1 UvVOD

Za uplynulych ticet let dosSlo v celogtfovém ngfitku k nebyvalému néstu
spoteby I|&€iv. Tisice tun farmakologicky aktivnich latek jsdazdor@né produkovany
a pouzivany v humanni, ale i veterindrni medicia proto je posledni dobownovana
zvySena pozornost jejich likvidaci, fippmnosti a potencialnim n#pnivym &inkam
v Zivotnim prostedi. Zn&né mnoZstvi l&v se totiz dostava do povrchové vody a odtud
do celého Zivotniho prastdi fiznymi cestami, nap likvidaci odpadnich vod v pbéhu
vyrobniho procesu (farmaceutickyupmysl) anebo vypoushim precisténé vody zgistiren
odpadnich vod (domécnosti). V sasnosti pouzivané technologie bohuZel neumjpz
z odpadnich vod efekti¥nodstranit veSkeré zbytkyd&. Nékteré medikamenty a metabolity
navic vykazuji specifickou biologickou aktivitu,ekf zgisobuje problémy ip biologickém
¢isteni. Mimoto i lipofilni charakter a obtizna biolog& rozloZitelnost &kterych druli l1€Civ
zpasobuji, Ze se zbytky medikaméntyskytuji v €lech vodnich Zivéichi. V posledni doé
se alecim dalc¢astji objevu;ji i informace o fitomnosti kkterych I€iv v pitné vod, ¢imz se
tato problematika stdva novym ekologickym problénms#ia. V podzemnich, povrchovych
a odpadnich vodach byl prozatim prokdzan obsah méZesta druln I&Civych piipravii.
Toto ¢islo vSak neni kortmé, protoZe fedstavuje jen nepatrny zlomek ihtizné
10.000 fiznych I&€iv, ktera jsou v sotasnosti k dispozici jako terapeutické latky, a pryat
potreba se dkladré zabyvat jejich analyzou [1-5].

Pro analyzu rezidui & se k&zn¢ pouzivaji sepatai techniky ve spojeni s citlivou
detekci, zejména se jednd o hmotnostni detekcia kienozuje stanoveni az do Uro¥n
desetin ng/l. Velmi rozEné je tak stanoveni metodou plynové (GC) respalkapvé
chromatografie (LC) ve spojeni s hmotnostnim spekétrem (MS), fip. spektrometry
(MS/MS). Dnes jsou l@va analyzovana vests metodou LC-MS/MS. &koliv tato metoda
poskytuje celkem i@sné vysledky a umeéije analyzu SirSiho spektracie s wtsi citlivosti
nez GC-MS, vysoké néklady nd&igtrojové vybaveni znemodji jeji dostupnost. Plynova
chromatografie se vyuzivda mnohetastji, i kdyZz je popsano pow#nmné malo metod
pro rutinni analyzu. V GC na rozdil od LC dosahuwgedaleko lepSi citlivosti, avSatasto je
nutna derivatizace analyt Krom¢ samotného analytického éldni je bez ohledu
na analytickou koncovku p@ba vzorek prekoncentrovat tak, abychom se zbauvili

matricovych komponent, kemuz se népstji vyuziva extrakce kapalinou nebo tuhou fazi.



Tyto techniky jsou vSakasow¥ nar@né a vyZzaduji sloZité postupy [1-2, 6].

V Ceské republice se stalé oblibenossi tskupina l&iv proti bolesti — analgetika.
Analgetika se podle udajStatniho Ustavu pro kontroluélé drzi za posledni léta na prvnim
misgé v Zelficku nejprodavagsSich skupin léiv. Nejznangjsi analgetikum ibuprofen se
dokonce v letech 2007, 2008 a 2009 stétimn nejprodavaisim I&ivem vCeské republice.
Velkému objemu distribuce analgetik nahrava i fa,jde o léiva, ktera jsou k dispozici
I bez Iékdskeho pedpisu [7].

Diplomova prace se zabyva kvalitativni a kvanttatianalyzowtyt Gcinnych latek
ztady analgetik. Vysledkem prace je pak zavedeni niegBniky, kter4d umaiilje detekci
ibuprofenu, naproxenu, ketoprofenu a diklofenakuveercich povrchové vody ve velmi

nizkych koncentracich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 LECIVA

Analgetika
Analgetika pedstavuji rozmanitou skupinu ¢l@, kterd se pouZzivaji k ulév

od bolesti a dosaZzeni analgesidzbolestnos)ti Analgetika dinkuji rozdilnymi zmisoby
na periferni a centralni nervovy systéRadime mezi & nag. paracetamol a nesteroidni

antiflogistika (ibuprofen, naproxen, ketoproferkldfenak ad.) [8].

2.1.1 IBUPROFEN

Ibuprofen zastaralym anglickym nazveimso-butyl-propanoicphenolic _acid je

nesteroidni antirevmatikum s dobrym analgetickynrptiparétlivym a antipyretickym
acinkem. Vyzn&uje se velmi dobrou snasenlivosti [9].

Jedna se o votnprodejné léivo, které je k dispozici ve foréntablet (200, 400, 600
piip. 800 mgq), ¢ipka (600 mg) a masti. Prodava se pod kamini nazvy Brufen,
Ibuprofenal, Ibalgin, Dolgit apod. {fooha 4).

2.1.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Ibuprofen se vyskytuje jako bily krystalicky prasetbo bezbarvé krystaly. Je Spatn
rozpustny ve voél snadno rozpustny v acetonu, v etheru, v methaaoluichlormethanu.

Rozpousti se veredénych roztocich alkalickych hydroxida uhliitana [10].

strukturni vzorec
OH

)

systematicky nazev | 2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propaa kyseling

sumarni vzorec G His0;
molekulova hmotnost 206,280 g/mol
teplota tani 76 °C
pKa 4,91

Tab. 1 — Vlastnosti ibuprofenu [10]



2.1.1.2 Historie

Historie ibuprofenu je spjata s doktorem Stewartékdamsem, ktery byl
v padesatych letech dvacatého stoleti vedougreakého vyzkumu u spaleosti Boots Pure
Drug Company. #odnim uUkolem pracovni skupiny Stewarta Adamse bykllezeni
protizaretlivého |éku pro pacienty s revmatickou artritidoicmérg vysledkem byla latka
tiSici bolesti mnohem sifji nez aspirin a s menSim mnozZstvim vedlejSiatinki.
Zajimavosti je, Ze 1ék byl testovan i na kocovithwuprofen byl patentovan v roce 1961,
v roce 1969 byl schvalen kdés ve Velké Britanii a v roce 1974 v USA [9].

Doktoru Adamsovi byla za objev ibuprofenu v roceBZudlena d¥ vyznamna
ocereéni, mezi nimiz byl iR&d britského impéria [9].

2.1.1.3 Farmakologické vlastnosti

2.1.1.3.1 Farmakodynamické Udaje

Ibuprofen misobi v nizSich davkach analgeticky a ve vysSictk@év protizastlivé,
nag. davka okolo 2400 mg detima protizastlivy ucinek odpovidajici &inku 4 g kyseliny
acetylsalicylové. Protiz&tlivy Ucinek je dan inhibici enzymu cyklooxygenazy s nasted
inhibici biosyntézy prostaglandin Zarét je zminovan sniZzenim uvabvani mediatar
zarétu z granulocyt, bazofii a Zzirnych bugk. Ibuprofen snizuje citlivost cév
vacéi bradykininu a histaminu, ovliiuje produkci lymfokiti v T lymfocytech a potiauje

rozSrovani cév. Tlumi téz agregaci krevnich desti[11-12].

2.1.1.3.2 Farmakokinetické udaje

Po peroralnim podani se ibuprofen rychle ardokstebava a vrcholu plazmatické
koncentrace i podani naldno dosahuje jiz za 45 minut, zatimcdi podani s jidlem
cca za 1-3 hodiny. Po rektalni aplikaci se ibuprofestebava pomaleji, maximalni
koncentrace v séru je dosazeno az za 2 hodiny [kaeap Sérové koncentrace po podani
600 mg ibuprofenu rektainpo 4-6 hodinach po aplikaci odpovidaji sérovymdetracim
400 mgq ibuprofenu podaného peroeglh3].

Ibuprofen se z vice nez 99 % vaze na plazmatic&teiory, ale vazba je reverzibilni.
Lécivo je intenzivié metabolizovano cytochromy CYP2C8 a CYP2C9 v jéir€st (R)(-)
izomeru je ireverzibila premenéna na(S)(+) formu (Obr. 1). Porrné rychle je vyl&ovan

moci, hlavre ve forme metabolifi (Obr. 2) a jejich konjugéta jen mal&ast je vyldovana



Zlu¢i do stolice. Biologicky poltas ma asi 2 hodiny.ifPsniZzeni vyldovani mize dojit
ke kumulaci léku v organismu. Exkrece ibuprofenuujeontena za 24 hodin po podani
posledni davky. Biologicka dostupnost je mininggdterovana fitomnosti stravy. lbuprofen
u Zzen prochazi placentarni bariérou a je &yWan do mateského mléka [10-13].
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2.1.1.4 Pouziti v I&ebné praxi

Ibuprofen se pouziva kdbB¢ zargtlivych a degenerativnich kloubnich chorob,
mimokloubniho revmatismu a chorob pgéteJako analgetikum-antipyretikum ho lze vyuzit
pii horetnatych stavech, nemocech z nachlazeni, bolestesty Kizného fivodu, bolestech

zuhi a bolestivé menstruaci [13].

2.1.1.5 Kontraindikace

Absolutni _kontraindikace: Lé¢iva na bazi ibuprofenu se nesmi uZivat

pii precitlivélosti na ibuprofen, { viedech Zaludku a dvanéctniku a dale pikppruchach
krvetvorby a krevni srazlivosti [13].

Relativni kontraindikace:O I&b¢ ibuprofenem by se #&i se svym |ékéem

nebo lékarnikem poradit i pacienti trpici #§tky v nosni sliznici, zUzenim {muSek
po kyselig acetylsalicylové a jinych nesteroidnich antirevikéth, otokem hrtanu,
patologickym hubnutim a dale&hotné a kojici Zeny. ZvySené opatrnosti feba dbat

V' oawvM M7

2.1.1.6 NeZadouci @inky
NejcastjSimi nezadoucimi dinky byvaji gastrointestinélni potize: nauzea, zerd,

bolesti v nadtiSku, paleni zahy, ffem, zacpa, nadymani apod. Vzase pak vyskytuje
Zaludeni nebo dvanactnikovyfed, krvaceni do gastrointestinalniho traktu,czaalud€nich
sliznic, zneny v jaternich funkcich a zénslinivky biisni [13].

Vlivem na centralni nervovou soustavu se mohou vitbgavrat, bolesti hlavy,
neostré vidni a zcela vzaennespavost, deprese a emblabilita. Ojedigle se objevuji
poruchy krvetvorby (neutropenie, agranulocytozalastickd nebo hemolyticka anémie,
trombocytopenie), z kardiovaskularnich poruch edémtgnce tekutin a nepravideléi@nost
srdce. U gkterych jediné se projevily alergické kozni reakce a ve vyjimgch gipadech
i poruchy ledvinovych funkci (intersticialni nefda nebo nefroticky syndrom) [13].

2.1.1.7 Interakce s jinymi l&¢ivy

Pri sowtasném podavani ibuprofenu s antikoagulancii kurnagho typu dochazi
k prodlouzeni protrombinovéhtasu. FBi sowasné aplikaci s kyselinou acetylsalicylovou se

vyrazre snizuje agregace krevnich désk a hladiny protrombinu a fibrinogenu. Fenobatbita



zrychluje metabolizaci ibuprofenu. Samotny ibuprofevySuje plazmatické hladiny lithia,

digoxinu a fenytoinu a je zodp&iny i za zvySeni toxicity metotrexatu a baklofenu.
Souwasnym podanim s glukokortikoidy se zvySuje rizikewdceni do gastrointestinalniho
traktu. lbuprofen sniZzuje urikosurickyéiek probenecidu a sulfinpyrazonu a diureticky
acinek spironolaktonu. Celk@vje moZné sniZenicinku diuretik (Iéky na odvodimi)

a antihypertonik (Iéky proti vysokému tlaku) [13].

2.1.1.8 Davkovani

Davkovani je vrozsahu 1,2-2,4 g dénpodle zavaznosti onemasri a reakce
pacienta na kbu, gicemz by nerla byt g'ekratena denni davka 2,4 g. U zZflivych forem
se pak podavaji davky vyssSi. U menstrualnich biolegiodl¥iSku se podava 400 mg
peroralt po 4-6 hodinach. Jako analgetikum se podava 3-dlerdt v davkach 200-400 mg
peroralr.

Cipkova forma je zvla8tvhodna pro pacienty po operaci, pacienty uZivajicé
leéka sowasre a pro podani na noc. Podava se dgka denrg (i€innost 1¢ipku s obsahem
600 mg ibuprofenuifblizné¢ odpovida dginnosti 1 tablety s obsahem 400 mg) [13].

Pro dti se pouzivaji potahované tablety s obsahem 200bwgrofenu. Den& se
aplikuje davka 20 mg/kglesné hmotnosti, a to rodene v nékolika dilcich davkach. U é&i

e

s &lesnou hmotnosti niz8i nez 30 kg seie&patuje davka 400 mg derril3].

2.1.1.9 Vyroba

Existuji dw zakladni cesty proffpravu ibuprofenu a u obou se jako vychozi latka
vyuZziva izobutylbenzen [9]. Prvni metoda je star& syntéze ibuprofenu ji vyuZzil i Stewart
Adams v roce 1960. Sklada se ze Sestiki@dbr. 3).
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Obr. 3 — Vyroba ibuprofenu (postup 1) [9]



V roce 1997 byla profjpravu ibuprofenu vyvinuta nova metoda, ktera jehtgjsi
a sklada se pouze z¢ kroka (Obr. 4).
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Obr. 4 — Vyroba ibuprofenu (postup 11) [9]

2.1.2 NAPROXEN

Naproxen je derivat naftylpropionové kyseliny a mwy farmakologickymi
vlastnostmi je velmi podobny ibuprofenu. Naproxee pesteroidni antirevmatikum
a antiflogistikum s vyraznymi antipyretickymi, agatickymi a protizagtlivymi Gc¢inky [13].

Je k dispozici ve volném prodejiquevsim ve forrh tablet (220, 250, 275 mg)
a ¢ipkia (250, 500 mg), ale také jako gel nebo mast. Prddser pod koménimi nazvy
Nalgesin, Napsyn, Emoxen gel apodil@gha 5).

2.1.2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Naproxen se vyskytuje jako bily nebo t&nbily krystalicky prasek, ktery je Spétn
rozpustny ve vo& dolre rozpustny v ethanolu a methanolu a #irazpustny v etheru.
Naproxen je v satasnosti jediné nesteroidni protizélive Iécivo, které se prodava pouze

jako jeden izomer [10-11].

CHs

strukturni vzorec Z WOH

H3C\O, ™ | _ 0
systematicky nazev 2-(6-methoxynaftalen-2-yl)prapeankyseling
sumarni vzorec G H1405
molekulova hmotnost 230,259 g/mol
teplota tani 153 °C
pKa 4,15

Tab. 2 — Vlastnosti naproxenu [10]



2.1.2.2 Farmakologické vlastnosti

Protizargtlivé U¢inky naproxenu jsou Zgobeny inhibici cyklooxygenézy
a naslednym tlumenim syntézy prostaglafdirdalSich mediatérzaretu [11,13].

Maximalni plazmatické koncentrace nastupuji zalddiny po podani. Naproxen se
vyrazré vaze na plazmatické bilkoviny (99 %)ilHizné 95 % podané davky se vylije,
z toho asi 70 % v nezméné podoB a zbyvajici¢ast jako inaktivni 6-desmethylnaproxen
a jeho konjugaty (Obr. 5). Zajimavosti je, Ze volrakce naproxenu je o 41 % vySSi u Zen
nez u mu#, akoliv vazba na albumin je velmi vysoka u obou peohlé&ivo je intenzivré
metabolizovano cytochromy CYP2C9, ale také CYP1AZCWP2C8. Poldas termalni
eliminani faze je piblizn¢ 12-15 hodin [11,13].
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Obr. 5 — Metabolizace naproxenu [16]

2.1.2.3 Pouziti v I&ebné praxi

Pripravek se pouZziva u z&tivych a degenerativnich revmatickych onemuadn
revmatoidni artritida, ankylozujici spondylitida d&htrevova nemoc), osteoartroza,
spondyloza (vyfezlé plotynky), mimokloubni revmatismus, posttratiok&é a pooperai

otoky a zawty a zawtliva onemocsni v gynekologii [13].

2.1.2.4 Kontraindikace

Naproxen se nesmi uZivatii paktivnich Zaludénich wedech, pecitlivélosti

na &innou latku a @ nesnaSenlivosti kyseliny acetylsalicylové a jihyoesteroidnich

antirevmatik. Naproxen je kontraindikovanéhotenstvi a v obdobi laktace.



ZvysSené opatrnosti by seéhln dbat u nemocnych s postizenim traviciho Ustroji
vV anamnéze, ip zavazrjSim poskozeni jater, ledvin, srdce & poruchach krvetvorby

a hemokoagulace [13].

2.1.2.5 NeZadouci @inky
Relativre ¢astymi nezadoucimi ¢inky byvaji gastrointestinalni potize (nauzea,

paleni zahy, bolesti v natibku aj.). Mér casto se vyskytuji bolesti hlavy, poruchy
soustedni, nespavost, trombocytopenie (nedostatek krevnibbstéek), erythema
exsudativum multiforme (koZzni onemacn) a jiné kozni reakce, fotosenzibilace

a gastrointestinalni tveni wedi [13].

2.1.2.6 Interakce s jinymi l&¢ivy

Naproxen je zodpadny za moznost vzniku interakci v oblasti vazby kmavni
bilkoviny. Sowasné podani s probenecidem zvySuje celkovou kor@@nnaproxenu.
Naproxen snizuje natriuretickégobeni furosemidu, antihypertenziviispbeni propranololu
a jinychp-blokatofi. SniZuje se téz vyliovani lithia a metotrexatu [13].

Podéavani l&va mize interferovat S @ovanim 17-ketosteroid
a 5-hydroxyindoloctové kyseliny [13].

2.1.2.7 Davkovani

Patateini davkovani u akutnich stavie 1 g/den a pozyl se davka upravuje
na hodnotu 500 mg/den, a to reélee do davek. VySSi davkovani se pouziva zejména
u akutniho zachvatu dny a u pourazovychistay dti nad jeden rok &ku se u revmatoidni
artritidy podava davka 10 mg/kg/den, a to &ddé ve dvou davkach. iP poklesu

glomerularni filtrace pod 20 ml/min je mozné polr&tkodobé podavani [13].
2.1.2.8 Vyroba

Praimyslova vyroba naproxenu se sklad&t kroka a jako vychozi latka se pouziva
2-naftol (Obr. 6) [17].
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Obr. 6 — Vyroba naproxenu [17]

2.1.3 KETOPROFEN

Ketoprofen je stejh jako ibuprofen a naproxen derivat propionové kiyseh ma

i podobné vlastnosti. Ketoprofen je nesteroidni iraminatikum a antiflogistikum
s protizastlivym, analgetickym a antipyretickyntinkem [13].

V podolk® masti a geél je k dispozici ve volném prodeji, ale ve farntablet
(50, 100 mgq), kapsli (50, 100 mgjpka (100 mg) a injekci (100 mg) je vazan na idka
piedpis. Prodava se pod korimi nazvy Ketonal, Profenid, Diractin, Fastum ggl
(ptiloha 6).

2.1.3.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Ketoprofen se vyskytuje jako bily nebo t&mbily krystalicky prasek, ktery je Spétn
rozpustny ve vog snadno rozpustny v acetonu, v ethanolu a v distéthanu [10].

strukturni vzorec G G COOH

systematicky nazev 2-(3-benzoylfenyl)propanova kyae

sumarni vzorec 6 H1405
molekulova hmotnost 254,281 g/mol
teplota tani 94 °C
pPKa 4,45

Tab. 3 — Vlastnosti ketoprofenu [10]
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2.1.3.2 Farmakologické vlastnosti

Ketoprofen ovliviuje vasomotorické (jitok krve cévami) a exsudativni (Unik
tekutin a bilkovin) projevy zawmu. Jeho protizaslivy Uc¢inek je dan inhibici enzytn
cyklooxygenazy a lipoxygenazy s naslednou inhilsgntézy prostaglandin a jinych
mediatofi zarétu. Ketoprofen se Upéhmetabolizuje v jatrech.ipdevSim na glukuronid, ktery
podléha reaktivaci a épovnre prochézi jatry [11,13].

Po peroralni aplikaci jsou maximalni plazmatickédentrace dosazeny za 60-120
minut. Ketoprofen se z velké&sti vaze na krevni bilkoviny (99 %) Blistribuci vstupuje téz
do synovialni tekutiny (tekutina obklopujici kloybykde hladiny léiva pretrvavaji déle
nez 4 hodiny po podéni.i8tni plazmaticky polkas je 1,5-2 hodiny. Mé&mnez 1 % podané
latky se vyl@uje v nezninéné podob mcti, 65-75 % jako glukuronaty [13].

Metabolizace ketoprofenu zjednodu&g@mobiha podle obr. 7.

Chy

3 - hydroxybenzol ketoprofen Hydroxy ketoprofen

Obr. 7 — Metabolizace ketoprofenu [18]

2.1.3.3 Pouziti v |&ebné praxi

Pripravek je indikovan u chronickych a degeneratitnememocani pohybového
astroji, zejména u revmatoidni artritidy, ankyldetjspondylitidy (Bechirevova nemaoc)
a u dekompenzované osteoartrozy. Indikaci jsouptéfevy mimokloubniho revmatismu,
drobné pourazové a poopéma stavy, dnavy zachvat, bolest v nifku @i menstruaci

(primarni dysmenorea) a bolesti nadorovétieoplu [13].
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2.1.3.4 Kontraindikace
Absolutni kontraindikace:Ketoprofen se nesmi uzivatii pgastroduodenalnich

viedech i v anamnéze degitlivélosti na ketoprofen. Nesmi byt podavan ré&/mpacienim
do 16 let, ¢hotnym Zenam aiplaktaci [13].

Relativni kontraindikacel é¢bu ketoprofenem by #&i nejprve se svym lékam

nebo lékarnikem konzultovat pacienti trpici broagtim astmatem, alergickymi reakcemi
na kyselinu acetylsalicylovou a jina nesteroidniirammatika, srdéni, ledvinovou a jaterni
slabosti. Uzivani téva neni doporéovano ani lidem, ki@ prochazi antikoagwai terapii

nebo trpi &2Simi formami hypertenze [13].

2.1.3.5 Nezadouci @&inky

NejcastjSimi nezadoucimi dinky byvaji gastrointestinalni potize, taghronické

bolesti richa (dyspepsie), nauzea, zvraceni, bolesti v iigkdh anorexie, paleni Zahy,
prijem nebo zacpa. Vzagn se objevuji: zhorSeni nemocifedové choroby, krvaceni

do gastrointestinalniho traktu, perforace, bolelstvy, ospalost, zavraa kozni vyrazky [13].

2.1.3.6 Interakce s jinymi Ié&ivy

Ketoprofen nize sniZovat €&inek rekterych diuretik a antihypersenzitivnich latek.
MozZné jsou téZ interakce v oblasti vazby na pendréntikoagulancia, antidiabetika
a fenytoin. Pipravek sniZuje plazmatickou koncentraci lithiaolfnecid sniZzuje ledvinovou
eliminaci ketoprofenu [13].

Pripravek niize vyvolat ospalosti zavrat a tim nepiznivé ovlivnit ¢innosti

vyZzadujici zvySenou pozornost [13].

2.1.3.7 Davkovani

Dospilym se podava obvykle 200 mg ketoprofenu deranto po 100 mg ve dvou
dennich davkach rano adex. U velmi bolestivych stdvse denni davky zvySuji na 300 mg
a podavaji se rozter¢ ve tech ditich davkach. U osob ve vysSintku je vSak patba

denni davky redukovat [13].
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2.1.4 DIKLOFENAK
Diklofenak je derivat fenyloctové kyseliny a svyrinkem a strukturou je podobny

flurbiprofenu a meklofenaméatu. Diklofenak je nesténi antirevmatikum, které
ma protizastlivé, antipyretické, antiflogistické a analgetick@&nky [11, 13].

Je k dispozici ve volném prodejtgulevsim ve formtablet (25 mg) atiznych gel
nebo masti. Tablety s vy$§im mnozstvigmaé latky (50, 75, 100, 150 mg)ipky a injekce
jsou vSak vazany na lélsky pedpis. Prodava se pod kor&@imi nazvy Diclofen,

Diclofenacal, Dicloreum, Dolmina, Monoflam, Ver&lpltaren emulgel apod. {pjoha 7).

2.1.4.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Diklofenak se nejastji vyskytuje jako sodnais, a pak se jedna o bily nebo siab
nazloutly krystalicky prasek, ktery je stalbygroskopicky. Diklofenak je mitnrozpustny
ve vod, snadno v methanolu, di@brozpustny v ethanolu, al&Zte se rozpousti v acetonu

a v etheru je prakticky nerozpustny [10].

strukturni vzorec

OH

systematicky nazev | 2-[2-(2,6-dichlorofenylamino)f@octova kyselina

sumarni vzorec GH11Cl2N O,
molekulova hmotnost 296,148 g/mol
teplota tani 284 °C

Tab. 4 — Vlastnosti diklofenaku [10]

2.1.4.2 Farmakologické vlastnosti

Diklofenak je silnym neselektivnim inhibitorem cgkixygenazycimz se snizuje
biosyntéza prostaglandira dalSich mediatérzarétu [11,13].

Po peroralnim podani se diklofenak rychle absorkalgjeho systémova biologicka
dostupnost je jen 30-70 % diky metabolismu po prpéinhodu jatry. Diklofenak se vyragn
vdZze na plazmatické bilkoviny (99,7 %). Maximalnilagmatické koncentrace
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nastupuji za 2 hodiny po podani a po dalSich 2-dindeh je dosazeno maximalni
koncentrace v synovialni tekudinL&civo je intenzivié metabolizovano cytochromy CYP3A4
a CYP2C9. Okolo 60 % podané davky se wyje ledvinami ve forrd metaboliti (Obr. 8).
Plazmaticky eliminani pola:as je piblizné 1-2 hodiny [11,13,19].

OH

COOH

4’,5-dihydroxydiklofenak Nt
cl al COOH
NH
Cl Cl
A ® OH
- CYP2C9 /
CYP2C9
COOH OH
COOH
CYP2C8/18/19 ! 4’-hydroxydiklofenak

‘ NH
NH _
CYP2B6 -
Cl Cl
CYP2C9
5-hydroxydiklofenak diklofenak \ Q\/WOH

¢ NH
Cl i :(‘l
OH
OH
COOH
3"-hydroxydiklofenak

N—OH

Cl Cl
N,5-dihydroxydiklofenak

Obr. 8 — Metabolizace diklofenaku [19]

2.1.4.3 Pouziti v I&ebné praxi

Pripravek se pouZziva u z&tivych a degenerativnich revmatickych onemuadn
revmatoidni artritida, ankylozujici spondylitidasteoartr6za, spondyl6za, mimokloubni
revmatismus, akutni dna, posttraumatické a podpéeoky a zaéty, bolestiva a zaitliva

onemockni v gynekologii, nap dysmenorea a adnexitis (Z&mejcovod: a vaje&niki) [13].

-15 -



2.1.4.4 Kontraindikace
Diklofenak je zak&zano uZivatiipaktivnich wedech Zaludku a dvanactniku,

piecitlivélosti na @&innou latku a @i nesnasenlivosti kyseliny acetylsalicylové a jihyc
nesteroidnich antirevmatik. Diklofenak je kontrakaan v €hotenstvi a v obdobi laktace.

ZvySené opatrnosti by #h dbéat pacienti s postizenim traviciho Ustrojinamnéze,
se zavaz§Sim postizenim jater, ledvin, srdce & poruchach krvetvorby a hemokoagulace
[13].

2.1.4.5 NeZadouci @inky
Relativre ¢astymi nezadoucimi ¢inky byvaji gastrointestinalni potize (nauzea,

paleni zahy, bolesti v natibku aj.). Vzach se vyskytuji bolesti hlavy, poruchy sotestni,

nespavost, trombocytopenie, kozni reakce a gagtsiinalni vedovaéni [13].

2.1.4.6 Interakce s jinymi Ié&ivy

U diklofenaku je vysoka pra¥godobnost vzniku interakci v oblasti vazby na kievn
bilkoviny. Sokasné podani diklofenaku s lithiem nebo digoxinergSmje jejich sérovou

koncentraci. Diklofenak e snizit dinnost sodasre podavanych diuretik [13].

2.1.4.7 Davkovani

Patateini davkovani u dosych je 100-150 mg dernale u méa zavaznych stav
obvykle postauje 75-100 mg/den,fgemz denni davka se vzdyliddo 2-3 ditich davek.
V 1écb¢ primarni dysmenorey je patesni davka 50-100 mg a podle terapeutickindosti se
zvySuje az na 200 mg za den.

U déti nad jeden rok &ku se podava 0,2-2 mg/kg/derii E¢eni chronické artritidy
je maximalni mozna denni davka 3 mg/kg &eda do 2-3 déiich davek [13].

2.2 ZNECISTENIi POVRCHOVYCH VOD LE CIVY

2.2.1 Pri¢iny
Existuje rekolik cest, jejichz progednictvim do povrchovych vod vstupuji

farmakologicky aktivni latky. Jenom &vz tchto cest jsou ale natolik vyznamné,

Ze vyvolavaji problémy v Zivotnim prastli.
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Jednou zficin kontaminace povrchovych vod je natime uZzivani Ié&v.
Za poslednich 20-30 let do3lo nejerCeské republice, ale i v celém ety k prudkému
naristu spoteby I&€iv (Graf 1).

mid. K&
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o —{— mezroing (.
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B:l |
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Graf 1 — Vydaje na légiva v CR v letech 1991-2002 [20]

Lidé se stavaji na é&sech de facto psychicky i fyzicky zavistiimz umoauji davno
znamou skutnost, Ze lidsky organismus neni schopené phyuzit veSkeré mnoZzZstvi
podaného léva. Dochazi k tomu, Ze tita ¢dst medikamentu je Zla vylouwena pirozenou
cestou v nezinéné podobl. Zbytky I&iv véetnd metabolifi se tak dostavaji naistirny
odpadnich vod, skrzeénprostupuji do vod povrchovych a odtud do celéheothiho
prostedi. V sodasnosti pouzivana technologie gisténi odpadnich vod totiz neni na takovy
druh znegisténi uzpisobena, i kdyZ je schopna sniZit relatiwysoké koncentrace dg&

a rekteré dokonce upkheliminovat [21].

DalSim nemé# dilezitym zdrojem zn&Sténi je farmaceuticky gimysl, jehoz
¢innost bezprogedre souvisi se spotbou I€iv. Ve vyroke I&Civ vznikaji odpadni vody,
které jsou daleko bohgt zamaeny nez Bzné splaSkové vody. Odpadni voda
farmaceutického gmyslu podstupuje specialnéistu na pamyslovychgéistirnach odpadnich
vod. | kdyZ je tento tygistiren vybaven Spkovou technologii, nelze zabranit tomu, st

acinnych latek pronikéa do povrchovych vod.
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2.2.2 Disledky
Léciva jsou v povrchovych vodachiippmna ve velmi nizkych koncentracich,

fadow se jedna o ng/l wg/l. Vzhledem k nizkym koncentracingianych latek je prakticky
vyloucena jakakoliv akutni toxicita. Problémy aleigpbuje jejich chronicka toxicita, které je
nepgetrzit vystavena zejména vodni fauna a flora. Chronickémsobeni stopovych
mnoZstvi Iéiv mohou ndas unikat migrujici zivé@iSné druhy (nap Uha, parma...), kterych
je vSak minimum. Nemoznost jakékoliv migrace a mlaly pisun rezidui I&v zpasobuiji,
Ze se vdlech zivaichu a rostlin hromadi &inné latky medikamet[22].

Celarada ¥deckych studii prokazala neblahy vliKike na girodni prostedi. \Edci
bylo prokazéno, Ze stopova mnozstvi psycholeptikteepileptik vyvolavaji zny v chovani
ryb a rekterych bezobratlych. Analgetika a antibiotika zasdiviuji rast vodnichias
a rostlin [22-23].

Analgetika
Védecké studie potvrzuji, Zze #éch ryb je pitomna cyklooxygenaza, jez se

vyskytuje i v lidském de. Jeji inhibici nesteroidnimi antiflogistiky dati k inhibici
biosyntézy prostaglandinz kyseliny arachidonové, coz vede k protithmym a¢inkam.
Prostaglandiny hraji takéakkzitou roli @i syntéze vajégnych skdapek u ptéi a inhibice
jejich syntézy ma za nasledek zateni skdapek [24].

Z nesteroidnich antiflogistik vykazuje nejvysSi tkokologické riziko v tomto
ohledudiklofenak, ktery vyvolava chronickou intoxikaci u pstiyhjez jsou potravoudtSich
ptdki. Diklofenak u pstruha obecného (Obr. 9a) snizupelnoty hematokritu (mnoZstvi
¢ervenych krvinek) uZz ip velmi nizkych koncentracich okolo O04/l. Fri koncentracich
piiblizné 5 pg/l dochazi k vaznému poskozeni jater a ledvinupstrduhového (Obr. 9b).
Diklofenak se vyznéuje i vyznamnou fytotoxicitou, protoze inhibuje momozovani
sladkovodnich a niskychras [24].

a) pstruh obecny (Salmo trutta fario) b) pstruh duf (Oncorhynchus mykiss)
Obr. 9 — Zivogichové citlivi na diklofenak
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Chronickéa toxicita byla prokdzana i u nejpopudgBiho analgetika ibuprofenu.
Ibuprofen zpisobuje u ryby halatika japonského (Obr. 10a) &geni jater a zvySenou
produkci jiker. Ibuprofen ovliuje i chovani a reprodukci vodnich koilyBrotnatky velké
(Obr. 10b) a bleSivce obecného (Obr. 10c),fikjgsou na jeho fitomnost citlivi jiz

pti koncentracich mezi 1-10 ng/l.

a) halarvik japonsky b) hrotnatka velka c) bleSivec obecny
(oryzias latipes) (daphnia magna (gammarus pulex)

Obr. 10 — Zivogichové citlivi na ibuprofen

Z fytologického hlediska ibuprofen stimulujést cyanobakterii ve vodnim préesdi

a zarové brani rostlinnémuistu okehku mensiho (Obr. 11) [24].

i ».-\'T 4 s &,

okehek mensi (lemna minor)
Obr. 11 — Rostlina citliva na ibuprofen

Ekotoxicita naproxenu byla testovana na nizSich organismech. Laborat@stly
na vinicich (Brachionus calyciflorus, Ceriodaphnia dubiag sladkovodnich korySich
(Thamnocephalus platyurugrokazaly akutni toxicitu v rozsahu koncentracl0D mgl/l.
Pri nizSich koncentracich 6gg/l byla zjiS&na inhibice #istu viniki Ceriodaphnia dubia
[24].

Kontaminace pitné vody

Stopy I&€iv se vlivem kolohu vody v girodk vyskytly uz i v pitné vod. Prozatim
byla gritomnost medikamefitprokdzana ve vodovodnich sitich jen v USA, E¥rep tento

jev podle sotiasnych ¥deckych studii zatim vyhyba. Zbytkyle ve vodovodnintadu byly
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zaznamenany nejen ve velkychéstech, jako je Los Angeles nebo New York, ale &épln
ve v8ech 50 statech unie. Ve vodovodnich sitichvyskytla I&iva na sniZzeni hladiny

cholesterolu, Iéky proti bolesti, astmatu, epilepwifekci vcetrg antibiotik, |€ky na srdce

a dusSevni nemoci [25-26].

Pro mnoZstvi lék v pitné vod neexistuji Za&dné normy. Jen 28 z 62 wich
vodarenskych spaoteosti testuje jejich itomnost, ¥tSinou vSak jen na jedno neboédv
|éciva [26].

Odborna véejnost se obava dlouhodobych nastedkivani stopovych koncentraci
léCiv, protoZe hrozi, Ze najilad antibiotika ztrati svoudinnost. UZ nyni se objevuji kmeny
tuberkulézy odolné &i antibiotikaim [26].

2.2.3 Opatreni

Voda se stavd jakymsi medienteposu zbytk Ié¢iv od pacienta k jednotlivym
slozkam Zzivotniho prostdi. Rezidua v ve slozkach Zzivotniho prasdi svoji pod
nekorti, ale vraci se zp k lidem prostednictvim potravy a pitné vody. Kolshu I&iv
v prirodk (Schéma 1) je ptgba @&inné branit, protoZze stopové koncentrace medikatent

piedstavuji potencidlni riziko pridovéka.

ol

CLOVEK X
/ \

A

Humanni léc¢iva Veterinarni 1é¢iva
/ l \ v
N ieni ,
odpadni voda o oy Nepouzita Iéciva | Exkrementy |
lzpravidla i ¢

| Komunalni odpadni vody | | Domovni odpad ‘ __________ ¥ ‘ Hnij ‘

v

(Vfistimav odpadni vod M Cistironske Lo
€OV kaly | . ISkladka odpadu|
\ L A— N R————————— Puda

Y

Farmaceuticky P itﬂé VO d a

pramysl

Schéma 1 — Kolobéh |é€iv v Zivotnim prostiedi [27]
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Abychom ochréanili svoje zdravi a zardveamezili vstupu v do Zivotniho

prostedi je poteba ¥novat zvlastni p# Upraw pitné vody, ale i dkladnémuwisténi odpadni

vody. Pro eliminaci [&v z povrchovych vod se nigsgji vyuziva:

1)

2)

3)

4)

Biologické odbourani

NejlepSim zfisobem pro odstr&ni I&iv z odpadnich vod je kvalitni biodegrada
proces. Biologické odbouranicie v bioreaktoru pomoci aktivovaného kalu je oproti
ostatnim pouzivanym technologiim dalek&n@¢jSi, akoliv i zde existuji léiva, ktera

jsou \ici biodegradaci rezistentni, nagliklofenak [28-29].

Adsorpce

Tato metodacisteni vody je zaloZzena zejména na schopnostiviéadsorbovat se
na aktivnim uhli. Voda kontaminovanacily je za pomoci elektrickéhaerpadla
prohartna pes filtry obsahujici aktivni uhli. Na uhlikovychtfech dochazi k adsorpci
organickych latek (l&v), ¢imz je vodacistena. Metoda vyuziva fyzikatachemickych
proces [30-31].

K adsorpci niZze dochazet i v souvislosti s aktivovanym kalem ktexy se zachytavaji
hydrofobni latky. Problém vznika wipac hydrofilnich I&€iv, jejichZ eliminace touto
metodou je prakticky vylatena [28].

Fotodegradace

Fotodegradace je metodou samovolnélgieni vody v @irodk, ale lze ji realizovat
i uméle. tinkem ultrafialového a viditelného #@ni za pitomnosti TiQ jako
katalyzatoru dochazi k rozkladu molekulilea a tim i ke ztrdt jeho specifickych
vlastnosti. Odstrovani I€iv ucinkem slunéniho z&eni je velmi dinné v gipad
ketoprofenu a diklofenaku [21, 27, 32].

Ozonizace a oxid#i procesy

Ozonizace a oxidai procesy (nap Cl, nebo HO,) se pouZzivaji #Sinou k Upra¥ pitné
vody za welem odstraéni choroboplodnych zarodk ale Ize je vyuzit i k odstrani
léciv. Aktivni molekula ozonu je schopna okangzibzloZit molekulu l€iva. Nevyhodou

této metodyisténi je, Ze dochazi k vedlejSimu vlivu — okygsNani vody [31].
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5) Srazeni
Odstrarni medikamerit z vody metodou srédZzeni byva gkterych druti 1éCiv znané
problematické a maloc¢inné [31, 33]. Nicmé# Ize vyuzit této metody k separactiiéa
tvoriciho srazeninu se srazecéimidlem (nap. |&Civa obsahujici Ca, Mg nebo fosfaty se
dolre srazi roztokem NaHGD[34].

6) Laboratorni metody

Velmi dobrych vysledik odstragni I&iv bylo dosazeno metodami reverzni osmozy
a nanofiltrace [33]. Bohuzel jsou tyto metody wmpyslovém mndtitku jen velmi &zko

realizovatelné.

2.3 STOPOVA ANALYZA LE CIV
2.3.1 ODBER A PRIPRAVA VZORKU K ANALYZE
Koncentrace I&v v povrchovych vodach jsou velmi nizké (ng/lug/l), a proto je

nutné odebirat relativrvelké objemy vzorku, které se naslédikoncentruji. Red samotnym
zkoncentrovanim vzorku se ale provadi dalsii diloky, jejichz ukolem je zejména odebrany
vzorek zbavit hrubych riéstot a rozpugnych plyni.

Pred kon€nou analyzou vzorku je p@ba provest&kolik nezbytnych operaci:

1) Odker vzorku

2) Filtrace vzorku

3) Extrakce vzorku

4) Derivatizace vzorku

2.3.1.1 Odbér vzorku
Vzorky povrchové vody se odebiraji do vzorkovnimezeaktivnino materialu

(nag. sklo, PE, PTFE...). Vzorkovnice musi byisté a je-li to nutné, aty by obsahovat
i malé mnozstvi kyseliny Kili konzervaci vzorku. Vzorkovani se provadi inmiené
vzdalenosti od i®#hu a ideal& v hloubce asi 25 cm pod vodni hladinou. Objem kuaor
pro stopovou analyzu byva 500 ml nebo 1 |I. Po aglebwvzorku se vzorkovnice uzav
takovym zpgisobem, aby se v ni neobjevila vzduchova bublinaorkéavnice se pak ulozi
do chladici pepravky s teplotou okolo 4°C a je transportovandatioratde, kde by se i

vzorek do 24 hodin zpracovat.
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2.3.1.2 Filtrace vzorku
Odebrany vzorek povrchové vody zpravidla obsahu@mE nerozpustnéastice,

které je pateba odstranit, zejména bude-li naskegguzita extrakce tuhou fazi. Pro separaci
pevnych neéistot se pouziva klasicka filtrace. Filtruje sedbpies @zné celulosové nebo
specialni filtry ze skelnych vidken sipnérem pofi 0,45 nebo 0,7um. Pokud to vyzaduji
okolnosti, Ize filtry @ed samotnou filtraci proprat v organickém rozpédist
(hexan, diethylether, methanol...), které bude pougiextrakci [35-36].

2.3.1.3 Extrakce vzorku
Po odstragni hrubych néistot ze vzorku obvykle nasleduje izolace sledocany

viv s

moznosti. B extrakci frechazi slozka ze sisi latek v kapalné nebo tuhé fazi do jiné kapalné
nebo tuhé faze,igemz je splina podminka vzajemné nemisitelnosti obou fazi. vibad
volbou extraknich podminek a znalosti vedlejSich rovnovah lIzeildlodobré selektivity
separace. Podle charakteru analyzované latky séklap voli vhodné pH anebo typ
rozpoustdla. Extrakce hraje vyznamnou roli také v souvisies separaci & ze vzorki

povrchovych vod, kde se refstji vyuziva extrakce kapalinou nebo tuhou fazi.

Extrakce kapalinou

Extrakce z kapaliny do kapaliny je nejstarSi formiaolace organickych latek
z vody. Jedna se o velmi jednoduchou izoiatechniku, ktera nevyzaduje slozité postupy
ani nakladnou instrumentaci. Sledovana slozka spabstatnimi latkami fiechazi z vody
do organického rozpouftia, ve kterém je vice rozpustna. Podminkou viskdxa ustaveni

fazové rovnovahy mezi dma nemisitelnymi kapalinami [37].

Extrakce tuhou fazi (SPE)
Extrakce tuhou fazi je moderni technika prigpmvu vzorki, jejiz podstatou je

zachyceni molekul sledované latky na tuhém sorbeBtrbent byva zpravidla umidst
v umeglohmotné kolonce, fies kterou se nechava protékat roztok vzorku. Vhodwbou
sorbentu a rozpou&tel Ize docilit i toho, Ze na sorbentu se zachgtize sledované analyty,
které se posléze jenom vymyji &him cinidlem (Obr. 12).

-23 -
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Obr. 12 — Extrakce tuhou fazi [38]

{

interferenty analyty

Sorbentem zpravidla byva chemicky modifikovanyksi§iel ve formd drobnych
casteek (@ = 50um), na které se navazuji skupiniznych vlastnosti, které pak rozhoduji
o vlastnostech sorbentu [37].

Pro izolaci I€iv se nejvice pouZivaji nepolarni vazané faze toigrvyménné faze.
Pouziti fazi na bazi imunoafinitnich sorbieat,molekuléarnich otisk’ (molecular imprinting)

byva zcela vyjiméné.

Nepolarni vazané faze

Maji hydrofobni vlastnosti a pouZivaji se pro ekt¢ianepolarnich a stdre
polarnich slotenin. Jedna se v podstai prvni teoretické patro kapalinové chromatografie
na reverzni fazi, kdy jako fukdki skupinu zakotvenou na stacionarni fazi pouZivaiae.
oktadecyl (kolonky &g) ¢i oktyl (kolonky Gg) a mobilni fazi je voda [37-39].

lontow-vynenné vazané faze

Prikladem je trimethylamoniumpropyl-chloridova fazektera je silnym
iontoménicem pro vynénu anionii (anex) z vodnych i nevodnych roztokahradou za sy
chloridovy anion. DalSimi iontavvyménnymi fazemi mohou byt zména aminopropylova,
benzensulfonova nebo propansulfonova [37].
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| kdyz extrakce tuhou fazi méa oproti klasické extrakapalinoufadu pozitiv, je
v nékterych situacich vyhodiBi vyuzZit extrakce kapalinou. Extrakce v systému
kapalina — kapalina totiz poskytuje lepSi navrathésera je v pipad stopové analyzy
nepostradatelna. Na ukéasu tak Ize dosahnout lepSich détegh limiti a gitom jest

uSetit za SPE kolonky.

2.3.1.4 Derivatizace vzorku

Derivatizace je procesjipkterém se fevadi analyty ve vzorku na vhodné derivaty
pomoci derivatizénihocinidla. Proces derivatizace slouzi zejména k:

» zvySeni citlivosti a zlepSeni detekce [40]

» zvySeni rozliSeni a zlepSeni separace (zvyskavosti, snizeni polarity) [39-40]

e zamezeni nezadouci sorpce v k&l{40]

Samotnda derivatizace vSak neni nezbytnow&stii postupu chemické analyzy a Ize
ji v neékterych gipadech vypustit. Za&thto podminek je ale nutné @tat se zhorSenim linit
detekce fisluSné metody koncového stanoveni.

Derivatizace se nevyuziva ridgad pi stanoveni l&v metodou kapalinové
chromatografie ve spojeni standemovymi hmotnostrgpektrometry (HPLC-MS/MS),
kde se pray diky tandemovému uspidani MS/MS dosahuje i tak dobrych detdkh
limita. Naproti tomu g analyze metodou plynové chromatografie ve spoghimotnostni
detekci (GC-MS) je derivatizace obvykle nezbytnymoklem, bez #hoz by stanoveni
extréemrE nizkych koncentraci é& bylo nemyslitelné.

K derivatizaci I€iv, ktera jsou naslednstanovovana metodou GC-MS, se vyuZivaji
zejména tato derivatiZai ¢inidla:

= N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA) [2]

= N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) [2]

= N-terc-butyldimethylsilylIN-methyltrifluoracetamid (MTBSTFA) [2]

= pentafluorbenzylbromid [41-42]

= diazomethan [43]

= methanol / BE[35]

= hydrogensiran tetrabutylamonia [39]
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Negativni strdnkou derivatizace je jeji pracndsisova narénost a mozny vznik
vedlejSich derivatizmich produki. Mezi nevyhody pdt i nebezpéné vlastnosti $tSiny
derivatiz&nich c¢inidel, protoze mnoha z nich jsou explozivni, jeai@ci karcinogenni
[39, 44].

2.3.2 ANALYZA VZORKU

Pti stopoveé analyze medikamérge v drtivé ¥tSin¢ pipadi vyuziva jako analyticka

koncovka sepatai metoda ve spojeni s hmotnostni detekci. V aealgalnych vzonk je tak
negasgji vyuzivano metody GC-MS nebo HPLC-MSiipadré tandemového uspadani
GC-MS/MS resp. HPLC-MS/MS. Pro d@a iontové povahy je zvl@Svyhodna separace
pomoci kapilarni elektroforézy s hmotnostni detékdt-MS). BohuZel jeji aplikace na reélné
vzorky byvéa ¥tSinou limitovana matricovymi efekty vzorku. Mimmsud uvedenych metod
analyz byla v souvislosti se stanoveniivé Zivotnim prostedi realizovana i online spojeni
kapalinové chromatografie se spektrometrickym (HARAD) a fluorescetinim
(HPLC-FLD) detektorem nebo offline spojeni s nukigéa magnetickou rezonanci
(HPLC-NMR) [17, 45-46].

2.3.2.1 Plynova chromatografie — hmotnostni spektrometrie GC-MS)

GC-MS je metoda, ktera kombinuje vlastnosti plynohiéomatografie a hmotnostni
spektrometrie. Spojeni GC-MS se pouziva k analy&év,l drog, vybusnin, Zivotniho
prostedi, vySatovani fic¢in pozaf a k identifikaci neznamych vzark GC-MS je soudasti
bezpé&nostnich kontrol na letiStich, soudech apod. Hlamfiodou tohoto zapojeni je vSak
moznost stopove analyzy [47].

GC-MS je standardni metodou ve forenzni analyzes Istbuzi k provéathi
specifickych test, které jednoznamé identifikuji pfitomnost utitych latek v daném vzorku.
Nespecifické testy totiz pouze naZof, Ze dana latka fize byt ve vzorku fitomna, protoze

spada do uité kategorie, coz fize vést k jeji faleSné pozitivni identifikaci [47].
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2.3.2.1.1 Historie

Pouziti hmotnostniho spektrometru jako detektomlymové chromatografii bylo
vyvinuto v pitibchu roku 1950 Rolandem Gohlkem a Fredem McLaffertiymrni realizované
GC-MS pedstavovalo objemné idaeni, které bylo nesmigrcitlivé na laboratorni podminky.
Vyvoj ceno¥ dostupnych, miniaturizovanych a vykonnychéipaa umoznil zjednodusSeni
této techniky a zkraceni celkové doby analyzy. %rd996 se na trhu objevila generace
vysokorychlostnich GC-MS, kterd umoznila zkraceoby analyzy h#lavin z 16 minut
na pouhych 90 sekund. Zkraceni doby analyzy vediocdkému uplattni GC-MS nejen

v laboratdi, ale i v terénu [47].

2.3.2.1.2 Instrumentace

GC-MS se sklada z plynového chromatografu (GC) athostniho spektrometru
(MS). Tyto dva pistroje se pouZzivaji dohromady, protoZze poskytajekio lepSi vysledky,
nez kdyby se vyuzivaly samostatriKromé toho gesnd identifikace dité molekuly pouze
GC nebo pouze MS by nebyla dostai®

Plynovy chromatograf vyuzivd k separaci latek lkapil kolonu, ktera byva
charakterizovdna svymi rozmy (délka, pamer, tlou¥ka filmu) a typem stacionarni faze
(nag. nepolarni HP 5). V chromatografické kotordochézi k separaci slozek vzorku
na zaklad jejich mizné schopnosti poutat se ke stacionarni fazi. $lezkrku potom opousti
kolonu v fiznémcase (retetni ¢as) a pechazi z plynového chromatografu do hmotnostniho
spektrometru, ktery umdaje jejich detekci. V hmotnostnim spektrometru diaihk ionizaci
molekul, jejich fragmentaci a akceleraci. Jednétlfragmenty jsou potom hmotnostnim
analyzatorem (ndp kvadrupdl) separovany a samostatietekovany. Fragmenty molekuly
jsou od sebe odtbvany podle porru m/z (hmotnost/naboj), odtud nazev hmotnostni
spektrometrie [47].

Velkou prednosti hmotnostniho detektoru je jeho vybornaivogt a moznost
rozeznat fipadnou koeluci dvowi vice sloZzek. Pomoci vysledného chromatogramu
a hmotnostnich spekter Ize tak jednoduse zjista, ke koeluci dochazi nikoliv. V piipad
GC-MS je totiz velmi nepravgodobné, Ze by koeluvaly &vatky, které by navic i stejn
fragmentovaly. Kvalitativnimi charakteristikami \GaVIS tak jsou retefmi ¢as a hmotnostni
spektrum. Ke kvantifikaci se pak vyuziva plochaupi&sp. jeho vySka, pokud pik nevykazuje

asymetrii [47].
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Nast‘ik v GC-MS
Vzorek je zavagh do kolony pomoci mikroskacky, kterou se propichne septum

a provede se na&st. Po nastku je vzorek okamzé preveden do plynné faze adage byt
nadavkovan na kolonu. V plynové chromatografii yaaiva rekolik technik pro pevedeni

vzorku na kolonu, nejpouzivgBimi technikami vSak jsou [47]:

1) Nastik do kolony(on column)e zakladni metodou nagmvych a mikronagiovych kolon.

V zavislosti na podminkach d&feni se davkuje 1-1Qul vzorku. Byva preferovan

i pro kapilarni kolony ¥tSi swtlosti (od péméru 0,25 mm) s pouzitim jemné néakbvé
jehly pro 0,2-2ul vzorku. Hornicast kolony je zativana na teplotu o 10-30 °C nizSsi, nez
je teplota varu rozpouitla. Vzorek musi byt rychle natnut a vytvdit kapalny film
na séné kolony. Po 30-60 s se teplota kolony prudce z\gl8y, nastalo odpani [37].

2) Nastik pomoci dlice toku(split injection). Terti kapilarni kolony maji malou kapacitu,

a proto se zejména u koncentrovanych viarikisi pomoci élice toku (splitter) jeh@ast
s nosnym plynem ogitit. Do kolony se pak dostava jen definovany zlomektiknutého
mnozstvi (zpravidla 0,1-10 %), které byva vintdwvaD,1-2 pl. Skleréna vata
v odpaovaci trubici (liner) zajituje homogenni odpavani a dinné promichavani

vzorku geed vstupem do kolony [37].

3) Nastik bez dlice toku (splitless injection)je vyuzivan hlavé pfi stopové analyze,

protoZe umoiuje stanoveni velmi nizkych koncentraci (ppm a énéRouziva se téhoz
zarizeni jako s &enim toku, ale odvoddtice je uzaven. Po nasgiku dochazi v lineru
k odpdeni vzorku a jeho vstupu na kolonui Eto metod nastiku je wtSina vzorku
pievadna @Fimo na kolonu, a proto je mozné dosahovat niz§ioitd detekce (vysSi
citlivosti) nez ve splitovacim rezimu. VylepSenoariantou bezélicového négiku je
pulzni nastik bez dlice toku (pulsed splitless injectionktery umoiuje efektivrgjsi
vstup vzorku na kolonu. Princip n&ktl je téngi stejny s tim rozdilem, Ze po odpai
vzorku je prudce zvySen tlak, coz umage rychlejSi pevod vzorku na kolonu. Kroén
toho dochazi po 30-60 sekundach k teev ctlice toku a oplachu lineru od zbyik
rozpoustdla a analyi, ¢imz je zamezeno chvostovani fpikHlavni vyhody oproti
klasickému splitless spivaji v moznosti nagku veétSiho objemu (az kl) a v rychlejSim

transferu vzorku na kolonu [48-49].
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Typy hmotnostnich analyzatér

NejbezrejSim hmotnostnim analyzatorem v GC-MSkeadrupél ktery je cenoy¥
nejdostupgjSi. Kvadrupélovy hmotnostni analyzator je obvykleren c¢tyfmi rovnolEznymi
tycovymi elektrodami s kruhovym nebo hyperbolickymifpzem. Tyoveé elektrody jsou
paralelrt umistny v rozich pomysiného pravidelnéttyirbokého hranolu a na kazdou dvojici
protilenlych tyi je aplikovano jiné vysokofrekvéni nagti. Nastaveni hodnot veéln
(stejnosndrné napti, amplitudy a frekvence radiofrekuariho pole) pedukuje trajektorie
drah, po kterych se mezicgmi budou pohybovat ionty sditou hodnotou m/z. # daném
nastaveni maji stabilni trajektorii vedouci k débel jen ionty ukité hodnoty m/z. Ostatni
ionty k detektoru neprojdou, protoze jejich tragid jsou nestabilni a koliduji sdgvymi
elektrodami. Nastaveni veéin kvadrupdlu se postupnméni a detektor zachycuje ionty
o riznych hodnotach m/z.

DalSim relativié béZnym analyzatorem j®ntova past ktera pracuje podobrjako
kvadrupdl. Jinou variantou je paektorovy hmotnostni analyzatddery je ale finatné
nakladny, rozrrny a miZe si jej dovolit jen maloktera laborétdnalyzator doby letise

pouziva zejmeéna v tandemovém usptani, kde byvéazen za kvadrupdl [47].

2.3.2.1.3 Analyza

Hmotnostni spektrometr obvykletixe pracovat ve dvou rezimech,dbmeti celé
spektra tzv. celkovy iontovy proud (TIC), aneboeké&élné monitoruje uéitou hmotu tzv.
selektivni monitorovani ioft(SIM). Typicky GC-MS je schopen vykonavatédiyto funkce,
a to bul’ jednotliv anebo sotasré v zavislosti na moznostech a nastaveistmje [47].

TIC (,Total lon Current)
Pokud ma fistroj registrovat cela spektra, je nutné mu zadaty interval m/z,

ve kterém bude pracovat (rfafp0-400 m/z). $ka intervalu byva ovlivéna aekavanymi
analyty, pouzitymi rozpoudtly a pipadnymi interferencemi. Ve sledovaném intervalu
by nengly byt obsazeny iiliS nizké hmoty, protoze jejichifpomnost vede ke zvySeni Sumu.
Lze tak potom v natteném spektru najit n&églad dusik (28 m/z), oxid ukdiity (44 m/z),
vodu (18 m/z), pofppact dalSi mozné interference. Kréntoho nastaveniifiiS Sirokého
intervalu skenovani ma za nasledek snizeni citinaseprodukovatelnosti metody, protoze
pii kazdém skenu je sledovano velké mnozstanych fragmernit, coz vede ke sniZzeni

frekvence snimani spekter a zhorSeni tvara pK].
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Uplny sken se provaditipuréovani neznamé latky ve vzorku. Pokud jde &enf
nebo potvrzeni obsahudité sloweniny ve vzorku, tak rezim TIC poskytuje dalekoevic
informaci nez rezim SIM. Méd TIC byva nastrojem pgwoj nové metody stanoveni, kdy se
pii prvni analyze provadi nejprve celkovy sken. Z a@nych reteénich c¢adi

a hmotnostniho spektra sledovanych latek se pakpediminky pro rezim SIM [47].

SIM (,Selective lon Monitoring*)

Hmotnostni spektrometr v rezimu SIM registruje poaakové fragmenty, které mu
byly dopgredu zadany. Méd SIM umaije dosazeni extréminnizkych deteénich limitd,
protoZze je sledovano jenontkolik vybranych fragmerit (nag. 4), a proto se nesnizuje
citlivost pristroje. Vzhledem k tomu, Ze jsou sledovany pougwané hmoty, tak sgaste&né
eliminuje i vliv matricovych efeki ve vzorku. Aby byl vysledek dostét€ relevantni, je
dulezité owfit, zda dany pik skut@é odpovida hledanému analytu. K tomu s&envyuZzit
refereniho standardu, ktery séiga ke vzorku a analyza se provede znovu. DalSinost?
je tzv. ,qualifier ions“, coz je skupina iahtvybrana z hmotnostniho spektra sledované
sloweniny. Ritomnost échto ionti v uitétm mnozstvi k charakteristickému iontu analytu

pak poskytuje dkaz o spravné identifikaci cilové skaniny [47].

Typy ionizace
Potomco slozky vzorku opusti kolonu, prochazefesp interface a vstupuji

do hmotnostniho spektrometru, kde nejprve probéjéhj ionizace. Po nezbytné ionizaci,
fragmentaci, akceleraci a separaci iomtasleduje jejich detekce pomoci elektronového
nasobée (detektor s konverzni dynodou). lonizované fragiyejsou tak pevedeny
na elektricky signal, ktery je pak detekovan. V GIS-se pouZzivaji tyto Zsoby ionizace
[47]:

1) lonizace elektronem (El)

lonizace elektronem je zdaleka &aj€jSim zpmsobem ionizace, ktery se stalitym
standardem. Molekuly vstupuji do hmotnostniho ar@tyru (kvadrupdl nebo iontova
past), kde jsou bombardovany elektrony u¢ofmi z rozzhaveného vlakna. Elektrony
dopadaji na molekuly a vyvolavaji jejich fragmenmtdadera probiha charakteristickym
a reprodukovatelnym Zgobem. Tato ,tvrda“ ionizai technika vede k tvogbmnoha

fragmentt o nizkém por&ru m/z a jen #&kolik malo z nich se svou hmotou blizi
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molekulové hmotnostijvodni molekuly. Z toho vyplyva, Ze molekularni iomize byt
ve spektru malo intenzivni a ¥kterych fipadech mize dokonce chyit. Molekularni
fragmentace je zavisla na ionépa energii elektroh (typicky 70 eV). Pouziti ionizani
energie 70 eV usn#édje porovnani nattenych spekter se spektry ulozenymi v knihovn
spekter poitace [47].

2) Chemicka ionizace (ClI)

Chemicka ionizace vyuziva k ionizaci reéakho plynu (methan, amoniak), ktery je
zavaén do ioniz&ni komirky hmotnostniho spektrometruV zavislosti na maddu
chemické ionizace (pozitivni nebo negativni Clzjmlen reakni plyn, ktery interaguje
s elektrony a analytem atigmbuje jeho ,nmkkou” ionizaci. Ri ,mékké" ionizaci dochazi
k mensSi fragmentaci molekuly ne#i ptvrdé“ ionizaci elektronem. Jednou z hlavnich
nez je tomu u ionizace elektronem [47].

» pozitivni chemicka ionizace (PGHReakni plyn (nap. methan, izobutan...) reaguje

s molekulami latek, které maji protonovou afiniTT.
* negativni chemicka ionizace (NGHReakni plyn (nap. amoniak, dichlormethan...)

reaguje s molekulami latek, které maji elektronogbnitu [47].

V GC-MS je prioritou identifikace latky, ktera seropadi pomoci reteémich
charakteristik a hmotnostniho spektracitému retetinimu casu v chromatogramu odpovida
uréité hmotnostni spektrum, jehoZz vyhodnocenim lzstigjio jakou latku se jedna. Toto
vyhodnoceni provadi gda, ktery pomoci fsluSného softwaru porovnava n&ené
hmotnostni spektrum se spektry ulozenymi v dataldazi knihovré spekter. Ve vysledku
jsou pak navrzeny latky, jejichz hmotnostni spegtiehazeji v ivahu. V iipac, Ze software
nenalezne vhodnou latku, ktera by odpovidala dgiemému spektru, je na mismanualni
interpretace spektra. Bite¢ sowasré porovnava vice udaj(nag. reterni ¢asy z GC), které
se fresre tykaji nangienych dat [47, 50].

Jinou metodou identifikace je matematicka analyiké p MS spektru. MS spektrum
ma totiz mivodre charakter pik, teprve matematickym zpracovanim ziskavatdeové
spektrum. V této metddie nejvySSimu pikuiprazena 100 % hodnota a dalSimtpikv MS
spektru jsou pcteny pongrné hodnoty, fcemz se berou v ivahu vSechny hodnoty nad 3 %.

Molekulovd hmotnost neznamé steminy obvykle odpovida molekularnimu piku, jehoz
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piesnd hmota se pouZije ke zist chemického vzorce, ktery obsahujené prvky, jez
mohou byt pitomny ve slogenirg. Izotopové linie ve spektru, které jsou charakteké
pro jednotlivé prvky, se pouziji k identifikacgidhto prvki. Jakmile je pomoci spektra nalezen
chemicky vzorec, iive byt identifikovana molekularni struktura, ktev@ak musi byt

v souladu s charakteristikami zaznamenanymi GC-NI&o identifikace je automaticky
provadna programem, ktery je dodavan spgate s pgistrojem. Software automaticky
navrhuje mozné struktury, které by mohly byt verkeopiitomny [47, 50].

V modu TIC se berou v vahu vSechny fragmenty \ekisp, kdeZzto v modu SIM se
sleduji pouze vybrané hmoty odpovidajici konkrdiite. Vyuziva se fedpokladu, Ze
v daném retefmim ¢ase je ufita skupina iont charakteristicka pro danou latku. To unioje
rychlou a efektivni analyzu, zejména pokud ma anajyredkEzné informace o vzorku nebo
hleda jen wkolik specifickych latek. Diky SIM modu dochazi raznému zjednoduSeni
vysledného chromatogram&imz roste citlivost analyzy, takZze 1ze detekovangiennoZstvi
sloweniny [47].

Ke kvantifikaci latky se pak vyuziva geometrickyamarakteristik piku, kdy se &

jeho plocha nebo vyska.

GC-MS/MS

Tandemové usgadani MS/MS umatuje stanoveni velmi nizkych koncentraci
ve vzorcich svyraznym vlivem matricovych efiektV praxi existuje #kolik typu
tandemovych hmotnostnich spektrometrkteré se od sebe [iSi druhem pouzitych
hmotnostnich analyzatior V GC-MS/MS se v této souvislosti néjngji vyuziva trojitého
kvadrup6lu. Hmotnostni spektrometr tak ve skotesti obsahuje fit kvadrupoly
(QQ9Q) — 1. analyzator (Q1), kolizni celu (q2) afBalyzator (Q3). V prvnim kvadrupélu (Q1)
dochéazi ke generaci iantz nichz se separuje pozadovany ion, ktery seligrkocele (q2)
podrobi dalSi reakci, a Zjnvzniklé ionty jsou analyzovany nasledujicim kvaablem (Q3)
[47].

Krome trojitého kvadrupdlu se vyuziva také iontové pastiera poskytuje kolik
vyhod. Je moZné ji zkonstruovat i s malymi r@&eynpii zachovani velmi dobrého rozliSeni.
lontova past ma také mensSi naroky na vakuum a eapégz kvadrupdly (a tim je mozné
pouzit mensi a jednoduSsi vakuové pumpy). Hlaviiiodgu vSak je moznost prowvdd

GC-MS, kde jedina iontova past slouzi zardyako hmotnostni analyzator i kolizni cela.
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Obecr Ize v prvni fazi tandemové hmotnostni spektrormeteparovat bdl pouze
jeden ion (SRM) nebo vice ian{MRM), a ty potom podrobit dalSim reakcim. Tandego
uspgdadani MS/MS je vysoce specifickd metoda, ktera tplak eliminuje vlivy matrice.
VyuZziti jinych typd uspdadani hmotnostnich analyzaiofnag. QqTOF, QqTrap apod.) je
v souvislosti s plynovou chromatografii mémzné [47].

2.3.2.2 Kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometre (HPLC-MS)

HPLC-MS je analytickd technika, ktera kombinuje swleosti kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie. HPLCjM8yborna technika, ktera se pouziva
zejména tam, kde je poZzadovana vysoka citlivogtexiicnost analyzy. Obeénse metoda
HPLC-MS vyuziva k detekci a potencialni identifikabemickych latek v fitomnosti jinych
chemickych latek (ve sloZité ssi) [51].

Kapalinova chromatografie

HPLC-MS se od kapalinové chromatografie¢grimu detekci (napspektrometricky
detektor) odliSuje hlavh pouzitym ngtitkem. V HPLC-MS se obvykle pouZivaji kolony
s menSimi vninimi praméry a tedy i s nizSimi @toky mobilnich fazi. Nedavno se
v HPLC-MS jest vyuzivaly kolony o piméru 1 mm (klasicka HPLC 4,6 mm), nyni
prevladaji kolony s vnihim pimérem okolo 30Qum nebo i 75um, a tak vé&chto gipadech
nebyvaji vyjimkou i péitoky viadech stovek nanolitrza minutu [51].

V piipact separace na klasickych kolonach &iry 4,6 mm lIze eluat z kolony
rozclit v ur¢itém splitovacim porru (nag. 10:1), a tak realizovat stasré
spektrofotometrickou (HPLC-UV/VIS) a hmotnostni aati (HPLC-MS  pip.
HPLC-MS/MS). Na jednu stranu dochazi réethim toku ke sniZzeni citlivosti
spektrometrického detektoru, ale na druhou stradom hmotnostni spektrometr poskytuje

vybornou citlivost pi pratocich 200ul/min nebo méa[51].

Hmotnostni spektrometrie

Obvyklym hmotnostnim analyzatorem v HPLC-MS byvadmupol, iontova past
nebo analyzator doby letu. \fipact tandemového uspaédani HPLC-MS/MS je podobn
jako v GC-MS/MS vyuzivano trojittho kvadrupodlu (Qq@ebo kombinace kvadrupolu
s piiletovym analyzatorem (QqTOF) [51].

Donedavna byl neptSim problémem HPLC-MS interface mezi kapalinovym

chromatografem a hmotnostnim spektrometrem, roZeojzatnich technik vSak tento
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problém vyeSil. Redevsim ionizace elektrosprejem (ESI) se zaslowilazvoj HPLC-MS
a jeho uplatani ve farmakologické praxi. Je ale vyuzivano i @ihyoniz&nich technik nap
bombardovani rychlymi atomy, termospreje, nanospme¢bo chemick&i fotometrické
ionizace za atmosférického tlaku. Pro biologickérikg naSla uplatini technika MALDI
[51].

GC-MS a HPLC-MS umatlji separaci a citlivou detekci Sirokého spektrévié
(Obr. 13) [46].

GC-MS nebo GC-MS/MS
po derivatizaci

GC-MS nebo GC-MS/MS e
bez derivatizace Etofyllinclofibrat
Aspirin Flurbiprofen
Codeine Ketoprofen
Cyclophosphamide Nadolol
Galaxolide Tolfenamic acid
Pentoxyfylline
Tonalide

Triclosan

Carbamazepine

Diazepam Bezafibrate

Ibuprofen Clofibrate Propranolol

Paracetamol Diclofenac Propyphenazone

Phenazone Fenofibrate Roxithromycin
Fenoprofen Salbutamol
Gemfibrozil Sulfamethoxazole
Indomethacine
lopromide
Mefenamic acid

HPLC-MS nebo HPLC-MS/MS Metoprolol

17a -Ethinylestradiol Naproxen
178 -Estradiol

Acetyl-sulfamethoxazole  Doxycycline Oleandomycin

Sulfamethazine

Amidotrizoic acid Estrone Simvastatin Sulfapyridine
Aminopyrine Hydrochlorothiazide Sotalol Sulfasalazine
Amoxycillin lopamidol Omeprazole Sulfathiazine
Anhydro-erythromycin Lofepramine Oxacillin Tamoxifen
Atenolol Metronidazole Oxytetracycline  Terbutaline
Betaxolol Ofloxacin Penicillin G Tetracycline
Bisoprolol Enalapril Penicillin V Tilmicosin
Chloramphenicol Furazolidone Pindolol Trimethoprim
Chlortetracyline Ifosfamide Piroxicam Tylosin
Ciprofloxacin Ketorolac Ranitidine Virginiamycin
Clarithromycin Methicillin Ronidazole

Clenbuterol Nafcillin Spiramycin

Cloxacillin Erythromycin Sulfacetamide
Cyclophosphamide Furosemide Sulfadiazine

Dapsone lomeprol Sulfadimethoxine

Demethyl diazepam Lincomycin Sulfadimidine
Dextropropoxyphene Methotrexate Sulfaguanidine
Dicloxacillin Norfloxacin

Obr. 13 — Stanoveni [éCiv separacnimi metodami [46]
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2.3.3 VYHODNOCENI VYSLEDK U
Stopova analyza byvé&asto doprovazena komplikovanym pozadim a matricovym

efekty. Z tohoto @vodu se musi volit vhodna kvantifikai metoda, ktera tyto n&gniveé

vlivy do jisté miry eliminuje. Ke kvantifikaci tév v Zivotnim prostedi se zejména pouziva:

1) Metoda kalibrani kiivky

Tato metoda spiva v @ipraw tzv. kalibr&nich standarntl coz jsou roztoky, které

obsahuji postugn rostouci koncentraci stanovované slozky. Katibrastandardy se
proméii a sestroji se graficka zavislost sledovanécisli na obsahu slozky. Pak se
promeii vzorek a z velikosti nasiiené veléiny se uti obsah sloZzky ve vzorku. Musi se
piitom dbat na to, aby bod na kalibra kiivce, ktery pat vzorku, lezel mezi standardy.
Metoda kalibrani kiivky je sice hoj@ vyuzivana v praxi, ale vifpact stopové analyzy
v povrchovych vodach ji nelze uplatnit, protoZze veorku dochazi k vyrazjsim
matricovym efekim, které ruSi stanoveni. Analyt se totiZ jinak chae vzorku a jinak
zase Vv fipravenych standardech. Z tohotivddu pak detektor fife davatizné odezvy,
¢imz dochéazi k chybamfip stanoveni.ReSenim mze byt gidavek balastnich latek
do tzv. matricovych standardnebo vyuZziti jiné kalibréni metody — nejlépe metody
standardnihoifidavku [3, 30, 36-37, 52-53].

2) Metoda vnitniho standardu
Ke vzorku se pidava znamé mnozstvi standardu. Standardem je, lktked nesmi byt
ve vzorku obsaZena a musi titcsamostatny pik v blizkosti piku stanovované Isjoz
Je nezbytné zabranit chybamigpbenym jinou odezvou standardu a analytu. V takové
piipadt plochy piki pro stejna latkova mnoZzstvi standardu a analyfsonestejné; jejich
poner tedy neni roven jedné a ozumgeme jej jako koredni faktor, kterym je nutno
korigovat zmé¢iené plochy pik. Samotnd kvantifikace se pak provadid’bmetodou
piimého srovnani anebo metodou kaldoriakiivky [37].
Nalezeni vhodného viiitiho standardu byva problematické. Vhodnym i
standardem nd&p pro analyzu ibuprofenu je latka znama pod obchuodmazvem
.fenoprop“, systematickym nazvem 2-(2,4,5-trichearbxy)propanova kyselina
(Obr. 14) [54]:
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Obr. 14 — Strukturni vzorec 2-(2,4,5-trichlorfenoxy)propanové kyseliny
(,fenoprop®)

3) Metoda standardniho/fdavku
Pii vyuziti metody standardnihotidavku se provadi davkovani samotného vzorku

a vzorku, do kterého byloriddno zndmé mnozstvi standardu stejného jako steaod

latka. ZwtSeni plochy piku je pakifpno Unerné gidanému mnozstvi standardu [37, 54].
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3 EXPERIMENTALNiI CAST

3.1

3.2

Chemikalie
Dichlormethan, p.a. (Penta, Pral@skéa republika)
Methanol, p.a. (Penta, Praltzeskéa republika)
Kyselina chlorovodikova 35 %, p.a. (Penta, Préteskéa republika)
Siran sodny, p.a. (Lachema, Neratoviceska republika)
Léciva:
« lbuprofen/Ibalgin 400/(Zentiva, Praha(eskéa republika)
« Naproxer/Nalgesin S(Krka, Praha(eska republika)
» Ketoprofen /Ketonal/ (Pharmaceutical and Chemical Company, Ljubljana,
Slovinsko)
» Diklofenak/Diclofenac AL/Aliud Pharma, Laichingen, &necko)
U¢inné latky byly izolovany z komenich gipravki, jejichz nazvy jsou uvedeny
kurzivou.
Diazomethan v diethyletheru — byl fipraven  alkalickou  hydrolyzou
N-nitroso-N-methylmeoviny (Sigma Aldrich, St. Luis, USA)

Pristroje a zatizeni

Plynovy chromatograf HP 6890

Hmotnostni spektrometr Agilent 5973N

Automaticky davkova HP 7683

Ki¥emenna kapilarni kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm26Qm)
Nosny plyn — He (99,998 %, SIAD, Bergamo, Italie)
Tlakova lahev s D(99,998 %, SIAD, Bergamo, Italie)
Ultrazvukova laz# Elmasonic S 40H

Centrifuga Eppendorf 5702

Topna deska Evaterm

Analytické vahy Kern

Automatické pipety

Laboratorni sklo

Plastové Sgky a mikrozkumavky
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3.3 Odbér vzork v

K analyze léiv byla odebirana povrchova vodaieky Drevnice, kterd prameni
na jihu Hostynskychvrchi, zhruba 3 km sevegénod obce Drzkova, v nadriské vysce
551 m. Nedaleko pramene cca 7 km {jgrse natece nachazi iphrada, kterd slouzi
k zadrZzovani povrchové vody, jez se posléze upeamajvodu pitnou, kterou je zasobovano
mésto Zlin a blizké okoliReka protéka SluSovicemi, Zlinem a Otrokovicemi,terych se
vléva zleva ddaeky Moravy ve vySce 182 m n.mi€¥nice se svou délkou toku 42,3 kmipat
k vyznamnymiekam Zlinského kraje [55].

Vzorkovani probihalo jak na samotném tokeky Drevnice, tak i na jejich
vyznamnych fitocich afece Mora¥. Mapoval se asi 35 km dlouhy Us&dky, ktery saha
od prehrady ve SluSovicich az po Ustifednice doreky Moravy. Analyzovano bylo celkem
33 vzorki, které byly odebirany verdch sériich z 11 odbovych mist, jejichZz poloha je
znazorrna na mapce (Obr. 15).
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Obr. 15 — Mapa odbéru vzorki

K vzorkovani byla pouzita nadoba pro édlvody acdisté plastové (PE-HD, PET)
lahve o objemech 500, 1500 a 2000 ml. Vzorky vogly lthned po odbru transportovany

do laboratee, kde byly v pibéhu nasledujicich 48 hodin zpracovany. Data a pokiynin
odbira jsou uvedeny v tabulce 5.
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) o dlouhodoby 2.3.2009 3.5.2009 2.3.2010
¢éislo umiseni
., . pl'lolmél’ Tvzd_ = 2,9°C Tvzd_ = 13,40C Tvzd. = 3,0°C
Mmerici stanice o o o o
stanice freka/ ? (3 ? (3
[m?®/s] | [em] | [m7/s] | [cm] | [m®/s] | [cm] | [m®/s] [cm]
Spytihrgv 420
1 55,40 | 155| 87,46 18§ 34,70 130 314|00
/Morava/ (1.SPA)
Kroméiiz 415
2 51,30 | 179| 77,82 2064 26,5 142 295|50
/Morava/ (1.SPA)
Zlin
3 . 2,21 36 5,74 40 0,46 24 7,13 57
/Dievnice/
Vizovice
4 _ 0,59 24 1,07 23 0,13 13 1,60 32
/Lutoninka/
SluSovice
5 . - - 0,30 15 0,04 7 0,80 25
/Dievnice/

Tab. 5 — Podminky vzorkovani /zdroje: Povodi Moravy s.p. a CHMU/

3.4 Pracovni postup

Odmernym valcem bylo odiieno 500 ml vzorku, ktery se nechal asi 5 minut
odplynit v ultrazvuku. Odplyény vzorek byl peveden do éici nalevky o objemu 1 litr
a okyselen fidavkem 1,5 ml 5 M HCI¢imz se upravilo pH na 2. Pro extrakcéilé bylo
do ctlicky pridano 20 ml dichlormethanu a poté se obsalixkly asi 5 minut intenzivé
prottepaval. Po ustaleni obou vrstev byla spodni organiastva odpugha do plastové
centrifug&ni zkumavky. Extrakce pak byla jéSjednou opakovana stigavkem 10 ml
dichlormethanu.

Extrakty ve zkumavkach byly nasledncentrifugovany po dobu 5 minut
pii maximalnich otékach (4400 miil), aby se od sebe dokonale &kl§ vrstvy
dichlormethanu, vody afffomnych néistot. Vodna faze byla odstréma do odpadu a vrstva
dichlormethanu byla opatnpomoci automatické pipetyrgvedena do skl€né baiky.
Pro vysuSeni bylo k extraktuigano menSi mnozstvi bezvodého,8@;. VysusSeny extrakt
byl na topné desce odfam mirnym proudem dusiku na objem 3-4 ml. Tentembpyl
postupr pipetou peveden do sklemé vialky a odp&en dosucha.
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Pro derivatizaci vzorku bylo do vialkyfigano 500 ul roztoku diazomethanu
v diethyletheru. Vzorek se nechal methylovdiblizné 15 minut, a pak bylo ipbyt&né
rozpoustdlo pomoci jemného proudu dusikuébpdpaeno. Methylace diazomethanem byla
poté je&t jednou zopakovana. Nasledhylo do vialky gidano 1000ul methanolu a vzorek
ve vialce byl asi na 2 minuty vioZzen do ultrazvukizorek se v této fazi Kili odstrargni
velmi jemnych néistot nechal jestjednou centrifugovat a posléze se opapieved! dogisté
vialky. Takto gipraveny vzorek pak byl podroben analyze na GC-MS.

Paralel@ byly zpracovavany i vzorky se standardnifidpvky I&iva 10 a 100 ng/I.

3.5 Analyza GC-MS
Analyza byla provagha na plynovém chromatografu HP-6890, ktery bylawdm
hmotnostnim spektrometrem Agilent 5973N a autork@ticdavkovéem HP-7683.

Vzorky ve vialkach byly umishy do automatického davkoiaa a nasledh byla
spusténa analyza. Mikrogtkacka Hamilton byla nejprve proplachnuta acetonem,|§zes
vzorkem a az poté byl nadavkovanull vzorku. K nadavkovani vzorku do kolony byla
zvolena metoda pulzniho davkovani beéfiad toku — (138 kPa; 0,4 min.). Jako nosny plyn
bylo pouzito helium s @itokem 0,9 ml/min. Teploty n&stu a spojky mezi GC a MS byly
nastaveny na 280°C. K separaci byla pouZitamenna kapilarni kolona o délce 30 m,
vhittnim  piiméru 0,25 mm, tlouke filmu 0,25 pum a teplotni program:
50°C — 2 min — 10°C/min — 300°C — 5 min. Celkovhadanalyzy byla 42 minut.

Hmotnostni spektrometr vyuZzival ionizace elektror(&t) a byl na poatku analyzy
po dobu 5 minut vypnut K¥i odstraréni rozpoustdla. Skr dat byl realizovan v modech
.TIC* a ,SIM“ (161, 185, 209 a 214 m/z).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pri extrakci do dichlormethanu byly zj&ty technikou vicenasobné extrakce
ponerné vysoké hodnoty navratnosti, které se pohybovalglmi©9 % (Tab. 6, illoha 1).
BohuZel navratnost extrakce byva zavisld na sloAerdrku. Vzhledem kifgpadnym
matricovym efekim byla pro kvantifikaci I8iv zvolena metoda standardnihtidavku, ktera
matricové efekty do jisté miry eliminuje a poskgtigpravné afpsné vysledky i v ipack
nekvantitativni extrakce anaiyt Takto zpracovany vzorek sigluSnymi standardnimi
piidavky byl poté vyuZzit pro analyzu dalSich vzibjako standard (matricovy standard).

Z daivodu zn&ného vlivu matrice na vysledné tvary a plochy upilje
bez matricovych standard problematické i stanovenifipluSnych detatnich limitd.
Pro orientani odhad byl pouZit vzorek pitné vody zpracovankojalepy pokus a tentyz
vzorek s pidavkem I€iv na koncentréni Urovni 0,5 ng/l. V filoze¢. 2 je doloZzen dostateé
prikazny vliv standardnichifwlavki na plochy detekovanych gikHodnota 0,5 ng/l byla
proto f¥ijata jako spolehli¥ prokazatelna koncentrace ve vzorcichifi&pzne&isténych vod.
V tabulce¢. 6 jsou roviz uvedeny hodnoty koncentracéil které odpovidaji plocham pik

detekovanych ve slepém pokusyy ek ).

tr charakteristicky ion navratnost LOD CBLANK
lecivo ; extrakce
[min] [m/z] o [ng/l] [ng/l]
[%0]

ibuprofen | 15,14 161 99,12 0,22
naproxen 20,41 185 98,69 05 0,11
ketoprofen| 21,53 209 98,67 ' 0,04

diklofenak | 22,23 214 99,28 0,08

Tab. 6 — Retencni charakteristiky I&Civ

Analyzou methylovanych stand@rdvychozi koncentrace Lig/l) byly zjiStny
retertni ¢asy jednotlivych I&v (Tab. 6) a jejich fislusna hmotnostni spektra, ktera byla
porovnana s databazi knihovny spektéilgpa 3). Z narsienych hmotnostnich spekter byly
zjistény charakteristické ionty (Tab. 6), které byly mékt pouzity pro citlivou kvantifikaci

léciv v realnych vzorcich pomoci rezimu Selective Manitoring (SIM).
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Monitoring 7eky Drevnice

Rozborem odebranych vzdrkvody se poddo prokazat pitomnost vSechityt
sledovanych I&v jak v fece [Devnici, tak v jejich vyznamnych fipocich
(Obr. 16-17, piloha 8). Zjiséné koncentrace se pohybovaly v rozmes{atika desitek az
stovek ng/l, avSak vyskytla se i takova mista, kga pritomnost medikametitprakticky
vylouéena (Tab. 8). Bylo zji8ho, Ze koncentraci & v fece ovliviuje rekolik fakton.
Mnozstvi I&€iv totiz zavisi mj. na migtodberu, pritoku vody a rénim obdobi.

Z tabulky nangfenych hodnot a graf (Tab. 8, Grafy 2-5) jasnvyplyva, Ze
koncentrace kv zavisi gedevsim na mistodbsru. Nejvyssi koncentracedi® byly nalezeny
na samotné vyustigsistené odpadni vody z arealtlOV Zlin-Malenovice a bezprastdre
za ni. To jednozrim¢ dokazuje, Ze se d&a do zivotniho prosedi dostavaji prayvskrze
do I. stup® vodarenské ochrany, a proto by zde slenpfipadat v Uvahu jakékoliv \#&8i
kontaminace. V letnim obdobi zde dokonce nebyltomnost I€iv témét vibec prokazana.
Koncentrace l&v na ostatnich misteateky nepatra kolisaly, coz je #jme¢ zpasobeno tim,
7e do Devnice Usti i odpadni stoky z obci, které nejsopojeny naCOV. Kromg toho se
na hornim tokuieky nachéazi také OV SluSovice nebaCOV Vizovice, ktera vypousti
preciSténou vodu ddeky Lutoninky, jezZ je levostrannyniifpkem ¥evnice.

Z uvedenych tabulek (Tab. 5 a 8) je parné, Ze kunaee |éiv v povrchovych
vodach jsou silé ovlivnény i pritokem vody. Viece Mora¥ byly nalezeny maximalni
koncentrace vadu desitek ng/l ifes to, Ze se nad nedalekym misteméadtvzorku ¢.1
(cca 2 km) nachazCOV Otrokovice. Ve srovnani igekou Drevnici v téZe vzdalenosti
od COV Zlin-Malenovice (vzoreki. 3) se jedna o koncentraci c¢atinovou, co? sice fite
byt ovlivnéno patem obyvatel obou #st, ale na druhou stranu i rychlosti toku a mirou
pratoku, protoZze dochazi kéexkni kontaminované vody, postupnému odbouravéfpagdreé
k ukladani do sedimeint

Vysledky rovréZz ukazuji, Ze v zimnim obdobi dosahuji koncentriges vysSich
hodnot, nez je tomu patkem léta. To je nepochybreagicinéno vyssSi spdebou I€iv
béhem zimy, kdy se u lidi objevuji tipkova onemoceni. V disledku jarniho otepleni se
snizuje vyskyt akutnich respifiaich onemoceni, s¢imz souvisi i pokles spigby Iék.

Koncentrace medikamentzaregistrované dne 2.3.2010 vykazuji vé&snmirny

pokles oproti mnozstvim nalezenyntepré pred rokem (2.3.2009) na stejnych mistech.
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V prabéhu vzorkovani vroce 2009 totiz vrcholila ighkova epidemie, a proto se dal
piepokladat narst koncentraci. TehdejSi data také nedmixala jarni obleva, kterou jsou
zatizeny hodnoty z roku 2010, kdy byly bece Mora¥¢ vyhlaSeny 1. stugnpovodiove
aktivity.

MnozZstvi jednotlivych medikameint ve vodnich tocich se odliSuje. Nejvyssi
koncentrace jsou zaznamenany u diklofenaku a ri@jnifripact ketoprofenu. Jejichuzné
zastoupeni ve vodnim toku je ovlidmo rekolika faktory, mezi 8z pati nag. mnozstvi
acinné latky v medikamentu, sgeba nebo obtiznost biologick&epeny. Ackoliv Udaje
Statniho Ustavu pro kontrolucié (Tab. 7) ukazuji, Ze sp@ba ibuprofenu je ze vSectyt
zkoumanych subjekt nejvysSi, nalezené hodnotifkaji, Ze nejvysSi koncentrace byla
zaznamenana u diklofenaku. R¥awmolekula diklofenaku je totiz obtiZrrozlozitelna latka,
kterd nepiznivé pasobi na vodni organismy. Naopak koncentrace ketepuo jsou
bez ohledu na tmi obdobi nejnizsi ze vSech zkoumanyatiiéKetoprofen dokonce nebyl
na WtSiré odkErovych mist v &t vibec zaregistrovan, coz jet@obeno i tim, ZedSina 1€k
s jeho obsahem je vazana na tékg predpis.

Krome jiz zmininych faktofi maji na koncentraci & vliv i pfirodni podminky,
zejména peasi a charakter vodniho toku. ZvySena staheaktivita totiz giznivé snizuje
koncentrace farmak ve vodnim toku, kdy dochézfitopené fotodegradacid&a. MnoZstvi
jsou ovliiovana i typem vodniho toku a ¢giem jeZi. Prd¢ u jezi pronika do vody kyslik
nezbytny pro Zivot vodnich organifimale sodasreé puasobi i na rezidua &v, ktera jsou

oxidovana na jednodussi molekuly. Problémem tokatod@isticiho procesu je jeho pomaly

prabeh.
Farmakologické udaje Statistické udaje

e pramérny paiet spotebovanych -

ucinna DDD DDD na 1000 obyvatel za den roéni spoteba

latka [mg] [] []
ibuprofen 1200 26,10 119,64
naproxen 500 0,53 1,01
ketoprofen 150 0,77 0,44
diklofenak 100 10,48 4,00

Tab. 7 — Spotfeba analyzovanych Ié&iv v CR za rok 2009 /zdroj: SUKL/
(data jsou vztazena na pocet obyvatel k 1.1.2009 — 10 467 542 obyv.)
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Abundance
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Obr. 16 — Chromatogram odebraného vzorku vody na vyusti z arealu COV do feky

Drevnice (vzorek €.5) z 2.3.2009, méfeno v modu TIC
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Obr. 17 — Chromatogram odebraného vzorku vody na vyusti z aredlu COV do feky

Drevnice (vzorek €.5) z 2.3.2009, méfeno v médu SIM
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¢islo IBUPROFEN NAPROXEN KETOPROFEN DIKLOFENAK
misto odiéru Feka

vzorku 2.3.09| 3.5.09| 2.3.10] 2.3.09| 3.5.09 2.3.10| 2.3.09 3.5.092.3.10| 2.3.09 3.5.09 2.3.10

1 Napajedla —ifistavise Morava | 23,52 8,83 20,00 14,81 1,32 9,77 7,85 2,968,44 | 108,48 28,70 | 27,75
Otrokovice — lavka Morava] 53,10 13,70 19f79 9,110,73 | 9,23 | 10,47 <050 8,94 113,029,47 | 41,82

3 Otrokovice — Organik EBvnice| 90,81 15,00 37,46 24,29 17,18 58|28 24,45,50<0 15,2 | 124,60 38,82 | 104,84
Zlin-Malenovice .

4 5 Dievnice | 82,11 40,21 78,70 115,082,12| 152,23 102,08| 26,08 | 79,52| 406,30 82,74 | 172,5]
(zaCOV)
Zlin-Malenovice

5 y - 91,21| 91,94 89,99 260,3358,72| 190,53 191,42| 57,62 | 147,04 687,12| 105,24| 403,12
(vyug’ zCOV)
Zlin-Malenovice .

6 5 Dievnice | 77,49 17,4% 78,74 30,20 2,84 21|75 73,88 50<P,11,25| 70,59 33,94 28,49
(predCOV)

7 Zlin-Filuky (U Fristavu) | Oevnice| 39,83 29,18 33,1/ 855 4,23 9,87 1049 <0,5072 | 61,84 24,01 30,3y

8 Lipa - Prazanka ievnice| 36,22 63,94 23,29 10581 5,10 7,8 27,30 x0,%,47 | 67,96 12,92 30,8p
Lipa - odboka Lutoninkal 31,78| 39,45 16,94 26,18 7,64 13,8 17,52 <050 7,982,62| 14,17, 30,83

10 Lipa - obalovna Evnice| 22,01 5850 2381 11,14 4,07 15/12 11,34 5<0,10,06] 51,99 33,94 31,1f7
Slusovice — pod .

11 Dievnice| 1,33 | <0,50, 1,70] 6,58 <0,50 6,9 1,96 <050 19 o0d7, 594 8,62
piehradou

Tab. 8 — Tabulka naméfenych hodnot
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Graf 2 — Mnozstvi ibuprofenu na jednotlivych mistech toku
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Graf 3 — Mnozstvi naproxenu na jednotlivych mistech toku
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Graf 5 — Mnozstvi diklofenaku na jednotlivych mistech toku
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5 ZAVER

Cilem meé diplomové prace bylo provést kvalitatianikvantitativni analyziétyt
protizaretlivych IéCiv v povrchoveé vod. K tomuto @&elu bylo vybrano povodieky Dievnice.
Na jednotlivych mistecheky byla pomoci metody GC-MS prokazaré&gmnost ibuprofenu,
naproxenu, ketoprofenu a diklofenaku. Koncentra@slikameni se pohybovaly vadech
n¢kolika desitek az stovek ng v jednom litru. Bylorm&z zjiS€no, Ze mnozstvi dinnych
latek v povrchoveé vadovliviauji téi zakladni faktory, mezi && pati hlavre misto odbru,
pratok vody viece a réni obdobi.

Znegisteni povrchové vody vy bylo v drtivé &tSiné zpisobené domacnostmi,
protoZe v blizkostireky Dievnice se nenachazi zadna farmaceuticka tovareaa kty se
zabyvala jakymkoliv zpracovanim zkoumanychivé Urcity podil na zne&isténi nesou takeé
nemocnéni zdizeni, kterych je v okoli hnedékolik. Hladina analgetik vece je i pesto
relativré nizka (ng/l), a proto zde nevznika riziko, ktegérbohlo negativé ovliviiovat lidské
zdravi [56]. Otazkou aleistava, do jaké miry jsou kontaminovany podzemniyvadtudny
v blizkém okoli feky. Neni také dostate¢ jasné, jak moc je ovliwim Zivot vodnich
organisni v fece.

Z vysledki provedeného monitoringu vyplyva, Ze ke &B&ni povrchovych vod
nedochazi pouze v blizkosti velkycksh nybrz i v menSich #éstech a ¥tSich obcich.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

Apiku
BSTFA
CBLANK
CE

Cl
CYP1A2
CYP2C8
CYP2C9
CYP3A4
CHMU
cov
DAD
DDD

El

ESI

FLD

GC

H

HP

HP 5

HPLC
HPLC-UV/VIS

LC
LOD
MALDI
MRM

MS

plocha piku

N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid

koncentrace téva ve slepém pokusu v ng/l

kapilarni elektroforéza
chemicka ionizace

druh cytochromu

druh cytochromu

druh cytochromu

druh cytochromu

Cesky hydrometeorologicky Gstav
¢istirna odpadnich vod
detektor s diodovym polem
doporiena denni davka
ionizace elektronem
lonizace elektrosprejem
fluorescetini detektor
plynova chromatografie
vySka vodni hladiny v.cm
Hewlett-Packard

typ stacionarni faze

v GC — jedna se

0 poly(5%-difenyl-95%-dimethylsiloxan)

vysoce &inna kapalinova chromatografie

vysoce dinna kapalinova chromatografie se spektrofotomiedric

detekci
kapalinova chromatografie

limit detekce

desorpcel/ionizace laserem z&agti matrice

monitorovani reakce vice
Monitoring*)

hmotnostni spektrometrie
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MSTFA
MTBSTFA
NCI
NMR
PCI

PE
PE-HD
PET
PTFE
Q

Q1

g2

Q3
QaQ

QqTOF

QqTrap

SIM
SPE
SRM

SUKL
TIC
TOF

Tvzd.
USA

N-methylN-trimethylsilyltrifluoracetamid
N-terc-butyldimethylsilylN-methyltrifluoracetamid

negativni chemicka ionizace

nuklearni magneticka rezonance

pozitivni chemické ionizace

polyethylen

vysokohustotni polyethylen

polyethylentereftalat

polytetrafluorethylen (teflon)

priitok vody v ni za sekundu

kvadrupot. 1 (1. hmotnostni analyzator)

kvadrupot. 2 (kolizni cela)

kvadrup6t. 3 (2. hmotnostni analyzéator)

tandemovy hmotnostni spektrometr ey temi kvadrupdly
(=trojity kvadrupdl)

tandemovy hmotnostni spektrometr, kde koneowanalyzatorem je
analyzéator doby letu

tandemovy hmotnostni spektrometr, kde koymoanalyzatorem je
iontova past
selektivni monitorovani iontu (z angbelective lon Monitoring)
extrakce pevnou fazi

monitorovani reakce jednoho iontu (z angbBingle Reaction
Monitoring*)

Statni Ustav pro kontroludé&

celkovy iontovy proud (z angJTotal lon Current”)

paletovy analyzator

retergni ¢as v min.
teplota vzduchu v °C

Spojené staty americke
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8 PRILOHY

Priloha &. 1 — Kalibraéni zavislosti

ibuprofen naproxen ketoprofen diklofenak
C log c log log log log
[ng/l] [-] Apike Apiku Apiku Apiku Apike Apiku Apiku Apiku
[-] [] [-] [] [-] [] [-] []
50| 1,6990 2908| 3,4636| 11702| 4,0683 4564 | 3,6593 9541 2,9795
125| 2,0969 7117| 3,8523| 27183| 4,4343| 10875| 4,0364| 1980| 3,2967
250 2,3979| 12999| 4,1139| 50543|4,7037| 22182|4,3460 3885| 3,5894
500| 2,6990| 38585| 4,5864| 107757| 5,0324| 49646| 4,6959| 10171| 4,0074
1250| 3,0969| 137231| 5,1375| 279867 5,4470| 139114|5,1434| 23182| 4,3652
2500| 3,3979| 307782| 5,4882| 566191| 5,7530| 306354| 5,4862| 46934| 4,6715
5000| 3,6990| 693603| 5,8411| 1144482| 6,0586| 671105| 5,8268| 112525| 5,0512
12500( 4,0969| 1401819| 6,1467| 2456220| 6,3903| 1513095| 6,1799| 350309| 5,5445

3000000
2500000 +

2000000 +

Apiku [']

1000000 +

1500000 +

Kalibra €ni zavislost

500000 +

2000

4000

6000

8000
¢ [ng/l]
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y = 115,24x + 5813,8
R? = 0,9906

y = 198,46x + 30383
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y=1,1835x + 1,399
R?=0,9935

y = 0,9904x + 2,3657
R%=0,999
y=1,0797x + 1,7927
R?=0,9988

y=1,075x + 1,0728
R?=0,9962

© Ibuprofen
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Piiloha &. 2 —

Detaily chromatogrami vzorku pitné vody a standardu s gidavkem 0,5 ng/l
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KETOPROFEN
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Piiloha &. 3 — Porovnani namérenych hmotnostnich spekter s databazi knihovny spéir
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Piiloha ¢&. 4 — Prostorovy model ibuprofenu a I&vo Ibalgin 400
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Priloha &. 5 — Prostorovy model naproxenu a &vo Nalgesin S

Nalgesinig

Naproxenum natricum

potahorané tablety 225 e

proti bolestt
j(}pululmm/1_//1'// tablet
( L4 KRKA

-61 -



Priloha &. 6 — Prostorovy model ketoprofenu a &vo Ketonal
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Priloha &. 7 — Prostorovy model diklofenaku a l&vo Diclofenac AL
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Priloha &. 8 — Vzorkovaci mista

ieka Orevnice (nahte), vyus z COV (dole)
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Abstract

Ibuprofen was detected in surface water of two rivers in the Central and South
Moravia using simple liquid - liquid extraction, derivatization with diazomethane and
determination by gas chromatography - mass spectrometry. The fast and simple method
reliably evidences ibuprofen at concentration level below 1 ng/l. Concentrations determined
by standard addition method in samples of river water ranged within 8.2 - 83.8 ng/l.

Keywords: pharmaceuticals, environmental analysis, GC/MS, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, ibuprofen, derivatization, diazomethane

1. Introduction

With a growing population and an increased demand for medicine, the amount of
pharmaceuticals and personal care products (PPCPs) used in everyday life has been steadily
increasing. Probably since 1977 mankind has seriously perceived that huge amount of various
compounds used as pharmaceutical as well as their metabolites, degradation products,
adjuvant, fillings and other substances related to usage of pharmaceuticals enter the
environment [1]. Actually, about 3000 different compounds have been reported as substantial
ingredients of pharmaceuticals formulations [2,3]. However, only a small portion (~ 150) of
these compounds has been investigated in environmental samples [2].

Although the concentrations of PPCPs in environment are usually fairly low (let's say
from ppb to ppt level), we currently do not know very much about possible impacts of
long-term exposure to these compounds on people and other biotic entities. The main areas
of mterest focus on PPCPs role in endocrine disruption and antibiotic resistance. Many of
these drugs have similar biological mechanisms, so while individually the levels are low,
when grouped by modes of action, the biological effects may be significant. Although these
drugs are approved for human use, they are not necessarily safe for all humans and effects on
sensifive populations, such as children and pregnant women, should be accentuated and
studied intensely.

Medical substances are usually developed with an idea of the desirable biological
effect and, consequently, desirable physico-chemical properties (e.g. medicals are usually
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lipophilic in order to pass through the membranes. they are often persistent in order to retain
therapeutic effect and so on) [4]. Hence, unmetabolized pharmaceuticals often belong to the
group of non-biodegradable substances with strong tendency to bioaccumulate in organisms
[5] which are often released to the environment at the same order of magnitude as many
others notorious xenobiotics [4].

For the reason, great effort has been spent on determination of different
pharmaceuticals in the environment recently [2.6-11]. Naturally, highly sophisticated
methods, promising excellent sensitivity, are used for the puprose. Among them liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry leads the dance [12-30]. A kind of
renascence and comeback of the gas chromatography with simple quadrupole mass
spectrometry into the field of the analysis of pharmaceuticals in environment is proposed in
this communication [30-33]. The simple procedure based on simple liquid - liquid extraction,
derivatization and GC-MS determination was adapted for the determination of ibuprofen in
surface water [34-36].

Ibuprofen (2-(4-1sobutylphenyl)propionic acid) belongs to the group of non-steroidal
anti-inflammatory drug (NSAID), class of pain relievers that act by inhibition of
cyklooxygenase enzymes responsible for the synthesis of prostaglandins from arachidonic
acid [37.38]. Even thought that only part of unmetabolized pharmaceutical is released into the
environment, the monitoring of its analytical level in environment 1s of high importance in
virtue of its high therapeutic dose (600 - 1200 mg per day) and frequent therapeutic use.

2. Experimental

Dichloromethane, diethylether, acetone and methanol were purchased from Penta
(Chrudim, Czech Republic), hydrochloric acid, sulphuric acid, sodium hydroxide, anhydrous
sodium sulfate and sodium nitrite were obtained from Lach-Ner (Neratovice, Czech
Republic), N-methylurea was from Fluka (Buchs, Switzerland). All chemical were of
analytical grade. Sodium sulfate was dried for 2 hour at 140°C before use. Ibuprofen was
recovered from commercial preparation Ibuprofen AL 400 (Aliud Pharma, Laichingen,
Germany) and recrystallized from methanol (m.p. 73-75°C).

Diazomethane was prepared by alkaline decomposition of N-nitroso-N-methylurea
[39.40]. N-methylurea (11.1 g) and sodium nitrite (10.8 g) were dissolved in 100 ml of water.
Then 40 ml of 1.7 mol.I-1 sulphuric acid was added while mixing and cooling in ice water.
After 2 hours N-nitroso-N-methylurea was filtrated, dissolved in 50 ml of diethylether, placed
in ice water bath and decomposed by dropwise addition of 70% KOH (20 ml). After 30 min
the ethereal solution of diazomethane was decanted and stored in freezer at -20 °C for one
month without loss of methylation activity.

Surface water was sampled from the river Drevnice near the sewage treatment plant
in Zlin - Malenovice and from the Morava river in the center of Olomouc on the March 18th
and December 9th 2008. Samples were immediately transferred into the laboratory and
processed as follows. Potable water was sampled from the water supply network in the rest
room adjoining to laboratory on the same days and the samples were processed together with
surface water in the same way.

Samples were degassed in ultrasonic bath for 4 min and aliquots (500 ml) were
transferred into the separating funnels. Samples were acidified [41.42] to pH 2 with
concentrated hydrochloric acid (approx. 0.5 ml) and spiked with standard addition where
appropriate. Samples were extracted with 20 ml of dichloromethane [43-45] for 5 minutes,
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extracts were removed and samples were extracted again with 10 ml of fresh
dichloromethane. Centrifugation (3000 g for 5 minutes) was applied for better separation of
layers in case of need. Combined extracts were dried over the sodium sulfate and gradually
transferred into glass vial and evaporated at 40°C under gentle stream of nitrogen to the
dryness. Ibuprofen was methylated with 0.35 ml of ethereal solution of diazomethane at
ambient temperature for 30 minutes. Excessive solution was evaporated under gentle stream
of nitrogen to the dryness, the residue was dissolved in 0.5 ml of methanol, placed in
ultrasonic bath for 2 minutes and analyzed by GC-MS.

All analyses were performed on Agilent 6890 gas chromatograph equipped with
Agilent 5973N mass selective detector and autosampler HP 7683 (Agilent, Palo Alto, CA,
USA). Analytes were separated on nonploar capillary column ZB-5ms (30 m x 0.25 mm X
0.25 um) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) with temperature program 50?C - 2 min -
10?C/min - 300?C - 5 min. Helium (5.0, Siad, Bergamo, Italy) at a flow rate 0.9 ml/min was
used as a carrier gas. Injection port was maintained at 280°C, 1l of the sample was injected
using pulsed (140 kPa, 0.4 min) splitless injection mode. Electron impact ionization (70 eV)
was used: mass spectra were collected within the mass range 29 - 520 m/z. Selective ion 161
m/z was used for quantification in the single ion monitoring mode.

3. Results and disucussion

Ibuprofen, contained in the sample of surface water, was extracted with small amount
of dichloromethane. The recovery of the single extraction of real sample at concentration
level 10 ng/l was roughly estimated by so called "multiple extraction" technique at 60-70 %
(exact value depends on the sample composition fo a certain extent). Regarding pronounced
matrix effect, the standard addition method was selected as a the most proper quantification
technique which gives accurate and precise results even if the efficiency of the extraction
process 1s far from the optimal and quantitative course.

By virtue of the strong influence of the sample matrix on peak area and peak shape,
the determination of the detection limit becomes rather difficult in the same way. On this
account, the sample of drinking water from local water supply network and the same sample
with addition of ibuprofen on the concentration level 1 ng/l were used for approximative
estimation of the detection (perhaps even quantitation) limit. Figure 1 clearly evidences
sufficiently provable influence of the standard addition on the peak area. Hence, the value 1
ng/l was accepted as a reliably detectable concentration of ibuprofen in slightly contaminated
aqueous samples. The peak area detected in the blank sample corresponds to the
concentration 0.49 ng/l. The value was interpreted as a residual concentration of ibuprofen
coming through the environment and water works into the potable water.

o [

STD, 1 ngfl

Blank

“ f\ L \
m:a'.w wm

152 L 156 158 16

Fig. 1: Detail of the SIM chromatogram (161 m/z) obtained from the analysis of the potable
water (Blank) and the same sample with standard addition of 1 ng/1 of ibuprofen (STD, 1 ng/l).
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The retention time of ibuprofen methyl ester under given conditions 1s about 15.2
min. Mass spectrum of ibuprofen methyl ester obtained from analysis of the standard (data
not shown) as well as spectra from the real sample (target concentration 84 ng/l) and
database NIST 2002 (Fig. 2) consistently depict the dominant ion 161 m/z, corresponding to
the neutral loss of 59 m/z from molecular ion (220 m/z). The loss was attributed to the
elimination of the group COOCH3. Hence, the ion 161 m/z was selected for sensitive
quantification in Single Ion Monitoring (SIM) mode. The ion 177 m/z corresponds probably
to the cleavage of the group C3H7 (43 m/z) from "isobutyl" end of ibuprofen. The ion 177
m/z as well as molecular ion 220 m/z could be suggested as qualifiers for correct
quantification

Average of 15.231 to 15.248 min_: 267 D 'data.ms (-}
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Fig. 2: Mass spectrum of methyl ester of ibuprofen isolated from the Dievnice river (upper)
and referential spectrum from the NIST 2002 library (lower).

The method was applied for determination of the ibuprofen in two different
locations: (1) Morava river in the center of Olomouc and (i1) Dievnice river near the
municipal sewage treatment plant in Zlin - Malenovice (Fig. 3). The sewage treatment plant
was assumed as a point of entry of the ibuprofen into the environment [3]. The samples were
collected under the sewage treatment plant, where the effluent mixes with the flow of the
Dievnice river.

2500 1

2000 1

Abundance

8

12 17 22 a7 a2
Time {min}

Fig. 3: SIM chromatogram (161 m/z) obtained from the analysis of the real sample from river
Drievnice (18" March 2008).
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Table I summarizes the results obtained in the March and December 2008. Higher
concentrations of ibuprofen were observed in Dievnice river. Concentration higher about
order of magnitude was found in Drevnice river (83.8 ng/l in comparison to 8.2 ng/l in
Morava river) in March. The fact was ascribed to supposed higher consumption of the drug
in the end of "influenzal stage" in March in combination with sampling place under the
sewage treatment plant. The value obtained in the same place in the beginning of December
was significantly lower (13.6 ng/l). The concentration determined in the Morava river in the
center of Olomouc are not loaded with effluent from the sewage treatment plant. Both values
are in the same order of magnitude (8.2 ng/l in March and 11.4 ng/l in December).

Table I: Ibuprofen concentrations (ng/l) determined in samples under investigation.

Date Morava river Dievnice river
Olomouc Zlin — Malenovice
18™March 2008 8.2 83.8
9™ December 2008 11.4 13.6

Proposed method is fast and simple. The results evidence sufficient sensitivity and
selectivity of the method based on single quadrupole mass spectrometer for analysis of
surface water. Largely, the accuracy and robustness of the proposed method consist in
utilization of standard addition method. For this reason, the method is suitable for fast
analysis of limited number of samples rather than large series of the routine samples.

Since the extraction procedure exhibit good selectivity for acidic compounds and
diazomethane react readily with carboxylic group, the method could be probably easily
adopted for the determination of other acidic non-steroidal anti-inflammatory drugs like
ketoprofen, naproxen, diclofenac and others. Further work 1n this field is still in progress.

4. Conclusion

The fast and simple method based on liquid — liquid extraction, derivatization and
GC-MS determination was developed for determination of ibuprofen in surface water. The
method enables detection of ibuprofen in common samples of surface waters. Concentrations
determined in samples of river water from rivers Morava and Dievnice ranged within
8.2 - 83.8 ng/l. The method is easily adaptable for determination of other acidic non-steroidal
anti-inflammatory drugs.
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