7 um), (Waters, USA)

3.4 Vypocetni technika a software

e MassLynx (Waters, USA)
e TargetLynx (Waters, USA)

3.4.1 Parametry UHPLC—-MS/MS analyzy

Pivodni verze UHPLC-MS/MS metody byla vyvinuta na projektovém oddéleni ALS
Czech Republic pracovniky ALS. Ne¢které analyty ovSem vykazovaly Spatnou
chromatografickou separaci a nizké odezvy. Z tohoto divodu byla vradmci této

diplomové prace provedena optimalizace nastaveni LC separa¢ni metody, se zaméefenim
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na slozeni mobilni faze. V Tab. 3.3 — 3.6 jsou uvedené optimalizované parametry

UHPLC-MS/MS metody.

Tab. 3.3: Parametry kapalinového chromatografu.

Nazev metody Leciva_Directlnjection
Chromatograficka Acquity UPLC BEH Cis (2,1 x 100 mm, velikost
kolona ¢astic 1,7 um)
Cas analyzy 9 min
Mobilni faze Gradientova eluce: (viz Tab. 3.4)

A: 0,01% HCOOH v Milli-Q vodé
B: 100% MeOH (LC-MS grade)

Pritok mobilni faze 0,4 mL min’!
Teplota kolony 40 °C
Teplota autosampleru 10 °C
Nastrikovy objem 50 ul

Tab. 3.4: Casové rozlozeni gradientové eluce.

Cas [min] A (%) B (%) Gradientova
0,00 98 2 -
0,50 98 2 6
5,00 5 95 6
5,10 0 100 6
7,00 0 100 6
7,10 98 2 6
9,00 98 2 6

Tab. 3.5: Parametry a nastaveni MS detektoru.

Nazev metody PHALMSO05 FINAL

Iontovy zdroj ESI+, ESI-

Napéti kolony 0,75 kV

Napéti kapilary Individuélni dle analytu (viz Tab. 3.6)
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Teplota zdroje

Teplota desolvatace

Prutok plynu — desolvatace
Prutok plynu — kéna

Nebulizér

Kolizni prutok plyn

MRM okno

150 °C
600 °C

800 L hod™!

150 L hod!
7,0 bar

0,19 mL min’!

0,4 min

Tab. 3.6: Parametry MS/MS metody pro stanoveni léciv (MRM prechody analytii,

kolizni energie a retencni cas analytii) — tucné oznacené prechody jsou pouzity jako

kvantifikacni (* oznaceni prekurzorovych iontit obsahujicich 2 izotopy atomii chloru).
p 4 g Py

Napéti Kolizni
Analvt Tonizace Prekurzor Produktové na enersie Retenéni
y (m/z) ionty m/z)  koné 81 s (tr)
%)
W)
Anastrozol ESI+ 2941 225,0/114,8 30 20/52 4,24
Atenolol ESI+ 267,0 145,0/190,0 30 23/16 2,56
Azathioprin ESI+ 278,0 141,8/232,0 30 11/13 2,92
Bezafibrat ESI+ 362,0 139,0/121,0 30 25/29 4,70
Buprenorfin ESI+ 468.3 396,1/414,2 30 39/32 3,83
Butorfanol ESI+ 328,0 124,0/282,0 30 26/29 3,47
Citalopram ESI+ 332.1 288,1/231,1 30 18/40 2,95
Cyklobenzaprin ESI- 213,0 127,0/85,0 30 15/11 4,59
Cyklofosfamid ESI+ 276,0 216,0/231,0 30 24/16 3,93
Diazepam ESI+ 261,0 140,0/106,0 30 22/18 3,70
Diklofenak ESI+ 285,0 154,0/193,0 30 26/30 4,94
Enalapril ESI- 294,0/296,0° 250,0/252,0 30 11/11 5,21
Fluoxetin ESI+ 377,1 234,0/91,0 30 20/55 3,66
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Napéti

Analyt Tonizace Prekurzor I.’roduktové 1a gl(gizg?: Rvetenéni
(m/7) ionty (m/z) k(({;l)e V) cas (tr)

Flutamid ESI+ 310,1 148,0/44,0 30 8/7 4,05
Furosemid ESI- 275,0 202,0/205,0 30 23/22 5,09
Gabapentin ESI- 329,0 205,0/285,0 30 22/14 4,06
Gemfibrozil ESI+ 172,2 154,3/137,3 25 15/18 2,72
Hydrochlorothiazid ESI- 249.0 121,0/127,0 30 15/10 5,47
Chloramfenikol ESI- 296,0 269,0/205,0 30 19/22 2,88
Ifosfamid ESI- 321,0 152,1/257,1 30 18/12 3,73
Indomethacin ESI+ 261,0 92,0/154,0 30 25/21 3,64
Iomeprol ESI+ 358,0 139,0/174,0 30 22/11 5,20
Topamidol ESI+ 822,1 804,1/603,1 30 20/27 2,41
Topromid ESI+ 777,8 405,0/531,8 30 38/30 2,46
Kapecitabin ESI+ 360,0 173,8/244,0 30 19/10 3,94
Karbamazepin ESI+ 237,0 194,0/179,0 35 20/35 4,16
Ketoprofen ESI+ 777,8 387,0/313,8 30 39/52 1,93
Kofein ESI+ 195,0 138,0/110,0 30 17/23 2,89
Kyselina klofibrova ESI+ 3252 109,0/262,2 30 24/19 3,72
Linkomycin ESI+ 791,8 300,0/572,8 30 56/23 2,65
Loperamid ESI+ 255,1 209,0/105,0 30 15/23 4,67
Metoprolol ESI+ 407,0 126,0/359,0 35 20/18 2,83
Metronidazol ESI+ 4717,2 210,1/266,1 30 45/12 4,29
Mykofenolat Mofetil ESI+ 268,2 116,0/72,0 30 18/22 3,25
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Napéti

Analyt Tonizace Prekurzor I.’roduktové 1a gl(gizg?: Rvetenéni
(m/7) ionty (m/z) k(({;l)e V) cas (tr)

Naproxen ESI+ 172,0 128,0/82,0 30 15/21 2,71
Oxazepam ESI+ 4340 114,0/195,0 30 24/33 3,82
Paklitaxel ESI+ 231,0 185,0/170,0 30 14/29 4,63
(fj‘er:;;elfi‘;‘;l) ESI+ 2870  241,02690 30 23/15 430
Piroxicam ESI+ 876,4 308,1/591,3 30 27/23 5,08
Propranolol ESI+ 152,0 110,0/65,0 30 15/30 2,68
Salbutamol ESI+ 332,0 95,0/121,0 30 18/25 4,33
Sertralin ESI+ 260,0 116,0/183,0 30 16/16 3,65
Sotalol ESI+ 240,0 148,0/166,0 30 20/12 2,52
Sulfamethazin ESI+ 306,0 159,0/275,0 30 23/11 4,04
Sulfamethoxazol ESI+ 273,0 133,0/213,0 30 27/17 2,52
Terbutalin ESI+ 279,0 124,0/186,0 30 20/18 3,26
Thebain ESI+ 254,0 156,0/92,0 30 16/26 3,58
Tramadol ESI+ 226,1 152,0/107,0 30 16/26 2,47
Trimethoprim ESI+ 312,0 58,0/266,0 30 30/40 3,29
Valsartan ESI+ 264,0 58,0/246,0 30 15/10 3,26
Warfarin ESI+ 291,0 230,0/123,0 39 24/27 2,90
Zolpidem ESI+ 436,0 207,0/235,0 30 28/22 4,72
Anastrozol ESI+ 309,0 163,0/251,0 30 14/22 4,91
Atenolol ESI+ 308.,0 235,0/263,0 30 33/27 3,44
Atrazin D5 ESI+ 221,0/223,0° 179,0/181,0 35 18/18 4,53
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Napéti

Analyt Tonizace Prekurzor I.’roduktové 1,13 . gl(gizg?: Rvetenéni
(m/7) ionty (m/z) k(({;l)e V) cas (tr)

AtraZi“'dlggis"p“’pyl ESI+ 1790  101,0/137.0 35 1816 3,10
Ciprofloxacin D8 ESI+ 340,1 296,1/235,1 30 18/30 2,95
Citalopram D6 ESI+ 331,3 109,1/262,2 30 26/19 3,78
Diklofenak D4 ESI- 298,0/300,0° 254,0/256,0 30 12/12 5,20
Fosalon D10 ESI+ 378.,0 182,0/111,0 35 16/38 5,77
Iohexol D5 ESI+ 827,2 809,1/608,1 30 21/26 2,41
Karbamazepin D10 ESI+ 247,0 204,0/201,0 30 21/22 4,14
Karbendazim D4 ESI+ 196,0 164,0/136,0 35 20/28 2,90
Kofein-13C ESI+ 198,0 140,0/112,0 30 19/22 2,89
Methiokarb D3 ESI+ 229,0 169,0/121,0 30 19/17 4,96
Metolachlor D6 ESI+ 290,0 258,0/182,0 35 16/25 5,39
Naproxen 13C D3 ESI+ 235,0 189,0/170,0 30 15/25 4,62
Noreethindron D6 ESI+ 305,3 113,0/237,2 30 30/21 4,71
Quizalofop D3 ESI+ 3480 302,0/244,0 35 18/31 5,07
Sulfamethoxazol D4 ESI+ 258,0 160,0/96,0 30 16/26 3,57
Tebukonazol D6 ESI+ 314,0 71,8/124,8 30 21/38 5,24

3.5 Redéni standardi, pFiprava kalibra¢nich a pracovnich roztoki

3.5.1 Pfiprava a rfedéni analytickych standardd

Standardy 1éc¢iv a izotopovée znacené interni standardy (ISTD) byly dodény v roztoku

acetonitrilu nebo methanolu o koncentraci 10 pgmL™!, 100 pg mL"a 1000 pg mL™!, nebo

jako pevna latka. Z téchto zakladnich roztoki byl fedén smésny zasobni roztok analytt a

ISTD o koncentraci 100 ng mL"!.
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Zasobni roztok standardfl o koncentraci 10 ng mL™! byl pfipraven fedénim zasobniho
roztoku 100 ng mL™! do acetonitrilu nebo methanolu. Pouzival se pro ptipravu spiki a

kalibracni fady standardii.

Zasobni roztok ISTD o koncentraci 10 ng mL™!' byl piipraven ze zasobniho roztoku
ISTD 100 ng mL™! o objemu 10 mL do acetonitrilu nebo methanolu a byl pouzity

k ptipravé slepych pokust (blanki), vzorkt, kalibra¢ni fady standardt a spikt.

3.5.2 Priprava kalibra¢ni rady

Kalibraéni fada byla pfipravena v rozmezi 0,0025 — 1,00 ng mL"' dle Tab. 3.7.
Kalibra¢ni body byly pfipraveny ze zasobnich roztokt standard a ISTD o koncentraci
10 ng mL!. Jednotlivé kalibraéni body byly piipraveny ptidanim piislusného objemu
zasobnich standardii do vialek a ty byly doplnény pfisluSnym objemem MQ vody

do objemu 1,0 a 1,5 mL pomoci automatické pipety.

Tab. 3.7: Postup pripravy kalibracni rady, koncentrace kalibracnich bodii,
odebirané objemy zdsobnich roztoki a findlni objemy jednotlivych kalibracnich bodii.

Kalibraéni Odebrany objem zasobniho Koncentrace Konetny
uroven standardu [pL] Kalibracniho objem
bodu [ng mL-!] [mL]
STD 10 150 (roztok standardd — 10,0 ng mL™") 1,00 1,50
150 (roztok ISTD — 10,0 ng mL™)
STD 9 50 (roztok standardfi — 10,0 ng mL™) 0,50 1,00
50 (roztok ISTD — 10,0 ng mL™)
STD 8 250 (STD 10 — 1,0 ng mL™) 0,25 1,00
STD 7 100 (STD 10 — 1,0 ng mL"") 0,10 1,00
STD 6 75 (STD 10 — 1,0 ng mL™) 0,075 1,00
STD 5 50 (STD 10 — 1,0 ng mL™) 0,050 1,00
STD 4 25 (STD 10 - 1,0 ng mL™) 0,025 1,00
STD 3 100 (STD 70,10 ng mL™) 0,010 1,00
STD 2 50 (STD 7 - 0,10 ng mL™) 0,0050 1,00
STD 1 25(STD 7 - 0,10 ng mL™) 0,0025 1,00
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3.6 Validace metody

Validace metody byla provedena na redlnych vzorcich pitnych a odpadnich vod.

3.6.1 Pfiprava slepych vzork{

Do plastové centrifugacni kyvety bylo kalibrovanou automatickou pipetou odmeéteno
10 ml vzorku vody (pitnad voda nebo odpadni voda). V ptipad€ odpadnich vod byl vzorek
odstfedén na odstfedivce (5 min, 10 000 RPM). Vzorek odpadni vody byl piipraven
v piivodnim nefedéném stavu (v originalu), ten byl potom nafedény 10-krat a 100-krat.
Do vzorkt vod byl pak pfidan roztok ISTD o koncentraci 10 ng mL™! pro vytvoieni dvou
koncentra¢nich hladin — 0,01 ng mL™" a 0,1 ng mL™!, odebranim piislu§ného objemu ze
zasobniho roztoku standardi (7ab. 3.8). Vzorky testovanych matric byly pfipraveny ve
ttech opakovénich pro kazdou koncentra¢ni uroven. Vzorek byl néasledné protifepan
v ruce. Vzorek byl dale piefiltrovan pfes 0,20 pm diskové celulosové filtry. V pribéhu
filtrace vzorku bylo prvnich 6 mL vzorku zfiltrovano do odpadu a nasledny alikvotni

podil vzorku (cca 1 mL) byl pfefiltrovan do tmavé 2 ml vialky uréené k LC-MS analyze.

3.6.2 Priprava laboratornich kontrolnich vzorkd (LCS)

Do plastové centrifugacni kyvety bylo kalibrovanou automatickou pipetou odméteno
10 ml MQ vody. Pro spravné provedeni analyzy bylo do odmétfené¢ho objemu MQ vody
pfidano nejdiive mnozstvi pfidavku zasobniho roztoku standardil (spike) o koncentraci
10 ng mL™!, vzorek byl fadné protiepéan a teprve poté byl ptidan i spike zdsobniho roztoku
ISTD o koncentraci 10 ng mL!. LCS vzorky byly pfipraveny na dvou koncentra¢nich
hladinach 0,01 ngmL"' a 0,1 ngmL™! (dle Tab. 3.8) a byly dale piefiltrovany pies 0,20 um
diskové celulosové filtry. V pribéehu filtrace vzorku bylo prvnich 6 mL vzorku zfiltrovano
do odpadu a nésledny alikvotni podil vzorku (cca 1 ml) byl ptefiltrovan do tmavé 2mL

vialky uréené k LC-MS analyze.

3.6.3 Priprava fortifikovanych matric pro validaci

Vzorky byly pfipraveny pomoci redlnych vzorkt vod dle postupu uvedeného vyse.
Stejné jako u ptipravy LCS vzorkd, byly do vzorki vod piidany roztoky ISTD a zésobni
roztok analytl na urcitych koncentra¢nich hladinach. Spikovani vzorkt vod (10 mL) bylo
v ramci validace provedeno na dvou koncentraénich hladinich, 0,01 ng mL"' a

0,1 ngmL"!, a to odebranim pfislusného objemu ze zasobniho roztoku standardd
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(Tab. 3.8). Vzorky testovanych matric byly pfipraveny v péti opakovanich pro kazdou

koncentra¢ni troven.

Tab. 3.8: Priprava laboratornich kontrolnich vzorkii a fortifikovanych matric.

Testovana Spikovaci roztok Spikované mnoZstvi Vysledna
uroven [ng mL| [nL] koncentrace
[ng mL-]
L1 10,0 10,0 0,01
L2 10,0 100,0 0,10

3.7 Monitoring léciv v odpadnich vodach

Sledovani analytii 1éCiv bylo provaddéno na komerénich vzorcich dorucenych do
laboratore ALS Czech Republic. Vzorky odpadnich vody byly odebrany z Eistiren
odpadnich vod na tizemi CR, kde byla sledovana koncentrace analytii 1é¢iv ve vodach
pred vstupem do Cistirny a odtokt z Cistirny. Vzorky vody byly komer¢né zaslané na

analyzu, z toho diivodu nebylo mozné uvadét presnou polohu mista odbéru.

3.7.1 Priprava realnych vzork( pro monitoring

Do plastové centrifugacni kyvety bylo kalibrovanou automatickou pipetou odméteno
10 mL vzorku vody (pitnd voda) a pfiddno 100 pL roztoku ISTD o koncentraci
10 ng mL™'. V ptipadé odpadnich vod se vzorek nechal odstiedit na odstiedivce (5 min,
10 000 RPM). Vzorek odpadni vody byl pfipraven v originalu, nafedény 10-krat a
100-krat. Do kazdého, tedy 1 natedéného vzorku, bylo pfidano 100 pL roztoku ISTD
o koncentraci 10 ng mL™'. Vzorek byl nasledné protiepan v ruce. Vzorek byl dale
prefiltrovan pfes 0,20 um diskové celulosové filtry. V pribchu filtrace vzorku bylo
prvnich 6 mL vzorku zfiltrovano do odpadu a nasledny alikvotni podil vzorku (cca 1 mL)

byl piefiltrovan do tmavé 2mL vialky urcené k LC-MS analyze.
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4 Vysledky a diskuze

Diplomova prace byla realizovana v laboratoifi ALS Czech Republic v Praze. V roce
2019 byla validacnimi specialisty vyvinuta metoda pro stanoveni 1éCiv v pitnych,
povrchovych a podzemnich vodach. Validovana metoda slouzi pro stanoveni 52 1é€iv,
které byly vyselektovany dle poptavky zdkaznikl a publikovanych studii zabyvajicich se
screeningem vod. Vzhledem k problematice stanoveni nékterych analyti byly v rdmci
této diplomové prace navrZzeny a otestovany urcité optimalizani kroky, tykajici se
predevsim slozeni mobilni faze, které by mohly vést ke zlepSeni separace a odezvy téchto
analytl (vice v kapitole 4.1). Pivodni metoda zaroven nebyla validovana pro stanoveni
1é¢iv v odpadnich vodach. Z diivodu optimalizace a zmény mobilni faze byla provedena
zkracend validace piivodni metody na matricich pitnych vod a déle validace odpadnich

vod.

4.1 Optimalizace podminek — vybér vhodné mobilni faze

Optimalizace slozeni mobilni faze bylo provadéno za ucelem zlepSeni tvaru pika
jednotlivych analyti (viz Tab. 4.1). Piky 16 analytd (atenolol, buprenorfin, butorfanol,
citalopram, cyklobenzaprin, enalapril, gabapentin, loperamid, metoprolol, mykofenolat
mofetil, propranolol, setralin, thebain, trimethoprim, tramadol a zolpidem) byly
deformovany a vykazovaly chvostovani. Chvostujici piky mohly byt zpiisobeny pfilis
vysokou nasttikovou koncentraci, nekompatibilnim rozpoustédlem vzorku s mobilni fazi,
kontaminovanou nebo degradovanou kolonou, ale taky je to b&zny jev pii separaci

bazickych latek na reverznich fazich za pouZiti kolony naplnéné Cs nebo Cis.

Vysoka nastiikova koncentrace byla vyloucena z divodu chvostovani piku i pfi

nizkych nastfikovych koncentracich a mensich nésttikovych objemech.

Nekompatibilita rozpoustédla vzorku s mobilni fazi byla také vyloucena z diivodu
pfimého nastiiku vodného vzorku za pouziti mobilni faze s vysokym obsahem vody na

zacatku gradientu.

Kontaminace kolony byla nepravdépodobna z divodu méfeni kontrolnich slepych
vzorki, které byly vzdy negativni. Kolona pouzitd k validaci byla relativné nova a

pouzivana pouze pro separaci dané multirezidualni metody.
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Testovani rGzného slozeni mobilni faze bylo provadéno méfenim stejného
fortifikovaného blanku rozpoustédla s pfidavkem standardu analyti na hladiné 0,1 ng L™!
v 5 opakovénich pro kazdou mobilni fazi. Z dostupné literatury bylo vybrano 7 nejcastéji

pouzivanych mobilnich fazi. [44]

Nejlepsich vysledkt (plochy pikl, viz Obr. 4.1) bylo dosazeno pii pouziti 0,01%
kyseliny mraven¢i v kombinaci s organickych rozpoustédlem methanolem nebo
acetonitrilem. Plvodni mobilni faze s ptfitomnosti 0,01% mravenci kyseliny
s acetonitrilem zptisobovala chvostovani pikii 16 analyta, proto byla zvolena mobilni faze

o slozeni 0,01% mravenci kyselina s methanolem.

Tab. 4.1: Ukazka zmény tvaru piku jednotlivych analytii po optimalizaci mobilni faze.

Mobilni faze
Analyt
0,01% HCOOH/acetonitril 0,01%HCOOH/methanol
Buprenorfn
Loperamid

Propranolol
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Obr. 4.1: Graf zavislosti porovnani souctu ploch pikii vsech analytit na sloZeni
mobilni faze. (Plocha pikii je vyjadiena v jednotkach CPS, z anglického: Counts per
Second)

4.2 Validace
Optimalizovand UHPLC-MS/MS metoda byla validovéna pro stanoveni 52 latek

v pitnych a odpadnich vodach. Jako referen¢ni matrice validace byla pouzita MQ voda.
Vsechny tfi matrice, které byly do validace zahrnuty, byly validovany na dvou
koncentra¢nich hladinach (0,01 ng mL™! a 0,1 ng mL™), které byly pfipraveny v péti
opakovanich. Validace metody byla provedena s cilem zjisténi zékladnich valida¢nich
charakteristik, tedy: pfesnosti, preciznosti, linearity, pracovniho rozsahu, meze detekce,
meze kvantifikace, selektivity a robustnosti. Cilové analyty byly kvantifikovany metodou
vnéjSiho standardu, a to pomoci izotopoveé znacenych standardi (déale jen ISTD) 1écCiv.
ISTD byly k fortifikovanym matricim i1 analyzovanym vzorkim pifidany na hlading

0,1 pg L1,

Korekce vytéznosti analyti a matriénich efekti byla provedena piepoctem na
vytéznost ptitazen¢ho ISTD (viz Tab. 4.2 A a B). Vzhledem k tomu, Ze ne pro kazdy
analyt zatazeny do metody existuje komeréné dostupny ISTD, laboratorni praxe ukazala,
Ze je mozné presné odpovidajici izotopove znaceny analog nahradit jinym ISTD, a to na

zaklad¢ podobnosti struktury molekuly, podobnosti retenéniho ¢asu a podobnosti
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vytéznosti analyti a ISTD v jednotlivych matricich. ISTD byly ke kazdému cilovému

analytu pfifazeny piedevs§im na zéklad¢ odpovidajiciho chovani v testovanych matricich.

V Tab. 4.2 A je uvedeny seznam ISTD a cilovych analytt tak, jak byly na zaklad¢
validace jednotlivych matric k sobé pfifazeny a dale pouzivany pro kvantifikaci 1éCiv v
redlnych vzorcich. V Tab. 4.2 B jsou uvedeny vytéznosti ISTD vypoctené jako pomér
zjisténé koncentrace ISTD ve fortifikovaném vzorku k piijaté referencni hodnoté
(mnozstvi pfidan¢ho ISTD). Vytéznost jednotlivych analytl byla provedena na péti
fortifikovanych matri¢nich blancich MQ vody a péti fortifikovanych vzorcich pitné a
odpadni vody na dvou koncentra¢nich hladinach (0,01 ng mL™"! a 0,1 ng mL™).

Tab. 4.2 A: Seznam ISTD a prirazenych analytii v MQ, pitnych a odpadnich

matricich.
ISTD — MQ, pitné vody Analyt ISTD — odpadni vody Analyt
Atrazin D5 Anastrozol Atrazin D5 Anastrozol
Bezafibrat Bezafibrat
Cyklofosfamid Cyklofosfamid
Diazepam Diazepam
Enalapril Enalapril
Flutamid Indomethacin
Indomethacin Kapecitabin
Kapecitabin Oxazepam
Oxazepam Piroxicam
Piroxicam Sulfamethazin
Sulfamethazin Atrazin-desisopropyl D5 | lopamidol
Atrazin-desisopropyl D5 | Linkomycin Paracetamol
Paracetamol Kofein-13C Ketoprofen
Kofein-13C Iopamidol Kofein
Iopromid Karbamazepin D10 Buprenorfin
Kofein Cyklobenzaprin
Karbamazepin D10 Fluoxetin Iopromid
Karbamazepin Karbamazepin
Valsartan Valsartan
Karbendazim D4 Azathioprin Karbendazim D4 Flutamid
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ISTD — MQ, pitné vody Analyt ISTD — odpadni vody Analyt
Karbendazim D4 Cyklobenzaprin Karbendazim D4 Gabapentin
Gabapentin Hydrochlorothiazid
Chloramfenikol Chloramfenikol
Ifosfamid Thebain
Metronidazol Citalopram D6 Atenolol
Trimethoprim Azathioprin
Zolpidem Butorphanol
Citalopram D6 Atenolol Citalopram
Buprenorfin Diklofenak
Butorfanol Furosemid
Citalopram Iomeprol
Iomeprol Kyselina klofibrova
Loperamid Loperamid
Metoprolol Salbutamol
Salbutamol Sotalol
Sotalol Terbutalin
Terbutalin Diklofenak D4 Tramadol
Thebain Trimethoprim
Tramadol Zolpidem
Diklofenak D4 Diklofenak Methiokarb D3 Metronidazol
Metolachlor D6 Gemfibrozil Metolachlor D6 Gemfibrozil
Naproxen 13C D3 Naproxen Naproxen 13C D3 Naproxen
Noreethindron D6 Kyselina klofibrova | Noreethindron D6 Paklitaxel
Paklitaxel Propranolol
Propranolol Sertralin
Sertralin Quizalofop D3 Metoprolol
Fosalon D10 Furosemid Sulfamethoxazol D4 Fluoxetin
Ketoprofen Sulfamethoxazol
Sulfamethoxazol D4 Mykofenolat Mofetil | Tebukonazol D6 Ifosfamide
Sulfamethoxazol Linkomycin
Tebukonazol D6 Hydrochlorothiazid Mycofenolat Mofetil
Warfarin Warfarin
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Tab. 4.2 B: Prehled vytéznosti ISTD v MQ, pitné a odpadni vode (L1 — uroven
obohaceni vzorku na koncentracni hladinu 0,01 ng mL, L2 — urover obohaceni vzorku

na koncentracni hladinu 0,1 ng mL™).

Vytéznost [%]

Analyt MQ voda Pitna voda Odpadni voda

L1 L2 L1 L2 L1 L2

Atrazin D5 95,6 91,9 944 953 878 82,1
Atrazin-desisopropyl D5 97,8 959 949 96,3 88,1 73,2
Citalopram D6 136,6 116,99 100,2 97,2 77,9 66,6
Diklofenak D4 87,6 80,0 n.d. 854 n.d 40,5
Karbamazepin D10 97,6 959 98,7 98,6 1151 1014
Karbendazim D4 94,1 92,0 96,9 97,7 61,7 60,4
Kofein-13C 96,4 99,1 951 953 120,9 83,7
Methiokarb D3 1164 73,6 n.d. 63,1 384 65,6
Metolachlor D6 972 93,5 96,1 957 79,9 74,0
Naproxen 13C D3 120,7 80,6 1442 94,1 126,3 73,8
Noreethindron D6 904 77,8 109,2 959 99,7 78,3
Fosalon D10 90,3 84,3 83,7 83,4 14,6 13,5
Quizalofop D3 103,8 774 125,1 95,6 107,5 80,5
Sulfamethoxazol D4 97,3 97,0 95,7 955 104,0 80,9
Tebukonazol D6 98,3 933 96,2 933 983 89,5

4.2.1 Selektivita metody

Ove¢rteni selektivity LC-MS metody je provedeno sledovanim 2 MRM ptechodl
kazdého analytu pomoci MS detekce v ur¢itém reten¢nim ¢ase daného analytu. Retencni
¢as a pom&r MRM piechodli musi byt v definovaném poméru zachovan pro jednotlivé
analyty ve standardu i ve vzorku a je monitorovan vyhodnocovacim softwarem
(MassLynx, Waters) v ramci integrace kvantifikacnich a konfirmacnich piki jednotlivych
cilovych analytli. Ovéfenim téchto dvou parametri metoda spliuje pozadavky na
provadéni analytickych metod a interpretaci vysledkl dle rozhodnuti Komise
2002/657/ES [57]. V prubéhu validace nebyly v testovanych matricich pozorovany zadné

nezadouci interference, které by vedly ke zpochybnéni selektivity metody.
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4.2.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Hodnoty meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly ur€ovany soucasné
s ovéfenim spravnosti a piesnosti metody analyzou péti fortifikovanych matri¢nich
blanki MQ vody a péti fortifikovanych vzorkii pitné a odpadni vody na dvou
koncentragnich hladinach (0,01 ng mL! a 0,1 ng mL™). Princip vypoétu obou limiti je
uveden v kapitole 2.7.4. Hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivé analyty jsou uvedeny
v Tab. 4.3 A pro MQ a pitnou vodu a v Tab. 4.3 B pro odpadni vodu.

Pti vzdjemném porovnani LOD a LOQ pro celou skupinu analytd byly relativné vyssi
limity (> 0,01 ng L") ziskdny nap¥. pro analyt cyklobenzaprin, fluoxetin, iomeprol kofein,
paklitaxel nebo sertralin. Vzhledem k tomu, Ze pro léciva nejsou (zatim) stanoveny
legislativné ptipustné hygienické limity, nejsou tedy definovany ani maximalni mozné
ptfipustné limity stanoveni. Kromé¢ latek uvedenych vyse byly pro ostatni latky ziskany
nizké detekéni limity, které vyhovuji rutinnimu stanoveni v prostfedi komercnich

laboratofi.

Tab. 4.3 A: Prehled hodnot limitii detekce a stanovitelnosti pro jednotlivé analyty

v MQ a pitné vode.
Analyt Pramér SD LOD LOQ
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Anastrozol 9,57 0,26 0,96 2,89
Atenolol 11,47 0,88 3,30 9,89
Azathioprin 9,87 0,48 1,80 5,39
Bezafibrat 8,88 0,86 3,22 9,66
Buprenorfin 12,04 0,40 1,51 4,52
Butorfanol 11,92 1,12 4,21 12,62
Citalopram 13,39 1,37 5,14 15,41
Cyklobenzaprin 67,31 7,70 28,85 86,56
Cyklofosfamid 9,26 0,56 2,10 6,30
Diazepam 9,79 0,19 0,72 2,16
Diklofenak 8,12 2,27 8,50 25,49
Enalapril 9,89 0,46 1,71 5,14
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Analyt Priamér SD LOD LOQ
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Fluoxetin 93,57 17,08 64,00 192,01
Flutamid 8,69 0,55 2,05 6,16
Furosemid 8,14 1,47 5,49 16,48
Gabapentin 88,59 2,97 11,14 33,41
Gemfibrozil 10,59 1,05 3,92 11,75
Hydrochlorothiazid 8,44 1,38 5,18 15,54
Chloramfenikol 11,42 1,39 5,19 15,58
Ifosfamid 10,02 0,62 2,31 6,93
Indomethacin 8,44 0,70 2,62 7,85
Iomeprol 157,95 25,87 96,93 290,78
Iopamidol 9,96 0,92 3,46 10,38
Iopromid 8,13 1,09 4,10 12,30
Kapecitabin 88,04 17,02 63,78 191,35
Karbamazepin 9,54 0,36 1,36 4,07
Ketoprofen 7,79 0,58 2,18 6,55
Kofein 90,94 15,60 58,45 175,36
Kyselina klofibrova 66,05 12,59 47,19 141,55
Linkomycin 10,28 0,64 2,41 7,22
Loperamid 145,68 19,76 74,04 222,11
Metoprolol 11,55 0,90 3,36 10,09
Metronidazol 9,90 0,19 0,70 2,09
Mykofenolat Mofetil 8,10 1,50 5,62 16,86
Naproxen 79,33 6,37 23,87 71,60
Oxazepam 9,56 0,32 1,18 3,55
Paklitaxel 64,46 12,44 46,60 139,81
Paracetamol 9,25 1,20 4,49 13,48
Piroxicam 9,93 0,31 1,15 3,45
Propranolol 9,42 0,63 2,35 7,04
Salbutamol 11,96 0,94 3,50 10,51
Sertralin 73,65 14,35 53,78 161,34
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Analyt Priamér SD LOD LOQ
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Sotalol 10,97 0,81 3,03 9,09
Sulfamethazin 9,68 0,24 0,90 2,71
Sulfamethoxazol 9,46 0,55 2,05 6,14
Terbutalin 11,93 1,37 5,13 15,38
Thebain 11,92 1,38 5,18 15,55
Tramadol 11,54 1,09 4,08 12,24
Trimethoprim 8,04 1,19 4.47 13,40
Valsartan 9,09 1,27 4,77 14,31
Warfarin 8,04 0,51 1,92 5,75
Zolpidem 9,29 0,68 2,55 7,64

Tab. 4.3 B: Prehled hodnot limitii detekce a stanovitelnosti pro jednotlivé analyty

v odpadni vode.

Analyt Pramér SD LOD LOQ

[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Anastrozol 8,52 0,12 0,456 1,37
Atenolol 5,03 0,61 2,29 6,85
Azathioprin 7,37 0,53 1,99 5,98
Bezafibrat 8,14 0,27 0,99 2,98
Buprenorfin 11,86 1,00 3,75 11,25
Butorfanol 6,68 0,36 1,34 4,03
Citalopram 7,42 0,10 0,38 1,14
Cyklobenzaprin 99,33 4,32 16,19 48,56
Cyklofosfamid 10,17 0,62 2,31 6,92
Diazepam 9,81 0,11 0,42 1,27
Diklofenak 20,18 3,67 13,77 41,30
Enalapril 8,80 0,38 1,41 4,22
Fluoxetin 80,93 2,94 11,00 33,00
Flutamid 4,43 0,20 0,76 2,29
Furosemid 34,06 4,66 17,45 52,36
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Analyt Priamér SD LOD LOQ
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Gabapentin 432,50 4,73 17,72 53,15
Gemfibrozil 2,65 0,53 1,98 5,94
Hydrochlorothiazid 46,21 3,64 13,62 40,86
Chloramfenikol 4,45 0,51 1,91 5,73
Ifosfamid 9,98 0,59 2,20 6,60
Indomethacin 8,03 0,38 1,44 4,31
Iomeprol 548,52 5,66 21,21 63,64
Iopamidol 9,41 1,61 6,04 18,13
Iopromid 28,66 5,20 19,49 58.47
Kapecitabin 153,59 10,92 40,92 122,77
Karbamazepin 23,27 0,21 0,78 2,33
Ketoprofen 29,85 1,14 4,26 12,77
Kofein 744,37 22,31 83,59 250,77
Kyselina klofibrova 26,71 5,33 19,96 59,87
Linkomycin 7,63 0,25 0,94 2,81
Loperamid 128,29 1,84 6,88 20,63
Metoprolol 11,30 0,35 1,30 391
Metronidazol 3,40 0,21 0,80 2,38
Mykofenolat Mofetil 9,69 1,18 4,42 13,24
Naproxen 67,95 9,02 33,79 101,36
Oxazepam 8,38 0,28 1,04 3,11
Paklitaxel 66,95 13,03 48,81 146,43
Paracetamol 19,97 0,88 3,30 9,90
Piroxicam 8,56 0,13 0,48 1,45
Propranolol 8,20 0,36 1,33 4,00
Salbutamol 8,07 0,27 1,00 3,00
Sertralin 66,28 4,45 16,69 50,06
Sotalol 18,45 0,28 1,04 3,10
Sulfamethazin 9,34 0,32 1,21 3,62
Sulfamethoxazol 10,99 0,47 1,75 5,24
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Analyt Priamér SD LOD LOQ

[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Terbutalin 2,51 0,18 0,66 1,97
Thebain 6,49 0,63 2,37 7,12
Tramadol 18,52 0,46 1,71 5,14
Trimethoprim 6,81 0,29 1,08 3,25
Valsartan 21,36 1,37 5,15 15,44
Warfarin 9,67 0,15 0,58 1,73
Zolpidem 7,13 0,12 0,45 1,35

4.2.3 Linearni a pracovni rozsah metody

Linearni a s tim 1 pracovni rozsah metody byl testovan pomoci smésnych roztoku

standardfi 1é¢iv na deseti koncentra¢nich hladinach v rozsahu 0,0025 — 1,00 ng mL™".

V uvedeném koncentraénim rozsahu vétSina analytli vykazovala nelinearni zavislost, a

proto byla pro vSechny analyty a vyhodnocovani zvolena polynomicka zavislost 2. fadu.

Pro vzorky pitné a odpadni vody je linearni a pracovni rozsah metody uveden v Tab. 4.4.

Koeficienty determinace jsou uvedeny tak, jak byly v uvedeném koncentra¢nim rozsahu

vyexportovany z vyhodnocovaciho programu TargetLynx. V ptfipad€, Ze koncentrace

analytii ve vzorcich vod piesahne hladinu 1 ng mL, je nutno vzorky vhodné nafedit a

znovu analyzovat. VétSina testovanych analytl vykazovala hodnotu determinaéniho

koeficientu > 0,999, vyjimku piedstavoval napiiklad analyt kofein, ktery diky nizsi

citlivosti a vy$§im limitim detekce/stanoveni ma i uzsi linearni rozsah ve srovnani

s ostatnimi analyty.

Tab. 4.4: Prehled linedrniho rozsahu, hodnot koeficientu determinace (R°) a

pracovniho rozsahu pro jednotlivé analyty v pitné a odpadni vode.

Koeficient Pracovni rozsah pro
Linearni rozsah
Analyt determinace pitné/odpadni vody
[ng L]
(R?) [ng L]

Anastrozol 2,5-500 0,9998 5,0 —500/2,5 - 500
Atenolol 2,5-500 0,9997 10,0 —500/10,0 — 500
Azathioprin 2,5-500 0,9997 10,0 — 500/10,0 — 500
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Koeficient Pracovni rozsah pro

Linearni rozsah

Analyt determinace pitné/odpadni vody
[ng L]
(R?) [ng L]
Bezafibrat 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/5,0 — 1000
Buprenorfin 2,5-1000 0,9994 5,0 —1000/25,0 — 1000
Butorfanol 2,5-1000 0,9997 25,0 —500/5,0 — 1000
Citalopram 2,5-1000 0,9993 25,0 —1000/2,5 — 1000
Cyklobenzaprin 50,0 - 1000 0,9997 100,0 — 1000/50,0 — 1000
Cyklofosfamid 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/10,0 — 1000
Diazepam 2,5-1000 0,9999 2,5-1000/2,5—-1000
Diklofenak 5,0 - 1000 0,9996 50,0 — 1000/75,0 — 1000
Enalapril 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/5,0 — 1000
Fluoxetin 50,0 — 1000 0,9993 250,0 — 1000/50,0 — 1000
Flutamid 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/2,5 — 1000
Furosemid 5,0 — 1000 0,9995 25,0 — 1000/75,0 — 1000
Gabapentin 50,0 - 1000 0,9997 50,0 — 1000/75,0 — 1000
Gemfibrozil 5,0 — 1000 0,9997 25,0 —1000/10,0 — 1000
Hydrochlorothiazid 2,5-500 0,9997 25,0 —500/50,0 — 500
Chloramfenikol 2,5-1000 0,9992 25,0 — 1000/10,0 — 1000
Ifosfamid 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/10,0 — 1000
Indomethacin 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/5,0 — 500
Tomeprol 50,0 — 1000 0,9994 500,0 — 1000/75,0 — 1000
Topamidol 2,5-1000 0,9991 25,0 — 1000/25,0 — 1000
Topromid 2,5-500 0,9991 25,0 —500/75,0 — 500
Kapecitabin 5,0 — 1000 0,9992 250,0 — 1000/250,0 — 1000
Karbamazepin 2,5-1000 1,0000 5,0 —1000/2,5 — 1000
Ketoprofen 2,5-1000 0,9998 10,0 — 1000/25,0 — 1000
Kofein 50,0 — 1000 0,9988 250,0 — 1000/250,0 — 1000
Kyselina klofibrova 50,0 — 1000 0,9996 250,0 —1000/75,0 — 1000
Linkomycin 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/5,0 — 1000
Loperamid 50,0 — 1000 0,9997 250,0 — 1000/25,0 — 1000
Metoprolol 2,5-1000 0,9996 10,0 — 1000/5,0 — 1000
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Linearni rozsah

Koeficient

Pracovni rozsah pro

Analyt determinace pitné/odpadni vody
[ng L]
(R?) [ng L]
Metronidazol 2,5-500 0,9999 2,5-500/2,5-500
Mykofenolat Mofetil 2,5-1000 0,9998 25,0 — 1000/25,0 — 1000
Naproxen 50,0 — 1000 0,9993 75,0 — 1000/100,0 — 1000
Oxazepam 2,5-1000 0,9999 5,0 —1000/5,0 — 1000
Paklitaxel 5,0 — 1000 0,9995 250,0 — 1000/250,0 — 1000
Paracetamol 2,5-500 0,9998 25,0 —500/10,0 — 500
Piroxicam 2,5-1000 1,0000 5,0 —1000/2,5 — 1000
Propranolol 2,5-1000 0,9998 10,0 — 1000/5,0 — 1000
Salbutamol 2,5-500 0,9997 25,0 —500/5,0 — 500
Sertralin 50,0 — 1000 0,9990 250,0 — 1000/75,0 — 1000
Sotalol 2,5-500 0,9996 10,0 — 500/5,0 — 500
Sulfamethazin 2,5-1000 0,9999 5,0 —1000/5,0 — 1000
Sulfamethoxazol 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/10,0 — 1000
Terbutalin 2,5-500 0,9997 25,0 —-500/2,5 -500
Thebain 2,5-1000 0,9998 25,0 —1000/10,0 — 1000
Tramadol 2,5-1000 0,9998 25,0 — 1000/10,0 — 1000
Trimethoprim 2,5-1000 0,9999 25,0 — 1000/5,0 — 1000
Valsartan 2,5-1000 0,9999 25,0 —1000/25,0 — 1000
Warfarin 2,5-1000 0,9999 10,0 — 1000/2,5 — 1000
Zolpidem 2,5-500 0,9998 10,0 - 500/2,5 — 500

4.2.4 Presnost metody

Preciznost metody (Precision) je vyjadiena pomoci opakovatelnosti stanoveni
jednotlivych analyti a je vypocitana jako relativni smérodatné odchylka stanoveni (RSD)
za podminek opakovatelnosti. Opakovatelnost metody byla stanovena na zdkladé¢ LC-MS
méieni vzdy péti fortifikovanych blanki MQ vody, pitné vody a odpadni vody, na dvou
koncentra¢nich hladinach (0,01 ng mL™' a 0,1 ng mL'). Vysledky opakovatelnosti
metody jsou vyjadieny jako RSD (%) a jsou uvedeny v Tab. 4.5 A, B a C.
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Ze ziskanych vysledkl je patrné, Ze bez ohledu na testovanou matrici, RSD (%) pro
vétSinu analytl neptekracuje hodnotu 20 % (spliiuje tedy doporuceni dokumentu
SANTE/11945/2015 [58]). Vyssi hodnoty RSD byly nalezeny u analytl, které
vykazovaly horsi 1 dal$i valida¢ni parametry, napt. vyssi LOD/LOQ. Vyssi hodnoty RSD,
tedy vétsi rozptyl stanovenych vysledk, je pravdépodobné zplisoben tim, ze spikovaci
hladina 0,1 ng mL™! je pro tyto problematické analyty také velmi blizk4 jejich limitu

stanoveni (viz Tab. 4.3 A/B), a ziskana data vice kolisaji.

Tab. 4.5 A: Souhrn vysledkii opakovatelnosti vyjadrené jako RSD (%), priimér
namérenych koncentraci daného analytu na jedné koncentracni hladiné a smérodatnd

odchylka jednotlivych analytit v MQ vode.

MQ voda
L1 (0,01 ng mL™) L2 (0,1 ng mL™?)
Analyt

Primér SD RSD  Primér SD RSD

[ng L] [ng L] [%]  [ngL7] [ng L] [Yo]

Anastrozol 9,57 0,26 2,69 94,09 2,56 2,72
Atenolol 11,47 0,88 7,67 113,00 4,05 3,58
Azathioprin 9,87 0,48 4,86 94,84 2,02 2,13
Bezafibrat 8,88 0,86 9,67 82,09 6,82 8,31
Buprenorfin 12,04 0,40 3,34 113,34 6,63 5,85
Butorfanol 11,92 1,12 9,42 115,00 7,19 6,25
Citalopram 13,39 1,37 10,23 112,12 5,22 4,66
Cyklobenzaprin nd.” - - 67,31 7,70 11,44
Cyklofosfamid 9,26 0,56 6,05 95,57 2,51 2,63
Diazepam 9,79 0,19 1,96 93,73 1,90 2,03
Diklofenak nd.” - - 77,64 10,55 13,59
Enalapril 9,89 0,46 4,62 98.87 1,53 1,55
Fluoxetin n.d.” - - 93,57 17,08 18,26
Flutamid 8,69 0,55 6,31 80,21 9,53 11,88
Furosemid 8,14 1,47 18,00 68,79 11,83 17,20
Gabapentin nd.” - - 88,59 2,97 3,36
Gemfibrozil 10,59 1,05 9,88 90,92 5,25 5,77
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MQ voda

L1 (0,01 ng mL™)

L2 (0,1 ng mL™")

Analyt

Primér SD RSD  Primér SD RSD

[ng L] [ng L] [%]  [ngL'] [ng L] [Yo]

Hydrochlorothiazid n.d.” - - 97,86 6,27 6,41
Chloramfenikol 11,42 1,39 12,14 92,78 4,56 4,92
Ifosfamid 10,02 0,62 6,16 95,11 2,32 2,44
Indomethacin 8,44 0,70 8,28 73,56 8,58 11,66
Tomeprol n.d.” - - 87,95 25,87 16,38
Topamidol 9,96 0,92 9,26 103,09 0,92 0,89
Topromid 8,13 1,09 13,46 105,72 5,11 4,83
Kapecitabin nd.” - - 88,04 17,02 19,34
Karbamazepin 9,54 0,36 3,80 95,47 1,75 1,83
Ketoprofen 7,79 0,58 7,48 76,60 7,72 10,07
Kofein nd.” - - 95,94 15,60 17,15
Kyselina klofibrova nd.” - - 66,05 12,59 19,07
Linkomycin 10,28 0,64 6,24 100,96 1,68 1,67
Loperamid n.d.” - - 145,68 19,76 13,56
Metoprolol 11,55 0,90 7,77 103,46 2,72 2,63
Metronidazol 9,90 0,19 1,88 98,19 0,74 0,75
Mykofenolat Mofetil 8,10 1,50 18,52 86,08 4,92 5,72
Naproxen n.d.” - - 79,33 6,37 8,03
Oxazepam 9,56 0,32 3,30 94,31 2,40 2,54
Paklitaxel n.d.’ - - 74,46 12,44 19,29
Paracetamol 9,25 1,20 12,96 92,01 1,32 1,43
Piroxicam 9,93 0,31 3,09 97,59 1,10 1,12
Propranolol 9,42 0,63 6,65 82,26 10,54 16,94
Salbutamol 11,96 0,93 7,81 113,13 3,82 3,38
Sertralin n.d.” - - 73,65 14,35 19,49
Sotalol 10,97 0,81 7,37 107,08 3,48 3,25
Sulfamethazin 9,68 0,24 2,49 97,16 1,85 1,91
Sulfamethoxazol 9,46 0,55 5,78 97,58 1,44 1,48
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MQ voda

L1 (0,01 ng mL™)

L2 (0,1 ng mL™")

Analyt

Primér SD RSD  Primér SD RSD

[ng L] [ng L] [%]  [ngL] [ng L] [Yo]

Terbutalin 11,93 1,37 11,46 117,22 6,27 5,35
Thebain 11,92 1,38 11,61 106,99 5,53 5,17
Tramadol 11,54 1,09 9,44 105,59 3,67 3,48
Trimethoprim 8,04 1,19 14,81 77,05 8,88 11,52
Valsartan 9,09 1,27 14,00 82,81 7,58 9,15
Warfarin 8,04 0,51 6,36 80,45 3,35 4,16
Zolpidem 9,29 0,68 7,32 88,92 4,02 4,52

n.d.” - limit detekce analytu je vyssi nez nizsi koncentracni hladina spiku L1 = 0,01 ug L’

Tab. 4.5 B: Souhrn vysledkii opakovatelnosti vyjadrené jako RSD (%), priimer

vy

namérenych koncentraci daného analytu na jedné koncentracni hladiné a smérodatnd

odchylka jednotlivych analytii v pitné vode.

Pitna voda

Analyt L1 (0,01 ng mL™) L2 (0,1 ng mL™")
Priamér SD RSD  Priamér SD RSD
[ng L] [ng L] [Yo] [ng L] [ng L] [Yo]
Anastrozol 9,47 0,35 3,66 94,30 1,65 1,75
Atenolol 10,75 0,48 4,43 101,98 1,67 1,64
Azathioprin 9,39 0,38 4,09 91,88 2,35 2,56
Bezafibrat 8,27 0,79 9,57 91,29 6,00 6,57
Buprenorfin 8,93 1,03 11,53 90,03 5,83 6,48
Butorfanol 9,47 0,32 3,36 94,51 0,99 1,05
Citalopram 9,71 0,65 6,65 96,71 4,37 4,52
Cyklobenzaprin n.d.” - - 113,73 2,64 2,32
Cyklofosfamid 9,11 0,51 5,61 95,43 1,84 1,92
Diazepam 9,48 0,18 1,91 96,55 1,13 1,17
Diklofenak n.d.” - - 82,51 6,30 7,63
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Analyt

Pitna voda

L1 (0,01 ng mL™)

L2 (0,1 ng mL™")

Primér SD RSD  Primér SD RSD
[ng L] [ng L] [Yo] [ng L] [ng L] [Yo]
Enalapril 10,87 0,22 2,03 112,76 1,24 1,10
Fluoxetin n.d.” - - 117,24 4,19 3,58
Flutamid 8,09 0,99 12,18 85,38 6,96 8,15
Furosemid 9,42 0,93 9,90 78,48 9,72 12,39
Gabapentin n.d.” - - 104,98 4,19 3,99
Gemfibrozil 8,86 1,54 17,37 89,48 5,16 5,77
Hydrochlorothiazid n.d.” - - 101,70 8,25 8,11
Chloramfenikol 10,40 1,59 15,33 93,80 4,58 4,88
Ifosfamid 9,80 0,51 5,17 94,23 1,40 1,48
Indomethacin 8,01 1,00 12,43 84,73 6,74 7,96
TIomeprol n.d.” - - 255,86" 45,18 17,66
Topamidol 7,04 0,45 6,37 97,52 4,41 4,52
Topromid 7,58 1,23 16,24 118,59 6,36 5,37
Kapecitabin n.d.” - - 220,97" 15,88 7,19
Karbamazepin 10,01 0,30 3,01 95,98 0,96 1,00
Ketoprofen 8,74 0,34 3,87 89,44 4,37 4,89
Kofein n.d.” - - 66,84 5,50 8,24
Kyselina klofibrova n.d.” - - 72,59 9,94 13,69
Linkomycin 9,66 0,27 2,82 98.26 2,10 2,13
Loperamid n.d.” - - 134,317 1,98 1,48
Metoprolol 9,56 0,74 7,69 97,64 2,62 2,69
Metronidazol 9,28 0,16 1,70 96,58 0,72 0,74
Mykofenolat Mofetil 9,19 0,95 10,34 88,63 3,86 4,35
Naproxen n.d.” - - 88,65 9,70 10,94
Oxazepam 9,18 0,54 5,93 94,50 2,08 2,20
Paklitaxel n.d.” - - 73,22 783 10,69
Paracetamol 9,44 0,70 7,45 99,41 5,00 5,03
Piroxicam 9,28 0,38 4,11 96,09 3,29 3,43
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Pitna voda

L1 (0,01 ng mL™)

L2 (0,1 ng mL™")

Analyt
Primér SD RSD  Primér SD RSD
[ng L] [ng L] [Yo] [ng L] [ng L] [Yo]
Propranolol 9,69 0,68 7,01 99,35 3,50 3,52
Salbutamol 10,04 0,12 1,21 104,25 2,20 2,11
Sertralin n.d.” - - 116,22 1,66 1,43
Sotalol 9,64 0,28 2,93 99,98 1,47 1,47
Sulfamethazin 9,75 0,42 4,34 94,80 1,19 1,25
Sulfamethoxazol 9,48 0,42 4,42 93,47 1,69 1,81
Terbutalin 9,32 0,39 4,18 99,91 2,00 2,00
Thebain 9,19 0,73 7,94 87,18 4,11 4,72
Tramadol 9,40 0,60 6,40 92,89 3,24 3,49
Trimethoprim 8,96 0,51 5,65 92,89 3,78 4,07
Valsartan 7,95 1,06 13,36 94,91 6,68 7,04
Warfarin 9,25 0,68 7,34 89,21 2,20 2,46
Zolpidem 9,03 0,35 3,93 94,05 1,36 1,45

n.d.” - limit detekce analytu je vyssi nez nizsi koncentracni hladina spiku L1 = 0,01 ug L’

vy

* Dané analyty byly v surovych validacnich vzorcich stanoveny na hladindach, které

mnohondasobné prevySovaly hladinu fortifikace. Pro tyto analyty byly hodnoty RSD (%) pocitany

z koncentraci stanovenych opakovanou analyzou spikil.

Tab. 4.5 C: Souhrn vysledkii opakovatelnosti vyjadiené jako RSD (%), priumér

namérenych koncentraci daného analytu na jedné koncentracni hladiné a smérodatnd

odchylka jednotlivych analytii v odpadni vode.

Odpadni voda
L1 (0,01 ng mL™) L2 (0,1 ng mL™")
Analyt
Priimér SD RSD Primér SD RSD
[ng L] [ng L] [Yo] [ng L] [ng L] [Yo]
Anastrozol 8,52 0,12 1,43 81,00 1,91 2,36
Atenolol 5,03 0,61 12,11 30,53 0,97 3,16
Azathioprin 7,37 0,53 7,21 64,64 2,35 3,64
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Odpadni voda

L1 (0,01 ng mL™)

L2 (0,1 ng mL™")

Analyt
Primér SD RSD  Primér SD RSD
[ng L] [ng L] [Y0] [ng L] [ng L] [Yo]
Bezafibrat 8,14 0,26 3,25 71,90 5,85 8,13
Buprenorfin 11,86 1,00 8,44 99,54 3,28 3,29
Butorfanol 6,68 0,36 5,37 61,04 1,11 1,81
Citalopram 7,42 0,10 1,37 66,50 2,97 4,47
Cyklobenzaprin n.d.” - - 99,33 4,32 4,35
Cyklofosfamid 10,17 0,62 6,05 94,52 2,41 2,55
Diazepam 9,81 0,11 1,15 92,16 2,10 2,28
Diklofenak n.d.” - - 20,18 3,67 18,20
Enalapril 8,80 0,38 4,27 88,00 1,98 2,25
Fluoxetin n.d.” - - 80,93 2,94 3,63
Flutamid 4,43 0,20 4,61 37,89 5,96 15,72
Furosemid n.d.” - - 34,06 4,66 13,68
Gabapentin n.d.” - - 475,92° 11,80 2,48
Gemfibrozil n.d.” - - 2,65 0,53 19,95
Hydrochlorothiazid n.d.” - - 46,21 3,63 7,87
Chloramfenikol 4,45 0,51 11,46 26,17 1,79 6,86
Ifosfamid 9,98 0,59 5,89 103,61 3,16 3,05
Indomethacin 8,03 0,38 4,78 73,28 7,34 10,02
Tomeprol n.d.” - - 596,92" 13,94 2,33
Topamidol 9,41 1,61 17,13 48,60 1,12 2,30
Iopromid 28,66 5,20 18,15 105,09 7,07 6,72
Kapecitabin n.d.” - - 153,59 10,92 7,11
Karbamazepin 23,27 0,21 0,89 110,08 1,54 1,40
Ketoprofen 29,85 1,14 3,81 89,62 7,42 8,28
Kofein n.d.” - - 744,37 22,31 3,00
Kyselina klofibrova n.d.” - - 6,71 5,33 19,94
Linkomycin 7,63 0,25 3,28 89,42 1,65 1,84
Loperamid n.d.” - - 128,29 1,83 1,43
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Odpadni voda

L1 (0,01 ng mL™)

L2 (0,1 ng mL™")

Analyt

Primér SD RSD  Primér SD RSD

[ng L] [ng L] [Y0] [ng L] [ng L] [Yo]

Metoprolol 11,30 0,35 3,08 66,77 2,84 4,26
Metronidazol 3,40 0,21 6,25 48,83 1,16 2,37
Mykofenolat Mofetil 9,69 1,18 12,16 92,40 4,87 5,27
Naproxen n.d.” - - 67,95 9,02 13,27
Oxazepam 8,38 0,28 3,30 83,56 2,66 3,18
Paklitaxel nd.” - - 66,95 13,03 19,46
Paracetamol 19,97 0,88 4,41 69,11 0,90 1,31
Piroxicam 8,56 0,13 1,51 82,81 1,53 1,84
Propranolol 8,20 0,36 4,34 74,95 1,47 1,96
Salbutamol n.d.” - - 8,07 0,27 3,30
Sertralin n.d.” - - 66,28 4,45 6,72
Sotalol n.d.” - - 18,45 0,28 1,50
Sulfamethazin 9,34 0,32 3,45 85,05 1,89 2,22
Sulfamethoxazol 10,99 0,47 4,24 82,00 2,92 3,56
Terbutalin nd.” - - 2,51 0,17 6,97
Thebain 6,49 0,63 9,76 50,56 3,76 7,44
Tramadol 18,52 0,46 2,47 62,48 1,07 1,71
Trimethoprim 6,81 0,29 4,24 62,59 0,71 1,13
Valsartan 21,36 1,37 6,43 92,11 8,21 8,91
Warfarin 9,67 0,15 1,59 85,04 5,99 7,05
Zolpidem 7,13 0,12 1,68 68,20 1,62 2,38

vy

n.d.” - limit detekce analytu je vyssi nez nizsi koncentracni hladina spiku L1 = 0,01 ug L’

* Dané analyty byly v surovych validacnich vzorcich stanovenmy na hladindch, které

mnohondsobné prevySovaly hladinu fortifikace. Pro tyto analyty byly hodnoty RSD (%) pocitiny

z koncentraci stanovenych opakovanou analyzou spikii.
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4.2.5 Spravnost metody

Ovéreni spravnosti metody (Accuracy) bylo provedené zaroven s testovanim
opakovatelnosti a je vyjadfeno pomoci vytéznosti vypoctené jako pomeér zjiSténé
koncentrace analytu ve fortifikovaném vzorku k piijaté referencni hodnoté (mnozstvi
pfidaného analytu). Vytéznost jednotlivych analyti byla provedena na péti
fortifikovanych matri¢nich blancich MQ vody a péti fortifikovanych vzorcich pitné a
odpadni vody na dvou koncentraénich hladinach (0,01 ng mL! a 0,1 ng mL!). Vyt&Znost
jednotlivych analytl byla pfepoctena na vytéznost ptitazené¢ho ISTD (viz Tab. 4.2 A a B).
Vysledky spravnosti metody, vyjadieny jako vytéznost (%), jsou uvedeny v Tab. 4.6 a
graficky zobrazeny na Obr. 4.2.

Ze ziskanych vysledkd stanoveni je patrné, Ze vytéZznost se pro vétSinu analytil
pohybuje v rozmezi 70 — 120 % (spliiuje doporuceni dokumentu SANTE/11945/2015
[58]). Niz8i koncentracni hladina byla pfipravovéna pro analyty s vétSim linedrnim
rozsahem. U né€kterych analytii (napt. cyklobenzaprin, fluoxetin, gabapentin, iomeprol,
kapecitabin, kofein, kyselina klofibrova, loperamid, naproxen, paklitaxel a setralin) neni
vytéznost na nizsi spikovaci hladiné uvedena z toho diivodu, ze LOD téchto analyti byl
vy$$i neZ testovana koncentrac¢ni hladina. Vyssi nebo niZ$i hodnoty vytéznosti, nez je
doporucovano pii stanoveni jednotlivych analyti ve fortifikovanych blancich MQ vody
a fortifikovanych vzorcich pitné vody mohou byt zptisobeny matri¢nimi vlivy z divodu

vyhodnocovani na rozpoustédlovou kalibraci.

U odpadnich vod je rozptyl vytéznosti u nckterych analytti vétsi. Nizké hodnoty
vytéznosti jsou zpusobeny vyraznym matriénim efektem. Vys$$i hodnoty jsou
gabapentinu, iomeprolu jsou nalezené hodnoty nékolikanasobné vyssi. Pti stanoveni 1é¢iv

v odpadnich vodach je pfepocet na ISTD nutny ke korekci matri¢nich efektd.
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Obr. 4.2: Grafické zndzorneni rozptylu vyteznosti v ramci testovanych matric.

A s

-50 50-70

70-80

B VQ voda - L1
[ IMQvoda-L2
L |Pitna voda - L1
I Pitna voda - L2
I Odpadni voda - L1
|| Odpadni voda - L2

80-110 110-120

>120

Vytéznost [%]

Tab. 4.6: Vysledky spravnosti metody vyjadiené jako vytéznost pro ti typy vodnich

matric — MQ, pitna a odpadni voda (L1 — urovern obohaceni vzorku na koncentracni hladinu

0,01 ng mL™", L2 — troveri obohaceni vzorku na koncentracni hladinu 0,1 ng mL”! ).

Vytéznost [%o]

Analyt MQ voda Pitna voda Odpadni voda

L1 L2 L1 L2 L1 L2

Anastrozol 100,1 102,4 100,3 98.9 97,0 98,7
Atenolol 84,0 96,7 107,3 104,9 64,6 45,8
Azathioprin 104,9 103,1 96,9 94,1 94,5 97,1
Bezafibrat 92,9 89,4 87,6 95,8 92,8 87,6
Buprenorfin 88,1 97,0 89,2 92,6 103,0 98,2
Butorfanol 87,2 98,4 94,6 97,2 85,7 91,7
Citalopram 98,0 95,9 96,9 99.4 95,3 99.9
Cyklobenzaprin n.d.” 73.1 n.d.” 116,5 n.d.” 98,0
Cyklofosfamid 96,9 104,0 96,5 100,1 103,4 105,6
Diazepam 102,4 102,0 99,2 101,3 99,8 103,0
Diklofenak n.d.” 97,0 n.d.” 86,5 n.d.” 30,3
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Vytéznost [%]

Analyt MQ voda Pitna voda Odpadni voda

L1 L2 L1 L2 L1 L2
Enalapril 103,5 107,6 115,2 118,3 100,3 107,2
Fluoxetin n.d.” 97,5 n.d." 1189  nd”  100,0
Flutamid 91,0 87,3 85,7 89,6 71,7 62,8
Furosemid 90,2 81,6 112,5 94,1 n.d.” 84,1
Gabapentin n.d.” 96,3 116,9 107,5 nd”™ nd”
Gemfibrozil 108,9 97,3 92,2 93,5 n.d.” 3,6
Hydrochlorothiazid n.d.” 104,9 n.d.” 109,0 n.d.” 76,5
Chloramfenikol 121,3 100,8 1073 96,0 72,1 434
Ifosfamid 106,5 103,4 101,1 96,5 101,5 115,8
Indomethacin 88,3 80,1 84,8 88,9 91,5 89,3
Tomeprol n.d.” 135,1 n.d.” 263,1 nd” nd”
Topamidol 103.4 104,0 74,0 102,3 106,9 66,4
Topromid 84,4 106,6 79,7 124,4 249,0  103,6
Kapecitabin n.d.” 95,8 n.d.” 231,8 nd.” 187,1
Karbamazepin 97,7 99,5 101,4 97,3 202,1 108,6
Ketoprofen 86,3 90,8 104,4 107,3 246,9  107,1
Kofein n.d.” 91,7 n.d.” 70,1  nd”  nd”
Kyselina klofibrova n.d.” 84,9 n.d.” 75,7 n.d.” 66,0
Linkomycin 105,2 105,3 101,8 102,1 77,6 99,9
Loperamid n.d.” 124.,6 n.d.” 138,1 nd® 1927
Metoprolol 84,5 88,5 95.4 100,4 105.2 83,0
Metronidazol 105,2 106,7 95,7 98.9 88,5 74,5
Mykofenolat Mofetil 83,3 88,7 96,1 92,8 98,5 103,2
Naproxen n.d.” 98,4 n.d.” 94,2 n.d.” 92,1
Oxazepam 100,0 102,7 97,2 99,1 95,4 101,8
Paklitaxel n.d.” 82,9 n.d.” 76,3 n.d.” 85,6
Paracetamol 94,6 95,9 99,4 103,3 226,7 94,4
Piroxicam 103,9 106,2 98,3 100,8 97,6 100,9
Propranolol 14,7 80,1 88,8 103,6 82,2 95,8
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Vytéznost [%]

Analyt MQ voda Pitna voda Odpadni voda

L1 L2 L1 L2 L1 L2

Salbutamol 87,5 96,8 100,2 107,2 n.d.” 12,1
Sertralin n.d.” 94,7 n.d." 121,22 nd” 954
Sotalol 80,3 91,6 96,2 102,8 n.d.” 27,7
Sulfamethazin 101,3 105.,8 1033 99.4 106.4 103,6
Sulfamethoxazol 97,2 100,6 99,1 97,9 105,7 1014

Terbutalin 87,3 100,3 93,0 102,7 n.d.” 3,8
Thebain 87,2 91,5 91,7 89,6 105,2 83,8
Tramadol 84,5 90,3 93,8 95,5 237,6 93,8
Trimethoprim 85,5 83,7 92,4 95,1 87,4 94,0
Valsartan 93,1 86,3 80,6 96,2 185,5 90,8
Warfarin 81,7 86,3 96,1 95,6 98,4 95,0
Zolpidem 98,7 96,6 93,2 96,3 91,5 102,4

vy

n.d.” - limit detekce analytu je vyssi nez nizsi koncentracni hladina spiku L1 = 0,01 ug L’

n.d. ** - Pro uvedené analyty nebylo mozné stanovit presnou hodnotu vytéznosti, a to z ditvodu,
Ze vzorky pouzité pro validaci byly témito latkami kontaminovany na dosti vysokych hladinach,
které mnohonasobné prevysovaly koncentraci, kterou byly vzorky fortifikovany. Vytéznosti téchto

analytii Ize tedy stanovit pouze z analyzy MQ vody.

4.2.6 Robustnost metody

Testovani robustnosti celého analytického procesu, tedy stanoveni, do jaké miry
zména jednotlivych parametrti metody a/nebo kroky ptipravy vzorkl ovlivni spravnost a
presnost vysledkii, byla vzhledem k jednoduchosti ptipravy vzorkil (pfimy nastiik)

omezena na testovani stability standardl a testovani u€innosti pouzitych mikrofiltra.

e Testovani stability standarda a vzorkii:
Stabilita standardi a vzorkd byla testovana celkové po dobu jednoho tydne,
konkrétné jeden, tfi a sedm dni od jejich laboratorni ptipravy (= den 0). Kazdy
nasledujici den kontrolni analyzy byla pfipravena nova kalibra¢ni tada
standardi, na kterou bylo promé&feno 6 fortifikovanych vzorkl (3 spiky pitné

vody na koncentra¢ni hlading& 0,1 ng mL"! a 3 spiky odpadni vody fortifikované

75



na hlading 0,1 ng mL""), pfipravené v den 0. Na zakladé porovnani vysledki
bylo ziejmé, ze vétSina analyt davala stabilni odezvu i1 po 7 dnech skladovani
vzorkdl. Vyjimku tvofila skupina iodovych kontrastnich latek, dale kofein,
gabapentin a paklitaxel, které po 1 tydnu od ptipravy vzorki vykazovaly nalezy
30 %, 54 %, 42 % a 58 % ve srovnani se dnem 0. Vzhledem k tomuto faktu
byla stabilita vzorkti ur¢ena na 3 dny, béhem kterych je nutno provést LC-MS
analyzu.
e Testovani mikrofiltri:

V ramci optimalizace metody byly testovany rizné typy mikrofiltrii a jejich
vlivu na finalni vytéZnosti analyti. Testovany byly celulosové, PTFE,
nylonové a PVDF mikrofiltry o porozité¢ 0,20 pm. Pro dany experiment byly
analyty spikovany na hladinu 0,1 ng mL™! do MQ vody, pietazeny pres filtry a
analyzovany. Na zaklad¢€ vysledkt tohoto testu byly pro finalni filtraci vzorki
zvoleny celulézové filtry, které nemaji prakticky zadny vliv na finalni
koncentraci analytd. Nejvice analytl bylo zachyceno na PTFE a nylonovych
filtrech, kdy doslo k poklesu koncentrace az na 4 % pivodni spikované

hladiny.

4.2.7 Odhad nejistoty stanoveni

Odhad nejistoty méteni byl proveden tzv. ,top-down* pfistupem pomoci metody
ANOVA, na zéklad¢é opakovanych (vzdy alespon 6-krat pro kaZdou
matrici/fortifikovanou hladinu) méteni fortifikovanych matric a MQ vody. Tento zplisob
odhadu zahrnuje pfispévky nejistot z navazovani standardl, odméfovani objemd,
davkovani vzorku, fedéni, vliv testovanych redlnych matric a opakovatelnost méteni

ptistroje. Rozsifend nejistota méfeni je vyjadiena jako
U. = k-u, (4.1)

kde k je faktor rozsifeni a hodnota & je 2, coz odpovida ptiblizné 95% spolehlivosti

vysledku a u. je celkova nejistota méteni z vypoctu ANOVA.
Nejistota mefeni byla odhadnuta pomoci téchto matric/koncentraci fortifikace:

1. MQ voda 0,01 pg.L!
2. MQ voda0,1 pg.L!
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pitna voda 0,01 pg.L!
pitna voda 0,1 pg.L’!

wokh W

odpadni voda 0,01 pg.L!
6. odpadni voda 0,1 ug.L"!
Pro pfesny vypocet byl pouzit interni ALS-Excel dokument, kde je cely vypocet
prednastaven. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 4.7.

Tab. 4.7: Odhad nejistoty méreni pro jednotlivée parametry v pitnych a odpadnich

vodach.
Pitné vody Odpadni vody
Analyt Kombinovana  RozSifena  Kombinovana RozSifena
nejistota nejistota Uc nejistota nejistota

[0, k=1] [Yo, k=2] [%, k=1] Uc

Anastrozol 5,3 10,6 2,7 53
Atenolol 5,7 11,3 10,1 20,1
Azathioprin 5,8 11,5 4,1 8,1
Bezafibrat 12,6 25,2 4.2 8.4
Buprenorfin 5,8 11,6 3,7 7,4
Butorfanol 33 6,6 2,3 4,5
Citalopram 34 6,8 4.8 9,5
Cyklobenzaprin 4,6 9,2 2,9 5,9
Cyklofosfamid 5,9 11,8 4,6 9,2
Diazepam 3,8 7,6 7,5 15,0
Diklofenak 12,1 24,2 5.9 11,8
Enalapril 4,1 8.2 3,0 6,0
Fluoxetin 9,0 18,1 7,9 15,7
Flutamid 8,6 17,1 7,8 15,6
Furosemid 11,7 23,3 59 11,7
Gabapentin 6,5 13,1 7,6 15,2
Gemfibrozil 13,3 26,6 8,5 17,1
Hydrochlorothiazid 11,1 22,3 7,6 15,1
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Pitné vody Odpadni vody

Analyt Kombinovana  RozSifena  Kombinovana RozSifena

nejistota nejistota Uc nejistota nejistota
[%, k=1] [Y%o, k= 2] [%0, k=1] Uc
Chloramfenicol 11,2 22,4 4.8 9,5
Ifosfamid 5,8 11,7 1,7 34
Indomethacin 5,4 10,8 4,0 8,0
Iomeprol 8,0 16,1 8,0 16,0
Topamidol 5.8 11,6 2,7 5.4
Iopromid 13,4 26,9 6,6 13,3
Kapecitabin 11,2 22,4 3,8 7,6
Karbamazepin 11,3 22,5 7,0 13,9
Ketoprofen 5,6 11,3 33 6,6
Kofein 14,2 28,3 0,3 0,5
Kyselina klofibrova 10,6 21,3 8,8 17,7
Linkomycin 5,7 11,5 3,6 7,3
Loperamid 8,6 17,2 3,8 7,5
Metoprolol 3.5 7,1 3,0 5,9
Metronidazol 8,8 17,7 3,1 6,1
Mykofenolat Mofetil 6,2 12,5 6,6 13,1
Naproxen 12,4 24,8 3,0 6,0
Oxazepam 6,6 13,2 6,1 12,1
Paklitaxel 8,3 16,6 5,5 11,0
Paracetamol 10,1 20,2 0,4 0,9
Piroxicam 12,3 24,5 3,2 6,4
Propranolol 3,6 7,2 4.8 9.5
Salbutamol 7.5 15,0 3,1 6,2
Sertralin 5.9 11,7 5,6 11,2
Sotalol 55 10,9 5,2 10,3
Sulfamethazin 3,0 6,0 1,5 3,1
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Pitné vody Odpadni vody

Analyt Kombinovana  RozSifena  Kombinovana RozSifena
nejistota nejistota Uc nejistota nejistota
[Yo, k=1] [Yo, k= 2] [%, k= 1] Uc
Sulfamethoxazol 2,9 5,7 2,8 55
Terbutalin 4.6 9,2 6,4 12,7
Thebain 5,4 10,7 7,6 15,1
Tramadol 39 7,9 1,8 3,6
Trimethoprim 4.4 8.8 3,5 6,9
Valsartan 4.8 9,6 3,6 7,3
Warfarin 5,9 11,9 4.4 8.8
Zolpidem 4.8 9,5 34 6,8

4.3 Monitoring realnych vzorki

4.3.1 Vysledky monitoringu léCiv ve vzorcich pitnych vod

Validovanda UHPLC-MS/MS metoda byla v ramci diplomové prace pouZita pro
monitoring 1é&iv v pitnych vodach odebiranych na uzemi Ceské republiky, jednalo se o
kombinaci kohoutkovych a pitnych podzemnich vod. Vysledky jsou shrnuty v 7ab. 4.8 a
graficky zobrazeny na Obr. 4.3. Analyzovano bylo 15 vzorkt, kdy v kazdém vzorku byl

stanoven alesponi jeden analyt nad LOD.

Analyt, ktery byl detekovan prakticky ve vSech testovanych vzorcich (14 pozitivnich
z 15 analyzovanych) nap#i¢ Ceskou republikou, byla jodovéa kontrastni latka iomeprol.
Priimérna hodnota vyskytu této latky byla 0,090 pg L. V pfipadé jodovych latek se jedna
o skupiny farmak vyuzivanych v nemocnicich, a to v relativné vysokych davkach. Pti
kontaminaci vSech typl vod témito latkami plati, Ze procesy uplatiiované na Cistirnach
odpadnich vod, tedy ozonizace, UV zéteni, chlorace nebo mikrobialni degradace, nemaji
na odstranéni téchto latek zadny vliv. Jako druhy analyt byl, co do poctu pozitivné
kontaminovanych vzorki, detekovan karbamazepin. Byl stanoven zhruba v poloviné
vzorki (7/15), na primérné koncentraci 0,122 ug L™!. Dale byl ve 4 vzorcich detekovéan
gabapentin s primérnou hodnotou koncentrace 0,178 ng L!. Déile byly ve vzorkach

stanovena lé¢iva iopamidol (0,101 pg L), gemfibrozil (0,091 pg L), tramadol
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(0,044 ng L"), sulfamethoxazol (0,035 pg L), kofein (0,034 pg L), chloramfenikol
(0,024 pg L), valsartan (0,021 ug L!), sulfamethazin (0,011 pg L) a sotalol
(0,011 pug L"). Kofein, karbamazepin, gabapentin a jodové latky byly ve vzorcich pitnych
vod detekovany nad hladinu 0,1 ug L', coZ je hodnota, ktera se pouZiva jako limitni a
hygienicky povolena pii stanoveni pesticidl. Jak jiz bylo zminéno, toto je hodnota pouze

orientacni, protoze pro 1éCiva zatim nejsou legislativni limity stanoveny.

-Kofein
045 +—T—T—T—T T T T T T T T T -Karbamazepin
A, L Gabapentin
Y 040 Gemfibrozil
_Dl'i ; N Chloramfenikol
= 035 -Iomeprol
@ ¢ B -Iopamidol
g i Sotalol
‘E 0130 B -Sulfamelhazm
8 r Sulfamethoxazol
c 0,25 = Tramadol
g L Valsartan
0,20 - -
0,15 -
0,10 4
-~ ‘ | | ‘ ‘ | !
0,00 NNNNN I | I
2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15

Cislo vzorku

Obr. 4.3: Prehled vyskytu analytii 1é¢iv stanovenych ve vzorcich pitnych vod v CR.
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Tab. 4.8:  Prehled koncentraci stanovenych analytii 16¢iv v pitnych vodach v Ceské republice.

Koncentrace [pg L]

Analyt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Kofein n. d. n. d. n.d n.d n. d. nd nd nd nd nd 0034 nd nd nd nd
Gabapentin n. d. 0,204 n.d. n.d n. d. nd nd nd nd 0071 0252 n.d 0,18 n.d nd
Gemfibrozil n. d. n. d. n.d. n.d n. d. nd nd nd 0096 0095 0,083 nd nd nd nd
Chloramfenikol n. d. n. d. n.d. n.d n. d. nd nd nd nd 0024 nd nd nd nd nd
Iomeprol n. d. 0,029 0,082 0,067 0,055 0,087 0,070 0,075 0,102 0,088 0,099 0,032 0,044 0,393 0,030
Topamidol n. d. n. d. n.d. n.d n. d. nd nd nd nd 0014 0,188 nd nd nd nd
Karbamazepin 0,180 0,049 n.d nd nnd. nd nd nd nd 0,058 0047 0,047 0,058 0,412 n.d.
Sotalol n. d. n. d. nd n.d n. d. n.d nd nd nd nd 00l nd nd nd nd
Sulfamethazin n. d. n. d. nd. n.d n. d. n.d nnd. nd nd nd 0011 nd nd nd nd
Sulfamethoxazol n. d. n. d. nd. n.d n. d. n.d nnd. nd nd nd 0035 nd nd nd nd
Tramadol 0,003 0,004 n.d nd n. d. n.d nd. nd nd nd 003 nd nd nd nd
Trimethoprim n. d. n. d. n.d. nd n. d. nnd. nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Valsartan n. d. n. d. nd. n.d n. d. nd nd nd nd nd 0021 nd nd nd nd




4.3.2 Vysledky monitoringu |éCiv ve vzorcich odpadnich vod

Validovana UHPLC-MS/MS metoda byla v ramci diplomové prace pouzita pro
monitoring 1é¢iv v odpadnich vodach vytékajicich ze zdravotnickych zatizeni v Ceské
republice. Vysledky jsou shrnuty v 7ab. 4.9 a graficky zobrazeny na Obr. 4.4.
Analyzovéano bylo 18 vzorki, kdy v kazdém vzorku byl stanoven alespoii jeden analyt

nad limitem stanovitelnosti.

Iomeprol, jodova kontrastni latka, byla stanovena v 17 vzorcich na primérné
koncentra¢ni hlading 875 pg L' a v 10 vzorcich byl stanoven iopromid s priimérnou
hodnotou koncentrace 48,8 pg L' Jodové kontrastni latky, hojné vyuzivané v
nemocnicich pfi diagnostice, jsou problematické z diivodu jejich vysoké rozpustnosti ve
vode a vysoké stabilité. Gabapentin byl stanoven ve vSech vzorcich, jeho primérna
koncentrace byla 29,9 ug L. Kofein byl stanoven v 10 vzorcich s primérnou hodnotou
koncentrace 38,5 pg L! a v 8 vzorcich byl nalezen furosemid s priimérnou hodnotou
koncentrace 9,66 pug L. V6 vzorcich byl stanoven také paracetamol s primérnou
hodnotou koncentrace 82,5 ug L™!. Mezi dalsi 1é¢iva stanovena ve vzorcich s relativné
vysokou priimérnou koncentraci patii: metronidazol (7,50 pg L), sufamethoxazol
(4,93 pg L), tramadol (3,52 pg L), trimethoprim (3,06 ug L), hydrochlorothiazid
(2,38 ug L), diklofenak (1,33 pg L), naproxen (0,98 pg L), metoprolol (0,97 pg L),
valsartan (0,91 pug L!) a karbamazepin (0,73 ug L'!).

Vysledky monitoringu lé¢iv v odpadnich vodach, které byly v uplynulych letech
provadény v Ceské republice a na Slovensku potvrdily vyskyt 1é¢iv stanovenych pomoci
této metody. Ve studii provaddéné vroce 2014 a 2015 byl nalezen gabapentin
(16,8 ng L), diklofenak (1,4 ug L") a ketoprofen (0,45 ng L1). [14] V roce 2019 byl
stanoven tramadol (0,53 pg L) a citalopram (0,07 pg L'). Naproxen (1,4 pg L),
diklofenak (1,1 pg L"), a ketoprofen (0,9 pg L) byl stanoven v roce 2017. [16]

V porovnani se studiemi provadénymi ve Spanélsku byly v Ceské republice nalezeny
desetinasobné vyssi koncentrace paracetamolu, déle byla také nalezena 1éciva atenolol,
hydrochlorothiazid, sulfamethoxazol, karbamazepin a kofein. [17] [18] Pfiblizn¢ stejna
koncentrace kofeinu, jako v Ceské republice, byla naméfena v pribéhu studie na
Kanarskych ostrovech. [20] Z;jisténé hodnoty koncentrace paracetamolu a naproxenu

v Ceské republice byly v porovnani s Velkou Britanii nizsi. [23] [24] V odpadnich



vodach LotySska byly ve srovnani s Ceskou republikou nalezeny mnohonéasobné nizsi

koncentrace kofeinu (12 pg L), a paracetamolu (4,2 pg L), [27]
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[ |Diklofenak
:l Furosemid
:’ Gabapentin
L [ |Hydrochlorothiazid
:| lomeprol
- lopromid

Metoprolol
B = Metronidazol

1 _ 1 Naproxen

2000 - -Oxazepam
- Paracetamol
:’ Sulfamethoxazol
1500 + n 4 :l Tramadol
i :l Trimethoprim
r :Valsarlan
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Obr. 4.4 A: Prehled vyskytu analytii léciv stanovenych ve vzorcich odpadnich vod ze

zdravotnickych zarizeni v CR.
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Obr. 4.4 B: Priblizeni Obr. 4.4 A — prehled vyskytu analytii léciv stanovenych ve

vzorcich odpadnich vod ze zdravotnickych zarizeni v CR.
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Tab. 4.9: Piehled stanovenych léciv v odpadnich vodach vytékajicich ze zdravotnickych zarizeni v Ceské republice.

Koncentrace [pg L]

Analyt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Atenolol n.d. n.d n. d. n. d. n.d. 0301 0,305 n.d n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Citalopram n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,205 0,203 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,319 1,04 n.d. n.d.
Cyklofosfamid n.d. n.d n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 5,17 n. d. n. d. n. d.
Diklofenak n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,817 0,880 n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. 2,37 n. d. n. d. 1,27 n.d. n.d.
Furosemid n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,378 0,366 10,8 n. d. n. d. n. d. 30,5 n. d. 17,7 1,30 1,83 14,4 n. d.
Gabapentin 4,13 5,40 5,77 5,74 6,78 2,58 2,59 109 104 232 2,97 38,2 2,28 432 1,24 1,56 46,8 132
Hydrochlorothiazid 1,16 2,09 1,69 2,58 2,16 2,39 2,09 n. d. n. d. n.d. 0987 n.d n. d. n. d. 591 2,77 n. d. n. d.
Indomethacin n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,074 0,065 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Iomeprol n.d 276 282 n. d. 227 0,214 0,268 n.d. n.d. 2024 n.d n. d. n. d. n. d. 11,4 n.d. 2095 1399
Iopromid n. d. 1,20 1,28 n. d. 1,20 0,607 0,777 n.d n. d. 111 n. d. n. d. n. d. n. d. 1,32 n. d. 92,7 229
Kapecitabin n.d. n.d n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Karbamazepin 0,742 0,812 0,917 0,846 0,803 0,331 0,333 n. d. n. d. n. d. 0,699 n.d. n. d. n. d. n. d. 1,05 n. d. n. d.
Ketoprofen n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 154 0,090 n.d n.d.
Kofein 31,7 372 39,7 41,2 39,6 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 31,5 8,49 n.d. 1160 848 0,597 n.d 31,5



Koncentrace [pg L]

Analyt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Metoprolol 0,632 0,740 0,786 0,902 0,843 1,31 1,30 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,46 0,708 n.d. n. d.
Metronidazol n.d. n.d n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 15,7 14,1 n.d. 0597 n.d n. d. n. d. n.d. 0,123 6,96 n. d.
Naproxen 1,21 1,22 1,17 1,64 1,25 0,194 0,169 n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Oxazepam n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,117 n.d n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,27 n. d. n. d.
Paklitaxel n.d. nd n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Paracetamol n. d. n. d. 0,943 5,42 15,3 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 553 n. d. 300 118 n. d. n. d. n. d.
Sertralin n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,207 n.d n. d. n. d.
Sotalol n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,055 0,052 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n.d. n.d.
Sulfamethoxazol n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,14 1,04 6,49 6,62 n. d. n. d. 20,3 n. d. 7,86 1,15 2,78 n. d. n. d.
Tramadol n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. 0,918 0,930 n.d. n. d. n. d. n. d. 7,87 n. d. 6,48 0,291 4,66 n. d. n. d.
Trimethoprim 0,441 0,759 0,846 0909 0,877 0,522 0,511 11,4 11,5 n.d. 0343 5,11 n. d. 4,83 1,40 2,30 3,51 3,71
Valsartan 0,817 0,900 0,697 1,10 0,747 0,242 0,242 n.d n. d. n.d. 0,780 n.d. n. d. n. d. 2,81 0,773 n.d n. d.
Zolpidem n.d. nd n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n.d. 0,052 n.d n. d.
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4.3.3 Porovnani U¢innosti Cistiren odpadnich vod v CR

Validovana UHPLC-MS/MS metoda byla v ramci diplomové prace pouzita také pro
porovnani uéinnosti odstranéni 1é¢iv v &istirnach odpadnich vod na tzemi Ceské
republiky. Vysledky jsou shrnuty v 7Tab. 4.10 a graficky zobrazeny na Obr. 4.5.
Analyzovéano bylo 20 vzorki z 10 &istiren (COV), kdy byl vzdy analyzovan piitok a odtok
z dané COV.

Z Obr. 4.5 je patrné, 7e vétsina analytt byla po prichodu COV odstranéna s G&innosti
vyssi jako 70 %. Paracetamol byl nalezen v piitocich viech 10 COV v primémé
koncentraci 38,9 pg L' a byl odstranén s 100% tcinnosti. Ve vsech analyzovanych
vzorcich byl taky nalezen kofein dosahujici priimérné koncentrace 82,1 pg L1, ktery byl
odstraniovan s uspesnosti 97 %. Mezi analyty, které byly odstranény s i¢innosti vétsi, jako
80 % patti: ketoprofen (96 %), naproxen (92 %), atenolol (88 %), valsartan (85 %) a
gabapentin (83 %). Niz§i G€innost odstranéni byla zjisténa u 1é€iv: furosemid (75 %),
metoprolol (75 %), iomeprol (71 %), citalopram (53 %), sulfamethoxazol (52 %),
zolpidem (47 %), hydrochlorothiazid (45 %), iopromid (43 %), tramadol (39 %),
karbamazepin (35 %), oxazepam (12,4 %) a diklofenak (2,5 %). U Ctyt analyti 1éCiv byla
nalezena vyssi koncentrace v odtoku COV, ué¢innost je tedy zaporna: warfarin (-9,5 %),

indomethacin (-53 %), trimethoprim (-54 %) a metronidazol (-110%).

Vyssi obsah 1é¢iva na vystupu COV neZ na vstupu miZe byt zpasoben nékolika
faktory. Prvni moZnosti je pfitomnost matrice potlacujici nebo zesilujici signal analytu
v pribéhu stanoveni, pfipadné nahodnou chybou pii pfipravé nebo odebirani vzorkd.
Dalsi moznosti je uvoliiovani metabolizovaného farmaka, které miize byt dekonjugovano

zpét do ptivodni formy v pribéhu ¢isticiho procesu v COV.

Vroce 2014 a 2015 byla v Ceské republice provedena studie, kterd porovnavala
uginnost COV. Bylo zjisténo, e nejvyssi uéinnosti odstranéni dosahoval paracetamol
(91 %), kofein (84 %) a furosemid (75 %), naopak nejnizsi u€innost byla zjiSténa pro
gabapentin (14 %). [14] Kromé gabapentinu, u kterého byla pomoci validované metody

zjisténa 83% ucinnost odstranéni, se vysledky shoduji.

Ve studii z roku 2019 bylo v Ceské republice a na Slovensku zji§téno, Ze tramadol,

oxazepam a citalopram jsou odstraiiovany v COV maximélné s G¢innosti 30 %. [15] Ve



v

srovnani s touto studii byla zjiSténa vys$si Gi€innost odstranéni u citalopramu (53 %) a

tramadolu (39 %).

Maximalné 40% uéinnost odstranéni karbamazepinu v COV byla stanovena ve studii
provadéné na Kanarskych ostrovech vroce 2017. [20] Tato hodnota se shoduje

s vysledkem zjisténym v této diplomové praci.

V dalsich studiich provadénych v Italii v roce 2014 [22] a ve Velké Britanii v roce
2015 a 2016 [23] [24] byly po prichodu COV nalezeny vy$si koncentrace 1é¢iv

karbamazepinu, diklofenaku a tramadolu.

Zolpidem
Warfarin
Valsartan
Trimethoprim
Tramadol
Sulfamethoxazol
Paracetamol
Oxazepam
Naproxen
Metronidazol
Metoprolol
Ketoprofen
lopromid
lomeprol
Indomethacin
Hydrochlorothiazid
Gabapentin
Furosemid
Enalapril
Diklofenak
Citalopram
Karbamazepin
Kofein
Atenolol |

-100 -50 0 50 100
Uginnosti odstranéni v COV [ %]

Obr. 4.5: Porovnani prumérné ucinnosti odstranéni stanovenych léciv v COV (v %).
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Tab. 4.10:

Prehled koncentract stanovenych analytii 1é¢iv v odpadnich vodach v Ceské republice.

Koncentrace [pg L7

Analyt ¢ov Cov Cov cCov cCov Cov cCov Cov Cov Cov Cov Cov Cov Cov Cov Cov Cov Cov Cov  Cov

1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 8 8 9 9 10 10
pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok
Atenolol 0,093 0,152 n.d. 0,014 0,234 0,214 0,528 0,025 1,87 0,102 3,59 0,088 0,773 0,025 n.d. nd nd nd 0421 0,300
Citalopram 0,206 0,210 0,164 0,150 0,186 0,195 0,825 0,494 444 144 186 0,521 1,35 0,640 0,493 0,711 n.d. n.d 0,186 0,222
Diklofenak 3,14 2,03 0,308 0,275 0,213 0,367 3,01 1,79 6,53 3,10 521 2,06 5,70 0,496 0,205 0,553 0,050 13,1 0,343 0,322
Enalapril 0,033 n.d. 0,007 n.d 0007 nd nd nd 0076 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd n. d.
Furosemid 1,08 198 1,71 1,20 1,14 1,19 3,03 1,57 432 10,7 244 1,16 163 129 258 49 2,11 0,000 0,080 0,168
Gabapentin 109 12,6 2,00 2,16 430 733 279 3,16 51,7 7,79 199 392 69,1 3,79 1099 3,67 2,04 0372 4,59 823
Hydrochlorothiazid 0,635 1,71 0,800 1,27 0,974 1,39 396 330 11,1 2,52 828 337 903 478 938 876 625 0,149 3,04 2733
Indomethacin 0,104 0,112 0,020 0,046 0,056 0,077 0,049 0,110 0,121 0,103 0,012 0,102 0,164 0,171 0,009 0,090 n.d. n.d. 0,055 0,088
Iomeprol 0,133 290 0,079 =n.d. 457 1,12 0,110 0,122 2224 1440 6,68 233 2981 2,05 =nd 0074 nd nd 533 0995
Iopromid n.d. 0,077 n.d nd 0052 0029 0019 nd nd =nd nd 0071 0804 0,112 n.d 0251 nd nd 0083 n.d
Karbamazepin 0,671 0,849 0,964 0,179 0,139 0,265 0,380 0,432 n.d. 0,003 244 0,880 1,42 0,935 0,239 0,336 0,037 n.d 0,135 0,270
Ketoprofen 0,089 0,045 3,88 0,004 0,031 0,036 0,012 0,051 1,39 0,070 0,196 0,044 1,26 0,019 n.d nd nd nd 0,034 0,032



Koncentrace [pg L]

Analyt ¢ov cCov Cov Cov Cov Cov Cov cCov cCov cCov Cov Cov Cov Cov cCov cCov cCov cCov cCov Cov

1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 8 8 9 9 10 10
pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pritok odtok pfFitok odtok pritok odtok
Kofein 385 221 17,1 1,89 214 0959 1173 1,98 140,7 492 1604 2,09 1957 1,55 61,6 1,21 457 590 22,1 218
Metoprolol 0,643 0,985 0,700 0,438 0,600 0,800 2,90 1,76 30,8 3,63 12,0 1,82 864 2,77 240 253 3,11 0,026 0,622 0,902
Metronidazol 0,034 0,024 0,006 0,015 0,033 0,112 0,040 0,032 =n.d. 0,018 n.d. 0,007 nd 0011 nd =nd nd nd 0042 0,118
Naproxen 0,265 0,094 3,49 =n.d. 0270 0,085 490 0,651 3,93 0509 249 1,16 12,6 0,078 182 =n.d 2,18 0,012 0,867 0,045
Oxazepam 0,095 0,183 0,008 0,020 0,037 0,077 n.d. 0,012 n.d. 0,020 0,192 0,151 0,216 0,150 n.d. n.d. 0202 n.d 0,040 0,081
Paracetamol 28,7 n.d. 303 =nd 11,0 nd 286 =nd 545 nd 1042 nd 837 nd 214 nd 147 nd 11,8 nd
Sulfamethoxazol 0,006 0,009 0,041 0,028 0,503 0,961 1,95 0,678 0,024 0,126 1,82 0,568 4,09 0,557 121 0,759 n.d nd 0431 1,10
Tramadol 0,231 0,396 0,123 0,247 0,164 0405 197 189 17,1 7,11 0666 1,40 3,59 193 nd 0839 0375 0,022 0,315 0,782
Trimethoprim 0,009 0,106 0,030 0,167 0,152 0,340 0,333 0,316 0,408 0,629 0,206 0,117 0,333 0,160 0,099 0455 n.d. nd 0,152 0,357
Valsartan 0,347 0,946 0,550 0,038 0475 0,142 545 0,146 290 8,11 448 0,134 11,3 0,109 820 0,145 5,19 0,011 0,477 0,145
Warfarin 0,003 0,006 0,004 0,003 0,003 0,004 0,022 0,007 0,022 0,033 0,024 0,017 0,016 0019 n.d 0016 n.d nd 00030 0,003
Zolpidem 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,004 0,005 0,055 0,019 0,005 0,005 0,019 0,006 0,003 0,008 n.d nd 0,001 0,002
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5 Zavér

Diplomova préce byla zaméfena na optimalizaci a validaci multirezidualni analytické
UHPLC-MS/MS metody, ktera slouzi pro stanoveni 52 1é¢iv. Na zacatku vypracovani
diplomové prace byla provedena odborna reSerse doposud publikovanych védeckych
praci, ktera potvrdila zvolené¢ podminky UHPLC-MS/MS analytické metody a poskytla

poznatky vhodné pro optimalizaci slozeni mobilni faze.

V ramci optimalizace metody byly testovany rizné modifikatory mobilni faze, které
nasledn¢ vedly ke zlepSeni analyzy néckterych problematickych analyt (napf.
loperamidu, buprenorfinu a propranololu). Pivodni mobilni faze, slozena z 0,01%
mravenci kyseliny a acetonitrilu, byla po optimalizaci nahrazena mobilni fazi slozené z
0,01% mravenci kyseliny a methanolu. Tato vyména organické faze upravila odezvy 16
problémovych analytd s nesymetrickym a chvostujicim tvarem piku. Nasledné byla
provedena zkracena validace analytické metody pro pitné a odpadni vody. Validaci byly
ovéfeny zakladni valida¢ni parametry a pro vétSinu analytii bylo dosazeno vytéznosti

70 — 120 %, s opakovatelnosti stanoveni do 20 %.

V druhé ¢asti praktické diplomové prace byl proveden monitoring 52 analyth 1&€iv v
realnych vzorcich pitnych a odpadnich vod na tizemi Ceské republiky. Pro monitoring
lé¢iv v pitnych vodach bylo analyzovano 15 vzorkd kohoutkovych a podzemnich vod,
kdy v kazdém vzorku byl stanoven alesponi jeden analyt nad limitem stanovitelnosti.
Analyt, detekovany prakticky ve vSech vzorcich, byl iomeprol, tedy jodova kontrastni
latka s primérnou hodnotou koncentrace 0,090 pg L. Karbamazepin byl nalezen v 7
vzorcich s priimérnou koncentraci 0,122 ug L. Ve 4 vzorcich byl nalezen gabapentin
s nejvy$i primérnou hodnotou koncentrace 0,178 pg L. Dale byly ve vzorcich
stanoveny na relativné€ nizkych koncentra¢nich hladinach lé€iva iopamidol, gemfibrozil,

tramadol, sulfamethoxazol, kofein, chloramfenikol, valsartan, sulfamethazin, a sotalol.

Vedle vzorka pitnych vod byly analyzovany i vzorky odpadnich vod (celkem
18 vzorkll), kdy v kazdém vzorku byl detekovan alesponi jeden analyt nad limitem
stanovitelnosti. Iomeprol byl stanoven v 17 vzorcich, a to na relativné vysoké
koncentraci, (primérnd hodnota 875 pg L), v 10 vzorcich byl stanoven iopromid
s primérnou hodnotou koncentrace 48,8 pg L. Gabapentin byl stanoven ve viech

testovanych vzorcich, jeho primérna koncentrace byla 29,9 pg L. Kofein byl detekovan



v 10 vzorcich s primérnou hodnotou koncentrace 38,5 ug L™ a v 8 vzorcich byl nalezen
furosemid s primérnou hodnotou koncentrace 9,66 pg L'. V 6 vzorcich byl stanoven
také paracetamol s primérnou hodnotou koncentrace 82,5 ug L. Mezi dalsi 1é¢iva,
stanovend ve vzorcich s relativné vysokou primérnou koncentraci patii: metronidazol
(7,50 pg L), sufamethoxazol (4,93 pg L), tramadol (3,52 pg L), trimethoprim
(3,06 ug L"), hydrochlorothiazid (2,38 ng L), diklofenak (1,33 pg L), naproxen
(0,98 pg L"), metoprolol (0,97 pg L), valsartan (0,91 pg L) a karbamazepin
(0,73 ug L. Vysledky ziskané analyzou odpadnich vod byly téméf shodné s hodnotami
ziskanymi z monitoringt, které byly v uplynulych letech publikovany v ceskych 1

svétovych odbornych studiich.

Metoda UHPLC-MS/MS byla dale pouzita pro porovnani u¢innosti odstranéni 1é¢iv v
Sistirnach odpadnich vod na uzemi Ceské republiky. Analyzovano bylo 20 vzorkt z 10
gistiren, kdy byl vzdy analyzovan piitok a navazujici odtok z dané COV. Vétsina analytt
byla po priichodu COV odstranéna s u¢innosti vy$si jako 70 %. Paracetamol byl nalezen
v pfitocich viech 10 COV v pramérné koncentraci 38,9 ug L™ a byl odstranén s 100%
ucinnosti. Ve vSech analyzovanych vzorcich byl taky nalezen kofein, ktery byl
odstraniovan s UspéSnosti 97 %. Mezi analyty, které byly odstranény s ucinnosti vyssi jak
80 % patti: ketoprofen (96 %), naproxen (92 %), atenolol (88 %), valsartan (85 %) a
gabapentin (83 %). Niz$i ucinnost odstranéni byla zjisténa u 1éciv: furosemid (75 %),
metoprolol (75 %), iomeprol (71 %), citalopram (53 %), sulfamethoxazol (52 %),
zolpidem (47 %), hydrochlorothiazid (45 %), iopromid (43 %), tramadol (39 %),
karbamazepin (35 %), oxazepam (12,4 %) a diklofenak (2,5 %). U ¢ty analytt [éCiv byla
nalezena vys$i koncentrace v odtoku COV, u¢innost je tedy zaporna: warfarin (-9,5 %),

indomethacin (-53 %), trimethoprim (-54 %) a metronidazol (-110%).

Na zéklad¢ ziskanych vysledki je ziejmé, ze 1éCiva predstavuji pro environmentalni
prostiedi stejnou zatéz, jako napiiklad pesticidy. Do budoucna by se tedy i témto
kontaminantim me¢la vénovat soustavna pozornost, nastavit legislativni limity, ale
pfedev§im testovat a definovat procesy, které povedou k degradaci a postupnému

odbouravani téchto latek z vod a Zivotniho prostiedi.
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