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ABSTRAKT

Nesteroidni protizétilivé latky (NSAIDs) gredstavuji v poslednich letech neustale se
vyvijejici a velmi ¢asto pouzivanou skupinucle, a to zejména v humanni medi&in
V souvislosti s tim viarst4 i riziko jejich péniku do Zivotniho progedi, gedevsim
do vodniho prosedi.

Diplomova préce je zattena na vylr vhodné sepatai metody a optimalizaci
analytického postupu pro identifikaci a stanovermdstaroidnich protizatlivych latek
v odpadnich a povrchovych vodach. Z Sirokého speNBAIDs byly vybrany kyselina
salicylova, ketoprofen, diklofenak a ibuprofen jakejrozstensjSi zastupci této skupinydg/
aplikované v medicinské praxi. Pro jejich stanovéayia pomoci modelovych vzoik
vypracovana a optimalizovana metoda, ktera bylap@ypro stanoveni anatytbbsazenych
v realnych vzorcich vod. Vzorky odpadni vody bylgebirany z velkokapacitndistirny
odpadnich vod v B&#iModticich, vzorky povrchové vody byly odebiranyeky Kretinky na
Ceskomoravskeé vysmé.

Pro Upravu a zakoncentrovani realnych vadokla pouzita metoda extrakce pevnou fazi
(SPE), vlastni stanoveni bylo provedeno vysékoiou kapalinovou chromatografii
s hmotnostni detekci (LC-MS).

ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory substances becamerg frequently used and constantly
evolved group of the drugs, particularly in a hunmaedicine. The risk of their penetration
into the environment, especially to the water emvinent, is rising during the recent years.

The diploma thesis is focused on a selection ofr@pmate separation method and
optimization of analytical procedure for the idénttion and determination of the
non-steroidal anti-inflammatory drugs in sewage asuwiface waters. Salicylic acid,
ketoprofen, diclofenac and ibuprofen were chosemfthe wide range of NSAIDs as the
most widespread agents of this drugs group in tleglical practice. The method was
optimized and elaborated using the model water BEsnprhis method was used for
determination of the analytes contained in the wedker samples. Waste water samples were
taken from the large-scale wastewater treatmenit pla Brno-Modice and surface water
samples were taken from the Highlands rivéetibka.

Solid phase extraction (SPE) was used for thesaalples treatment and preconcentration,
the determination was performed using the highqgoerance liquid chromatography with
mass spectroscopy method (LC-MS).

KLi COVA SLOVA
Rezidua léiv, nesteroidni protizatftlive latky, kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci (LC-MS), extrakce tuhou fazi (SPE), povkeéhweody, odpadni vody

KEY WORDS

Pharmaceutical residues, non-steroidal anti-inflatomy drugs (NSAIDs), liquid
chromatography with mass spectroscopy (LC-MS),dsplhase extraction (SPE), surface
waters, waste waters
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1 UvOD

Rozvoj mediciny a farmakologie, v souvislosti s stale se rozBijicim patem novych
onemocgni, ma za néasledek produkci velkého mnoZsizhych I€iv. Snaha tyto nemoci
rychle vyl&it, prfipadré jim piedejit, vede k masivnimu pouzivantilé raizného slozeni
a inka, a to jak v humanni, tak i veterinarni medécin

Mezi dilezitou a velmi pouzivanou skupinu¢ié moderni mediciny p#t antibiotika
a analgetika. Jejich spgeba kazdorén¢ stale vice roste. Antibiotikacetns tetracyklini
a sulfonamid jsou Siroce vyuZzivana nejen kc¢ib€ a prevenci infekci u lidi, ale také ve
veterinarni mediciéh Jde nap o |&iva podporujici Bist hospodékych zvfat, |I&iva pro
ryby, pro dfibez a mnoho dalSich Zivych organismi\nalgetika se pouzivaji pro zmém
bolesti nebo sniZeni hakg i pro preventivni &ely. Jejich hojné uzivani je &pobeno také
tim, Ze mnohodchto 1éki neni na Iékisky predpis.

Vzhledem k tomu, Ze tyto latky nebyvaji vzdy kontpéeeliminovany v lidském ani
zvirecim ¢€le, dostavaji se do zivotniho priedi, kde niZze dochazet k néfznivému
ovlivnéni piirodnich ekosystétn Nejvice je &chto latek obsaZzeno v odpadnich vodach. Jako
kontaminanty je izeme detekovat i v povrchovych vodach. ProtoZzeedag o biologicky
aktivni latky, 1ze se domnivat, Ze mohou prguatlobré ovliviiovat biologicky stupe cisteni
v ¢istirnach odpadnich vod. Tyto latky byvaghiem cisticich proces téZce odbouratelné
a dostavaji se tak do povrchovych vod, kde se mdhouulovat a nasleédnse mohou
projevit toxickymi efekty na vodnich organismechot® se musiéinto latkam, zéazenym do
skupiny prioritnich organickych polutant vénovat @ hodnoceni Growh kontaminace
vodnich ekosystéinzvySena pozornost.

Izolaci ®€chto analyt z vodniho prosedi Ize provéét nékolika zpisoby; pro vlastni
vzorkovani odpadnich i povrchovych vod Ize dogdru pasivni vzorkovae typu POCIS.
Tyto biologicky &inné latky se ve vagdvyskytuji v pongrné nizkych koncentracich,&dmz
je nutno pditat @i preanalytické Upravvzorku vody. Na zakladtoho jsou, a to v souladu
s jejich nizkymi koncentracemi ve wgdzavadny pro jejich identifikaci a kvantifikaci
moderni analytické metody zaloZzen@wazi na separnich metodach ve spojenii&nymi
typy detektoti, nagiklad s detektorem DAD, FLD a MS. Pro tytéely bylo v literatie
publikovano a nasledrmpouzito mnohotznych analytickych postup vesnés zaloZzenych na
pouZziti kapalinové a plynové chromatografie, a éjEastji ve spojeni s hmotnostni detekci
(HPLC-MS, HRGC-MS).

Hlavnim cilem této diplomové prace je&eni a pouZziti vhodného analytického postupu
pro identifikaci a stanoveni vybranych analgetik wak. Tento postup bude zaloZzen na
pouziti vhodné metody pro izolaci andilyt matric a na optimalizaci celého analytického
postupu, vetré identifikace a kvantifikace vybranych analgetikioP/lastni ndfeni bude
pouZzita metoda vysokeéinné kapalinové chromatografie s hmotnostni défektera je
v literature prezentovana jako optimalni analyticky postupgtemoveni l&v ve vodach.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Léciva

Jako Iéivo (= farmakum) mize byt definovana jakakoliv latka, ktera svymi &@nimi
nebo chemickymi &inky vyvolava giznivé zmény biologickych funkci organismu. Ve
veétsing pripadi  jsou @&inky vyvolany interakci se specifickymi molekularmarganismu
(receptory), které maji v biologickych systémeagutecni alohu [1].

Podrobnou definici pojmu ¢é&va se zabyva i Zakon odé&ech ¢. 79/1997 Sb., ve zZni
zakonat. 269/2003 Sh. a pog@ich gedpidi, kde se l&ivy rozuneji 1€Civé latky nebo jejich
smeési anebo l&ivé pripravky, které jsou @eny k podani lidem nebo zaiim. Zahrnuje:

a) lé&cive latky — latky pirodniho nebo syntetickéhotyodu s farmakologickym
piipadré imunologickym «inkem nebo ovliviujici metabolismus, které slouzi
k prevenci, léeni a mirgni chorob

b) lécivé pripravky — latky ziskané technologickym zpracovanigivych latek
a pomocnych latek do ¢&ité Iékové formy, vhodné k podavani lidem nebdahim

2] .

2.1.1Historie pouzivani I&iv

Zpasob ziskadvani a aplikace ¢i¢ se v minulosti vyvijel. Na p@tku byla I€iva
pripravovana vyhradhz prirodnich zdraj, kterd byla fipravovana na zaklg&dzkuSenosti
lidového I&itelstvi. Nyni jsou to zejména jmyslow vyrabina chemoterapeutika majici
definované slozeni &iinek. Moderni chemoterapeutika jsou vysledkem raimho vykiru
provadgného v ramci cileného farmaceutického vyzkumuealgtavuji ¥tSinu I&€iv, ktera se
V satasnosti pouzivaiji.

V tzv. etag prirodnich I€iv, bylo metodou ,pokus — omyl“, nashrom&ad obrovské
mnozstvi poznatk o incich miznych girodnich latek na lidsky organismus. Nejednalo se
piitom jen o &inky IéCivé, ale bylo objeveno i psychotropniigpbeni §iznych material,
nag. omamné &inky opia nebo psychostimdai €inky listt koky. Tato etapa trvala
v Evrop zhruba do 16. stoleti [3].

Patatky pouzivani chemickych d& jsou spojeny srozvojem alchymie v obdobi
renesance. Z alchymie vysel i Paracelsus, kteisahlae poslanim alchymie neni transmutace
raiznych latek ve zlato, nybrz hledani novychuddkoti nemocem. ifedpokladal, Ze latky
chemického fivodu jsou jako l&va rovnocennédm piirodnim.

Pokrok v oblasti experimentalni chemie rfalpmu 18. a 19. stoleti umoznil izolaci mnoha
organickych latek obsazenych kinodnim materialu (nap kyseliny benzoova, jabiea,
vinna nebo méova).

V prab¢hu 19. stoleti nastal bdivy rozvoj chemie. Rimyslow se z&al izolovat chinin
z kary chinovniku, objevila se prvni organick&ilé jako diethylether a chloroform.

Vyvoj léciv vyznamre ovlivnil i rozvoj biochemie ve 20. stoleti. Bioanée umoZznila
vyswtlit podstatu transportu, distribuce a metabolisté&tiv v organismu a mechanismy
jejich vylucovani [3].



2.1.2 Distribuce Ié€iv v organismu

Cilového organu dosahujiciea zpravidla krevni cestou. Proto se musi fie@ dostat
do krve, a to ¥tSinou do vendznidtve krevniho obhu. Existuje gkolik moZznych givodnich
cest. inna latka se rize podavat intravendzni cestoiinpo do krevniho okhu, zatimco i
subkuténni (podkozni) nebo intramuskularni (nitedsvé) aplikaci musi difundovat teprve
Zz mista podani do krve. Mnohem vice se daeémost jednoduchémuigobu podani t@va
Usty — perorala Jedna se o nejbezpejSi, nejpohodiyjSi a nejekonondiejSi metodu
aplikace Iéiva [1]. Takto podané t&vo se resorbuje sliznici traviciho Ustrofirpo do krve.
Nevyhodou peroralniho podani je to, z#nda latka musi cestou do krevnihogbb projit
vzdy pres jatra, ve kterych ¢és/a podléhaji rychlé chemické&gmené a inaktivaci. Probiha-li
tato gemena rychle, vstoupi do celkovéhodblu jencést resorbovanéhodiga v nezndnéné
podolE, protoZze zbyl&ast je vyazena bd biotransformaci nebo procesem zvanyefiekt
prvniho peichodu jatry.

Po resorpci se &&vo rozctli v krvi (1) a z ni se pak fize dostat do tkani. Distribuce se
bud’ omezi jenom na extracelularni prostor, tj. krgsflazmu a intersticialni prostor (2), nebo
se odtud rozgi dale také do intracelularniho prostoru (3gktéra I&€iva se mohou vazat na
tkénoveé struktury velmi silé, takze jejich koncentrace v krvi ndsledkem tétongevazby
podstati klesa, pestoze se latka neeliminuje (4).

1 2 3 4
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intravazalne intravazalné extracelularné nahromadéni v bunkach
+ interticialné a intracelularné

Obrazek 1:Moznosti distribuce lév v organismu [4]

Cilem podavani I8v je snaha ovlivnit Zivotni pochody, aby se znliranebo odstranili
projevy nemoci. Winek I&iv ¢asto zavisi na jejich zasahu do Btmych funkci. Buéné
funkce se reguluji pomocirgnaseén, coz jsou mediatory a transmitery usmvané z ner,
které butka rozpoznava pomoci receptoBuni¢nou funkci lze ovlivnit i zminou aktivity
transportnich systéim Léciva mohou ovliviovat gimo nitrobugény metabolismus. Na rozdil
od latek msobicich na struktury bg&tné membrany zwjSku, musi tyto latky prostoupit
burg¢nou membranou. Bwtinou membranu tud fosfolipidova dvojvrstva, ve které jsou
zabudovany integralni membranové proteiny nebosparini molekuly. Fosfolipidova
membrana ma hydrofobni jadro, kteréegistavuje pro diflzi nabitychtastic téngf
neproniknutelnou bariéru. Nepolaréastice naopak prostupuji membranou igplzoz ma
velky vyznam pro resorpci, distribuci a elimina@iiv. Hlavnim gedpokladem resorpcecie
je jejich schopnostikonavat lipidovou dvojvrstvu.

Prostoupit membranou mohou latkyedwva negasgjSimi zpisoby:

v’ Difuzi — lipofilni latky mohou pestupovat do membrany z mimoktného
prostoru, v ni se nahromadit a opustit jicsem do cytozolu. Sgm a rychlost
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tohoto prostupu zavisi na pém koncentraci v kapalnych préstlich
av membrag. Cim wtsi je gradient, tim vic ééa difunduje za jednotku
casu (Fickiv zakon).

v' Transportem- rektera I&€iva mohou pekonat bariéru membrany nezavisle na
svych fyzikalre-chemickych vlastnostech, zejména na lipdfjlita to
prostednictvim transportnich systémZzZakladnim pedpokladem je to, aby
latka nela afinitu k transportnimu systému a pomoéham byla genesenaiges
membranu [4, 5].

— A, Prostup membranami: difuze ———  — B. Prostup membranami: transport
.
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Obrazek 2:MoZnost prostupu latek membranami [4]

2.1.3Eliminace I&iv z organismu

Eliminace je souhrn procés které vedou k odstrani innych latek ze systémové
cirkulace. Na tomto pochodu se podileji exkrecetéktmize probihat v ledvinach, ale také ve
strew, plicemi i kizi, a dale biotransformace, kterdegstavuje metabolickoutgmsnu
podané latky [6].

2.1.3.1 Biotransformace I&iv

Mnoho z terapeuticky vyuzivanych latek seiz@ v organismu chemickygmeénovat —
biotransformovat [4]. B biotransformaci |&v se vytvdai hydrofilngjSi a polargjsi
metabolity, které se z organismu lépe eyl nez mivodni lipofilni latka [1]. Metabolity
byvaji casto farmakodynamicky méraktivni nez mateské I€ivo a rekteré z nich mohou byt
dokonce az neinné. MiZze vSak rovéZ dochazet k tomu, Ze produkty biotransformace
ziskaji \&tSi aktivitu nebo toxické vlastnosticetns G¢inka cytotoxickych, mutagennich,
teratogennich nebo karcinogennich [7].

Pres nesmirévelky paiet I&iv se jejich biotransformai preména v €le c&kje na zaklad
relativie malého pétu reakci, které jsou klasifikovany do dvou biostmmmanich fazi.

Pri biotransformanich reakcich |. faze, kam lze radit reakce oxidai, redukni
a hydrolytické, se do chemické strukturgil@ zavadi dalsi furthi skupina, fipadré muze
dojit ke zngn¢ stavajici funkni skupiny I€iva. Vysledkem je obvykle ztrata farmakologické
Gcinnosti pivodni latky.
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Mezi biotransforméni reakce Il. faze p#treakce konjugmi nebo syntetické.iPnich
dochazi za &msti enzynd transferdz k vytviieni kovalentni vazby mezi futiki skupinou
puvodniho I€iva, pipadre jeho metabolitu, a mezi konjugam cinidlem. Konjug&ni
¢inidla vznikaji v tle v procesu intermediarniho metabolismu ze Ziviag({ kyselina
glukuronova).

Biotransformani reakce jsou katalyzovany enzymy. Hlavnim misgemeny I&iv jsou
jatra (avSak také jiné organy, rfagastrointestinalni traktie, plice), ktera maji vyznamnou
metabolickou aktivitu [1, 5].

2.1.3.2 Exkrece I&iv

Definitivni bioeliminaci |€iva je jeho vylodeni z organismu. Vyktovaci dje jsou
v podstat transportem latekips rekterou z biologickych bariér.

Farmaka se mohou vyavat ttiznymi cestami. Rychlost exkrece je &mé& variabilni,
rozhoduji o ni pedevsim fyzikélsd chemické vlastnosti latek a mechanismus transpaesi
biomembrany [8]. Hlavnimi exké@imi organy jsou ledviny, jatra (2 plice, Kize a mléna
Zl4za [6].

V mai a stolici se obvykle objevi nejtsi mnozstvi fivodre podané latky, fipadre jejich
metabolifi. Latky dol¥e rozpustné v tucich se relatévpatri vylucuji ledvinami. Do stolice
se resorbované latky dostanoudbuylucovanim Zldi nebo také vyltovanim pes stevni
sliznici. Vylu¢ovani potem, slinami nebo mlékem nemé z kvantitéiv hlediska poklesu
mnozZstvi latky v organismu velky vyznam [9].

resorpce
///,,:;_{,:_ — s
& :
tkan b U
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L o/ ‘
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. ledviny : o e fhamaa s
mo¢ eliminace stolice

Obrazek 3:Eliminace I€iv z organismu [9]

2.1.4 Cyklus lé€iv v Zivotnim prostiedi

Spoteba I€iv v poslednich letech nebyvale stoupa &ské republice je registrovantep
55 tisic fiznych I&ivych pripravki pouzivanych v humanni mediéik |é&ebnym Gkofim.
Jedna se zejména o0 analgetika, protildvd a protirevmaticka kva, antikoncepci,
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antibiotika, cytostatika, antiepileptika a mnoholditzh. Jen v roce 2009 bylo €eské
republice dodano do Iékdren a zdravotnickychizeai 311 miliofi baleni I€ivych
piipravki, z toho nejvice analgetik (30 milibnbaleni) a protizatlivych I&iv (19 mil.
baleni). Velké mnozZstvi & se pouzivd také ve veterinarni medicirzejména pak
antibiotika a protizagtlivée léky. Proto se na d&va zaalo pohlizet jako na ,nové
environmentalni polutanty”, coZ jsou v podstaintropogenni kontaminanty, které jsou do
Zivotniho prostedi uvohovanyradow desitky let, nicmé&hzajem o jejich osud v prasdi se
projevil az v poslednich letech [10, 11].

Na zaklad odolnosti Wi¢i prostedi lze I€iva rozclit do tii skupin, a to na latky lehce
odbouratelné (napkyselina acetylsalicylova), latky stalé a hydrdfa latky stalé a lipofilni.
Jako nejvice nebezf®é se z pohledu ochrany zZivotniho predt jevi latky zéazené do
posledni skupiny, které se mohouleait do potravnichtettzca [10].

Primarnim zdrojem Bv a jejich metabolii v prostedi je pouzivani v humanni
a veterinarni medicén Aktivni latky jsou po aplikaci Bva vyluéovany z ¢&la bud
v neznénéné podol, nebo ve forma metabolifi prostednictvim vykal a mai a vstupuji do
Zivotniho progtedi mznymi cestami. NeépsgjSimi cestami jsou splasky odchazejici na
Cistirny odpadnich vod, kdeast splask, krome latek vylowenych organismem, tvio
i nepouzitq léiva nebo léky s proSlou expémi dobou. Vyznamné obsahyc¢ié mohou
obsahovat i odpadni vody odchazejici z nemocrilddky odpad a v neposlednfad
vyroba farmaceutickych ffpraviki. Ne vSechna t@va se vSak odbouraji naistirnach
odpadnich vod; vigsledku toho mohou bytiiginou zne&isteni ek, jezer aé&kdy takeé
i podzemnich a pitnych vod.

DalSi moZnou cestou d& do Zzivotniho prosedi je pouzivani stabilizovanych
Cistirenskych kal jako druhotnych hnojiv na zemklskych plochach,¢imz miZze dojit
ke kontaminaci fdy.

Veterinarni |éiva mohou do prostdi vstupovat ve fortnhnoje a moéavky piimo, nebo
jejich aplikaci na polich.i#mo do vodnich ekosysténse dostavaji na rybich farmach.

Shrnuti distribuce v do Zivotniho prosedi znazatuje schéma na obrazku 4 [10, 12, 13,
14, 15].
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Obrazek 4:Schéma distribuce & do Zivotniho progedi [10]

2.2 Analgetika

Bolest je komplexni subjektivni fenomén, ktery lgevaZzovat za jeden z podstatnych
znali lidského Zivota. Z tohotoidodu I&ba bolesti patla a stale jest paki mezi stzejni
lé¢ebné Ukony. Sd¢i o tom i archeologické nélezy; trepanované lebighistorickych lidi
jsou dokladem davnych pokiusmeiujicich ke zmirtini iporné bolesti. Bolest Ize definovat
jako nepijemnou senzorickou a emociélni zkuSenost, spojesnakutnim nebo potencidlnim
poSkozenim tkani, ktera je popisovana projevy tékovposSkozeni. Bolest je taptSi
piicinou, ktera pivadi pacienta k I|éka Z obecr biologického hlediska mé& bolest
nezastupitelnou roli, nebwaruje organismusipd poskozenim a signalizuje onem&ar6].

Podle délky trvani Ize bolest rostid:

- Akutni- trva kratce¢asto signalizuje okamzité poSkozeni tkan
- Chronicka— trva 3 az 6 &siay, pripadre i déle

Podle lokalizace se bolest rozliSuje na dva typy:

- Somatick& vychéazi z pohybového aparatiz& a z povrchu hlavy
- Visceralni— vychazi z vnihich orgah a cév [5, 13].

Analgetika jsou latky, které snizuji nebo pota pocit bolesti, aniz by vSak vyragn
ovliviiovala smyslové vnimani aédomi. Mnoha analgetika vykazuji rasn protizagtlivy
a antipyreticky dinek. RestoZze analgetika negiépricinu onemoc#ni, jejich podavani e
vyznamré napomahat vlastnimudébnému procesu tim, Ze sniZujié&aa stres organismu
zpasobeny bolesti, zétem a zvySenou teplotou [3, 5].
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2.2.1 Historie lé¢by bolesti

Historie &by bolesti je snad stejrstara jako lidstvo samo. Zkterych néle#t a kreseb
pochéazejicich z doby kamenné se usuzuj&ldek jiz v této dolg pouzival rybich kosti ke
stimulaci rekterych mist nagte, ¢imz dokéazal tlumit bolest. Techniku tlumeni bolggimoci
stimulace akupunkturnich bbddovedli k dokonalosti sta Cinané. Elektrolébu pouZivali
ke zmirni bolesti st Rekové. VSimli si, Ze pacieimn s bolestivym revmatickym
postizenim kloub pomahaji nafiklad opakované elektrické vyboje ko (Scriborinus
longun). Zakladem I8by bolesti byla jiz vdavné déb pred nasSim letoptem
~farmakoterapie", kter4 byla zaloZena na aplikgtdfiarmak. Prvnimi léky pouzivanymi proti
bolesti byly rostlinné vytazky a alkoholické napojgibec prvnim popsanym lékem byla
makova sava, kterou roz&ii nomadsti obchodnici ze Syrie. Znalosti dinku opia ngli
i stafi Rekové, kit dokazali rozliSovat thivu vytlatovanou z nezralych makovic, zvanou
meconium, a miou Favu ziskdvanou tiEnutim nezralych makovic, pojmenovanou opos
(odtud nazev opium). Osobni I&élkeisae Nerona vymyslel 1€k theriak, ktery se pouZzivaltipr
nespavosti i P lé¢bé silné bolesti, jehoz zékladni sloZzkou bylo grapium.

V obdobi renesance se dostalo do Evropy opium.dg@oji jeho pouzivani se vyznagn
podilel Svycarsky |éka pracujici v oblasti farmakologie Paracelsus, vynét opiové
tinktury. V 18. a 19. stoleti bylo opium dodavarekdrnikim a lékaam jako sedativum
a jako Iék proti bolesti. Uz od 16. stoleti vSakata byt opium stal€astji zneuzivano jako
droga. K vyznamnému objevu doSlo v roce 1805, kéiymetky lékarnik Serturner izoloval
z opia bily praSek, ktery podle boha spanku Morptaaral morphin [5, 17].

2.2.2 Rozdkleni analgetik

Analgetika se podle miry a mechanisndingu &li na:
- narkoticka
- antipyreticka [3, 5].

2.2.3 Mechanismus &inku

Mechanismus &inku analgetik sp&va v jejich zdsahu do tzv. drahy bolesti. Drahke$m
je ttineuronova. Proces vzniku a vnimani bolesti je iglodé] zatinajici podrazéhim
receptot bolesti, nazyvanych nociceptory, undfstch téndi ve vsech tkanich.

Periferni nociceptory jsou volna nervova zatem neurof, ktera informuji nejen
o povrchové bolesti, ale i 0 bolesti visceralnilabbké. Jejich podraZdim, které nize byt
mechanické, termické nebo chemické, dochazi kiow@ini mediatar bolesti, cozZ jsou nap
prostaglandiny, kteréippoSkozeni tkani zvysuji citlivostédhto receptar. Z nociceptol se
bolestivy signal % do zadnich raoln miSnich. \étSina bolestivych impuis je vedena
z periferie do michy pomalymi nemyelinizovanymi @&kny, ktera vedou tupou a palivou
bolest. Ostra, bodava, d@blokalizovatelna bolest s&iSiychleji, a to malo myelinizovanymi
As-vlakny.

Druhym neuronem drahy bolesti jsou spinothalamidighy, které vedou signal z michy
do thalamu.

Tretim neuronem drahy bolesti jsou thalamokortikaldiahy, vedouci signaly
z thalamickych jader do mozkovér. Jejich Ulohou je zpracovanfighazejicich informaci,
lokalizace bolesti, @eni jejiho fivodu, zdroje a moznosti odpmiét na bolest [1, 5].

15



Zatimco nenarkotickd slaba analgetika-antipyretik@inkuji zasahem do tvorby
prostaglandifi, mechanismus dinku narkotickych analgetik je dantipym pisobenim
na nociceptory [5, 15].

2.3 Nesteroidni protizarétlive latky

V sowasnosti jsou nesteroidni protizélivé latky nefasgji uzivanymi I&ivy. NSAIDs
pusobi analgeticky a antipyreticky, avsak jejich zékli vlastnosti je protizatiivé pisobeni.
Jsou proto velmi vhodné nejen k tlumeni bolestoretmatych a z&tlivych onemocsni, ale
také u bolesti nezétiiveho pivodu nizsi a sedni intenzity.

Cilem protizasgtlivé &by je potl&geni nepiméiené a netelné reakce organismu na
zaretlivy podret a zabranit rozvoji zatlivych zmén bez ovliviéni nebo jen s minimalnim
ovlivnénim fyziologickych funkci.

Vyznamnou podskupinou nesteroidnich protébwych latek jsou analgetika-antipyretika,
u kterych vystupuji do pdpdi antipyretické vlastnosti, kdezto u NSAIDs jdoupredevsim
vlastnosti antiflogisticke [1, 6].

2.3.1 Historie NSAIDs

Jiz ve druhé polovin 18. stoleti byla zndma schopnost vrbov@yk(Cortex Salicin
sniZovat horéku, avSak aZz z ni izolovany antipyretick§inny glykosid salicin dal pttkem
19. stoleti realny sém dalSimu vyzkumu v této oblasti, kteryes kyselinu salicylovou
vyvrcholil na konci tohoto stoletitfpravou kyseliny acetylsalicylové, ktera fianezi jednu
z nefastji uzivanych dinnych latek.

Druhy sn&r vyvoje skupiny analgetik-antipyretik vznikl na ki@ poznani
antipyretickych vlastnostitky chinovniku Cortex Chinag ze které byl ptatkem 19. stoleti
izolovany chinin, ktery se jako antipyretikum udrzeerapii dodnes [5, 18].

A 8\ f | P }

Obrazek 5:Cortex Salicin[l] « Obrazek &ortex Chinae [20]

Hlavni éra rozvoje NSAID nastala ve druhé poléviminulého stoleti. V roce 1969 byl
vyroben ibuprofen, ktery & podstat lepSi snasenlivost nez rafndometacin, vyrobeny
diive. V sowasnosti je ibuprofen wvadk zemi nejastji predepisovanym antirevmatikem.
V 70. a 80. letech byl do praxe uveden diklofenaketoprofen, pdfci dnes mezi velmi
oblibena antirevmatika. Devadesata léiagsla zcela novou generaci NSAID, tzv. selektivni
inhibitory cyklooxygenazy Il (nap rofecoxib, celecoxib), vyzrajici se prakticky absenci
gastrointestinalnich nezadouciahnka [5, 21].
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2.3.2 Rozdéleni nesteroidnich protizarétlivych latek

Klasifikovat nesteroidni protizétliivé latky Ize podle dwznych kritérii, z nichz kazdé ma
své rednosti i nedostatky.

NejcastjSim je rozdleni podle chemické struktury které poskytuje informace
o zakladnich vlastnostech dané skupiny [1, 5]. dsou

- derivaty kyseliny salicylové

- derivaty kyseliny octové

- derivaty kyseliny propionové
- derivaty kyseliny anthranilové
- derivaty anilinu

- derivaty pyrazolonu

- oxikamy (arylsulfonamidy)

- koxiby [3].

Z terapeutického pohledu jdildzita délka psobeni jednotlivych latek a rychlost nastupu
ustalené hladiny éva po jeho opakovaném podani. Nejlépe o tom intgennozdleni podle
délky biologického pol@asu eliminace

Po objeveni existence dvou izoenzyoyklooxygenasy se velkyidaz kladl gedevSim na
schopnost latek selektigrovlivnit izoenzym COX-2 [1, 5]. Forma COX-1 jgifpmna i ve
zdravém &le a tvdi prostaglandiny, které chrani Zaludek a ledvirtimco forma COX-2
vznika v buikach jen pi zaretu, produkuje prostaglandiny, které zvySuji citbvamervovych
zakorteni a zesiluji bolest spojenou se &ém [5, 22]. Podle pordru inhibice obou
izoforem cyklooxygenasg nesteroidni protizéttivé latky rozdluji na:

- Nespecifické (neselektivni) inhibitorpvliviiuji obe izoformy cyklooxygenasy.
Pati sem ¥tSina zastupc NSAID.

- Prefererni inhibitory COX-2 nag. meloxicam, nabumeton, nimesulid, které
inhibuji COX-2 az 100krat vice nez COX-1.

Selektivni inhibitory COX:2oxiby (nag. rofecoxib, celecoxib), které ani v maximalnich
terapeutickych davkach neinhibuji COX-1 [1, 5].

2.3.3 Mechanismus &®inku NSAIDs

Mechanismus &inku nesteroidnich protizétiivych latek je Zejmé multifaktoridlni; za
primarni se povazuje jejich schopnost inhibovatl@ykygenasu, coz je Kibvy enzym
limitujici rychlost syntézy prostanaidl]. Podstatou &inku analgetik-antipyretik je inhibice
enzymu cyklooxygenasy (COX), kterd zahajuje bioggat prostaglandin z kyseliny
arachidonové [3]. Prostaglandiny, coz jsou farmegimky aktivni latky, regulujitadu
fyziologickych funkci organismu a prakticky se vyski ve vSech organech a ve zvySené
miie také ve tkanich, ve kterych probiha &bwy proces. Prostaglandiny jsou derivaty
kyseliny prostanové a v organismu vznikaji z kyselarachidonové, t. 5,8,11,14 —
eikosatetreanové, kterd je aktivaci fosfolipdzy, Atera je uvailovana z fosfolipid
burgcnych membran. Vifpad prostaglandifi se kyselina arachidonovaém vlivem
pusobeni cyklooxygenasy na cyklicky endoperoxid BQ<ery je pak redukovan na PGH
Aktivita cyklooxygenasy je w@ena koncentraci kyslikovych a peroxidovych radik&itere
jsou ve zvySené rré uvohovany v zatlivych tkanich [5, 18].

V organismu existujedkolik izoforem cyklooxygenasy:
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- Konstitwni izoforma cyklooxygenasy COX-fe vytvdena ve wtSiné bunik
a odpovida za vznik prostaglandinaji’ujicich fyziologické a homeostatické funkce
organismu.

- Indukovatelnd forma cyklooxygenasy COX- syntetizovana {sobenim
protizaretlivych faktom v mise zaretu. Je zodpotdna za tvorbu prostaglandinkteré
maji lokalni zaatlivy acinek, podili se na vzniku hatfley a bolesti.

- Vsrdci a centralnim nervovéem systému byl identifi&n teti izoenzym
cyklooxygenasyCOX-3(je odvozeny od gen@OX-1). Enzym je selektivinhibovan
neopioidnimi analgetiky i ¢kterymi nesteroidnimi protizé&tlivymi latkami (nag.
ibuprofen nebo diklofenak). Je mozngegpokladat, Ze inhibice COX-ZFgalstavuje
centralni mechanismus analgetického a antipyrdickatinku téchto latek.
Protizarttlivé a analgetické dinky nesteroidnich protiz&tlivych latek jsou vSak
pievazre zprostedkované inhibici COX-2 a naslednym poédaim tvorby
prostaglandifi v perifernich tkanich [1, 5].

2.3.4Farmakokinetika nesteroidnich protizanétlivych latek

K systémovému pouziti je mozné tyto Iéky podavatop@nre, rektalre a parenterath
Existuje ifada gipravki pro lokalni |€bu, kdy latky dosahuji terapeutické hladiny pouze
v mis€ podani. Po peroralnim podani, které jecasfjSi formou aplikace, se¢tsina latek
dolie vstebava z traviciho Ustroji. Potravdize zpomalit rychlost absorpce, avSak obvykle
neovlivni jeji rozsah. Wady latek dochazi k enterohepatalnimwhal ktery gispiva ke
zvySeni celkového mnozstwiané latky v organismu.

Vazba na bilkoviny krevni plazmy je vysoka, v mnghipadech dosahuje az 99 % (hap
ibuprofen, diklofenak, ketoprofen a dalsi).

Prinik do tkani a dlesnych tekutin je ves#s dobry. Po opakovaném podani pronikaji
nesteroidni protizattlivé latky do synovialni tekutiny a v ni dosahagi 60 % plazmatickych
koncentraci. Vzestup hladin v synovialni tek&tile pomaly, avSak zpo#da byva
i eliminace.

Témet vSechny nesteroidni protizéthvé latky dolie prostupuji hematoencefalickou
bariérou a ¥tSinou i placentarni bariérou; visledku toho Ize &ekavat nezadouciciinky na
plod.

K intenzivni biotransformaci (hydroxylaci, oxidaglukoronidaci) dochazi v jatrech, kde
prevazre vznikaji neaktivni metabolity. Na ¢inny metabolit jsou pak v jatrech
metabolizovany pro latky, kterymi jsou parecoxiblirrdac a nabumeton. Jen malé procento
z matéskych latek se vykuje mai nebo stolici v nezgmeéné forne.

VétSina latek ma kratky potas eliminace a musi se podavat 3 — 4krat @&hrb].

2.3.5Kyselina salicylova

Salicylova kyselina a jeji derivaty jsowinna antipyretika s mirnymi analgetickymi
a protizagtlivymi Gcinky. Ve formg glykosidu salicinu je obsazena ve vrbovgek Poprvé
byla syntetizovana v roce 1874 Kolbem a SchmittdidneSni dob se pouziva jen

v s

pouzivanym derivatem je kyselina acetylsalicyldi@mekné znama jako aspirin [3].
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Obrazek 7:Strukturni vzorec kyseliny salicylové

2.3.5.1 P¥iprava

Kyselina salicylova se vyrabi Kolbeho-Schmittovgutézou z bBzné dostupného fenolatu
sodného. Reakci fenolatu sodného s oxidemgityri za vysokého tlaku a zaifpmnosti
nadbytku hydroxidu sodného seigsavi disodna & kyseliny salicylové, z niz se volna
kyselina uvolni psobenim kyseliny sirové [3].

O ONa O OH

ONa ONa OH
Co,
NaOH H,SO0,

Obrazek 8:Schéma syntézy kyseliny salicylové [3]

2.3.5.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Kyselina salicylova je bily krystalicky prasek, Ktetvori bilé nebo bezbarvé jehlicovité
krystaly. Je &Zce rozpustna ve veédsnadno se rozpousti v ethanolu a etheru a jems rjar
rozpustna v dichlormethanu [23].

2.3.5.3 Metabolismus kyseliny salicylove

Ucinky kyseliny acetylsalicylové (ASA) jsou dany jaksobenim nezenéné latky, tak
i jejim aktivnim metabolitem, kterym je kyselindisglova. Salicylaty se ddke vstebavaji
Zaludeéni stnou, avSak nejvyssi podil se resorbuje v tenkémnwstV jatrech se rychle
metabolizuji a konjuguiji.

Eliminace salicylat probiha hlava v ledvinach formou kyseliny salicylové a jejich
konjugati. Polaias eliminace je v rozmezi 2 — 5 hodin. Hlavnimiausucimi dinky jsou
gastrointestinélni potize [1, 6].

2.3.6 Diklofenak

Diklofenak je derivat kyseliny octové. Je silnymySak neselektivnim inhibitorem
cyklooxygenazy. Chemicky se jedna o kyselinu 2-@dhloranilino) fenyloctovou, ktera
byla v laboraté poprvé syntetizovana v roce 1966 [7, 18].
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Obrazek 9:Strukturni vzorec diklofenaku

2.3.6.1 Priprava

Vychozi latkou pi syntéze diklofenaku je N-(2,6-dichlorfenyl)fengian. Jeho N-acylace
chloracetylchloridem, néasledovana intramolekulaFmiedel-Craftsovou alkylaci poskytne
laktam, jehoz alkalickou hydrolyzou se ziska dikludk [3].

1.CICH,COCI H,0, OH- OH
- o
NH  2.AICI, K
N cl o
Cl Cl NH
o CI\©/CI

Obrazek 10Schéma syntézy diklofenaku [3]

2.3.6.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Diklofenak je bily nebo slab nazloutly, krystalicky a slab hygroskopicky prasek.
VétSinou je pouZzivan ve fornsodné soli. Je mignrozpustny ve vad snadno rozpustny
v methanolu, dafe rozpustny v 96% alkoholu &ko rozpustny v acetonu [18, 24].

2.3.6.3 Metabolismus diklofenaku

Po peroralnim podani se diklofenak rychle absorbigdo biologicky pokas je 1 — 2
hodiny. Je prakticky zcela vazan na bilkoviny krir@uze v nepatrném mnozstviiie byt
z organismu vyltiovan v nezréinéné forn®, piipadré ve forme glukuronidi. Metabolizovan
je prevazre oxidativni hydroxylaci na aromatickém jadru kysglifenyloctové za vzniku
hydroxydiclofenacu, ktery jefpvazi vylu¢ovan mai a jen v mensi mé ZIwi do stolice.

Mezi jeho nezadoucicinky setradi poruchy GIT, bolesti hlavy, kozni reakce a datai
viedy [18].

2.3.7 Ketoprofen

Ketoprofen je derivat kyseliny propionové, ktery hilbuje jak cyklooxygenazu
(neselektivi), tak i lipoxygenazu. Chemicky se jedna o kyseligy3-benzoylfenyl)
propionovou, ktera byla poprvé syntetizovana koné@mlet. Ketoprofen je racemicka latka,
ma pravoteivy opticky enantiomer, nazyvany dexketoprofenld].

20



OH

]

Obrazek 11Strukturni vzorec ketoprofenu

2.3.7.1 Priprava

Ketoprofen se fipravuje z kyseliny benzoové v sedmi krocich. rifmv krokem je
sulfochlorace, kterou se kyselina benzoov@&vpde na benzoylchlorid. Poté nasleduje
Friedel-Craftsova acylace; ziskany benzofenonisegule na ethylbenzofenon, ktery se za
vysoké teploty radikalay prevede na brommethylderivat a ten reaguje s kovohgttikem
v bezvodém etheru. Produktem je pak Grignardomimllo, které se ve dvou krocicligvede
na ketoprofen. Re&hi schéma je znazafno na obrazku 12 [25].

O
—_—
SOCI AICI
CH,CH,Br
AIBr —_—
CH, 0]
M (@]
g MgBr CO,
ether o &
MgBr
o] CH

3

+ OH
H
(0]

Obrazek 12Schéma syntézy ketoprofenu [25]

2.3.7.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Ketoprofen je bily krystalicky prasek s teplotounitéokolo 94 °C. Dote se rozpousti
v ethanolu a chloroformu a také v silnych zasad&ghvod je prakticky nerozpustny [18,
24].
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2.3.7.3 Metabolismus ketoprofenu

Ketoprofen se po peroralnim podani v gastrointébtim traktu rychle v$ebava, a to
s 90% biodostupnosti. Plazmaticka koncentrace dfsamaxima za 2 hodiny. Upinse
metabolizuje v jatrech, a to prestinictvim oxidace na hydroxyderivaty, které jsou
eliminovany mai ve forme glukuronidi [7, 18].

2.3.8buprofen

Ibuprofen je jednoduchy derivat kyseliny fenylprapové. Chemicky se jedna o kyselinu
2-(4-izobutylfenyl)propionovou. Poprvé byl syntetwan v prvni polovit 60. let 20. stoleti.
Ibuprofen je racemicka latka, ma pravowy opticky enantiomer, nazyvany dexibuprofen [7].

CH,
OH
CH,
H,C
Obrazek 13Strukturni vzorec ibuprofenu

2.3.8.1 P¥iprava

Vychozi latkou v syntéze ibuprofenu je isobutylbem Po jednoduché acetylaci nasleduje
hydrogenace zarfitomnosti Raney niklu jako katalyzatoru. Ziskarkoélol je karbonylaci, za
pouziti paladia jako katalyzatoruigveden na kyselinlR§-2-(4-isobutylfenyl)propanovou.

0 o) @] OH
CH, )J\o)k CH, CHy  \pp CH, CH,
HF ——He_ —
H,C H,C Raney Ni H.C

CH,
o
co CH,
—_—
[Pd] OH
H,C

Obrazek 14Schéma syntézy ibuprofenu [26]

2.3.8.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Ibuprofen je bily krystalicky praSek, avSakiie byt i ve fornd bezbarvych krystél
s teplotou tani 75 — 77 °C. Je prakticky nerozpusta vod, ale snadno se rozpousti
v acetonu, methanolu a v dichlormethanu. i2obe rozpousti i verednych roztocich
alkalickych hydroxid a uhlgitana [18].

2.3.8.3 Metabolismus ibuprofenu

Ibuprofen je perorakhrychle vstebavan. Zvice nez 99 % se vaze na proteiny; a& vS
rychle vylogen a ma terminalni patas 1-2 hodiny. Ibuprofen je intenzivmetabolizovan
v jatrech, avdak jen malé mnoZstiivpdni latky je vylodeno v nezminéné forme. Cést
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(RX-) izomeru je ireverzibilé premenéna na(S)+) formu. V nizSich davkach ma ibuprofen
pouze dinek analgeticky [7, 9].

2.4 Analyticka chemie rezidui I&iv ve vodnych matricich

Pritomnost rezidui &v v Zivotnim prostedi se stala v poslednim desetilat@dmétem
rostouciho zajmu odborné iegnosti. Mnoho studii dokazuje jejich vyskyt ve waa
prostedi ve znatelnych koncentracich [27, 28].

Stanoveni |&v ve vodnych vzorcich komplikuje obzvlé&Sslozita matrice, zejména
vzorky odpadnich vod. Velmi nizké koncentrace saywt rezidui léiv, vétSinou viadu
ng.I* a nizsich, kladou velké naroky na Gpravu vaprinetodiku jejich stanoveni a na
pristrojové vybaveni. Pro jejich izolaci z vodné ntat se pouzivaji moderni analytické
metody, zaloZzenéipvazié na extrakci. Nejpouzivdsi je extrakce na tuhou fazi (SPE —
Solid Phase Extraction) a jako analyticka koncowiaderni sepatai techniky, kterymi jsou
kapalinova a plynova chromatografie s hmotnostrieldé a roveZz i elektromigrani
separani metody [10].

Obecré aplikovany postup stanovenicié ve vodnych vzorcich dokumentuje schéma
prezentované na obrazku 15.

PREDBEZNA UPRAVA VZORKU
filrace
uprava pH

!

EXTRAKCE
volba rozpouitédla podle stanovovanych
latek
METODY
5PE — exfrakce na tuhe fizi
LLE - extrakee kapalinakapalina

!

ZAKONCENTROVANI
sniZeni objenm extrakiu
rotaéni odparka
vakuove odpafeni
prebublani mertem (siipping)

il

ANALYZA (nékdy nutna denmvatizace)
IC, HPLC, LC-MS, LC-MS-MS
GC, GC-MS, GC-MS-MS

Obrazek 15VSeobecné schéma analyzy vodnych viZdi®
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2.4.1 Analyza vodnych vzorki

2.4.1.1 Vzorkovani, skladovani a Uprava vzork

Spravny zjisob odBru reprezentativniho vzorku je z&kladniiegpokladem pro ugpné
provedeni pdebnych analyz, kterym ma byt dany material podrolzen neposlednifad
k ziskani pesnych a spravnych vysleidk

Vzorek musi byt kvalitni, coZz znamena, Ze musirbprezentativni, dostate velky pro
potreby analyzy a z&roviestabilni. Jeho vlastnosti musi byt zachovany négrem doby
skladovani, tak i &hem dalSi manipulace se vzorkem (hamnsportem); vlastnosti bydhy
byt zcela totoZzné jako v okamziku vlastniho &dbmaterialu.

Spatré provedeny odér vzorku mize byt gicinou zkresleni nebo Upiného znehodnoceni
koneiného vysledku analyzy [29].

2.4.1.1.1 Vzorkovani povrchovych vod

Vzorkovani povrchovych vod je nedilnou gasti sledovani kvality povrchovych vod jako
velmi dilezité slozky Zivotniho prostdi. PoZadavky na vzorkovani se liSi podle charakte
povrchové vody. Ty se daji rodd na tekouci vody, tj. vodni toky a stojaté votlpiené
vodnimi nadrzemi.

Zakladnim pozadavkem pro vodni toky je, aby mistbéu reprezentovalo cely fioc¢ny
profil. Pro odlgr jsou proto vhodna mista s turbulentnim prmich. Vzorek se odebird
v misg, kde protéka nejvice vody a zpravidla se odelaké hladinovy. Pro odip i uchovani
vzorku povrchovych vod se&tginou pouzivaji sklemé nebo plastové vzorkovnice [30].

2.4.1.1.2 Vzorkovani odpadnich vod

VVVVVV

Typickd mista odéra vzorki odpadni vody jsouiftok a odtok z¢istirny odpadnich vod.
Mnoho provozovatdl vétSichcistiren zarove odebira vzorek i v fiibé¢hu procesuisteni.

Odpadni voda naifioku naCOV je zna&né nehomogenni médium. Zejména jilakité
brat v tvahu to, Ze pokud je vicéitpkia razné kvality, je na mistopatrnost i vybéru
vhodného mista pro odbvzorku. To plati, & uz se odebiraji vzorky &aé¢ nebo pomoci
automatického vzorkova. V sodasnostivyuziva \¥tSina provos automatické vzorkowze.
Jejich vyhoda je zejména v opakovatelnosti a takéoZznosti odebirat vzorek neprzit
a v presre danych intervalech.

Pro vzorkovani uvnitprocesucisténi odpadni vody j&asto vyuzivan sgsny vzorek.
Rozborem se vSak ziskaji pouze udajetorgrnych hodnotach paramétv daném dni. Pro
potrebyizeni procesuisteni je lepSi odebirat vzorkydtené, na kterych je doé vidt vyvoj
jednotlivych hodnot virznych dennich i nmich hodinach.

Na odtoku zZistirny je vod&ist4, a proto se tize z pohledu kvality vody jevit vzorkovani
na odtoku jako nejménproblematické. Odtok OV v3ak miize rovréz predstavovat
problém. Plati to v ipads predeviim mensicBOV, ze které odtéka pouze malé mnozstvi
vody, @ipadre je uzivano diskontinualni vypous.

Pro odkér vzorki se \&tSinou pouzivaji sklemé a plastové vzorkovnice. U skéerych
vzorkovnic je zapdebi dbat na kvalitu skla. Ne vSechny skie®h nadoby Ize pouZzit pro
laboratorni dely. Kazda vzorkovnice by &a byt ozné&ena Stitkem, aby nemohlo dojit
k zanené. Vzorky musi byt udrzovanyipteplot 4°C nejen p odkeru, ale takeé p transportu
do laboratte [31].
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2.4.1.1.3 Uprava vzorki

Protoze vzorky povrchovych, ale hlavnodpadnich vod obsahuji drobn&stice
a neistoty, hlavnim krokem Upravy vzorku je filtracegka se provadi ziodu odstraéni
hrubych a suspendovanyeastic.

Vzorky odpadnich vod jsou filtrovany za pomoci vakgres sklegné filtry o velikosti
pon 0,7 um, piipadré mohou byt filtrovany za pomoci vaku@es sklegny filtr s pory um,
s naslednym pouzitim nylonového membranovéhoufili®,45 um). K filtraci vzorki
povrchovych vod postafiltry s velikosti péti 0,45um [32, 33].

Pokud je vzorek skladovan, musi byt uloZen v chlademnu § teplo& 4 °C. Nejsou-li
vzorky konzervovany, fa by analyza praihnout nejpozéfi do 12 az 24 hodin po
vzorkovani. Pokud neni mozné analyzu v takto kratkésovém intervalu provést, mohou
byt vzorky konzervovanyifdavkem 1% roztoku formaldehydu a skladovany v terangi
maximalni teplat 4 °C, a to az do provedeni analyzy [34].

2.4.1.2 Extrakce rezidui l€éiv z vodnych matric

V reéalnych vzorcich vody se koncentrace rezidtivlipohybuji viadechug/l — ng/l; proto
je pro dalSi analyzu nutné jejich zakoncentrovarddatragni nezadoucich latek ruSicich
nasledna analytickd stanoveni. Neupravené vzorby jgevhodné proipmé pouziti, a to
zejména u chromatografickych metodi Btanoveni I&v ve vodach je pro Upravu vzorku
negastji pouzivana extrakce na tuhou fazi (Solid Phasedgetion, dale jen SPE) [35].

SPE je v sotasné dob nejvykonrgjSi technika, ktera je dostupnd pro rychlé a selekt
zpracovani kapalnych vzark predevSim pro extrakci igtdreé tékavych a netkavych latek,
kam lze z#adit i nesteroidni protizé&tlivé latky. Princip sorbce je obdobny jako u kapavé
chromatografie [35].

Pfi SPE se analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapdhterakce analytu s tuhou fazi

Mrivrw s

volba spravného sorbentu. Sorbent je uloZzen v dkalbh z polypropylenu nebo slisovan
spolu se sklefmymi vlakny do disk. Pro SPE jsou n&stji pouzivany univerzalni sorbenty
na bazi modifikovaného silikagelu — oktadecylovél@L a oktylové (C8). Reteéni
mechanismus jgizen zejména hydrofébnimi interakcemi mezi analytarmavazanymi
uhlikatymifetézci. Pro extrakci latek obsahujicich disociujicugky (nap. —-COOH, -OH,
NH2) je ¢asto nutnad Uprava pH vzorku, kterou dosdhneme tdkomolekula @stane
v nedisociované forgha tim bude lépe interagovat s nepolarnim sorbentem.

Sorbenty jsou v kolonkadch uzany fritami z polyethylenu. Samotné sorbenty jsou
tvoreny ¢asticemi o velikosti cca 50m a kladou odpor protékajici kapalirProto setasto
pratok kapaliny pes kolonku urychluje vakuem, a to na vystupu z kikyd 35, 36, 37].

Proces SPE vyuzZivanyfipstanoveni I&v z vodnych vzork se sklada z nasledujicich
kroka:
- Predaprava (kondicionace) kolonky piiprava kolonky na interakci sloZzek vzorku
s pevnou fazi. Sorbent na bazi silikagelu s nawamanepolarnimirettzci ma hydrofébni
vlastnosti a pro sorpci daného analytu z matricesinyt aktivovan. K aktivaci jsou
pouZzivana organicka rozpo#dla, nefastji methanol. Pebytek pouzitého rozpousta je
poté odstragn proplachnutim kolonky rozpodgtiem podobnym matrici, a to jako Uprava
prostedi pro vlastni vzorek (mili Q voda o pH 2).
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- Davkovani vzorka- dochazi ke specifickym reakcim analytu se sodmniAnalyt se
selektivré sorbuje a matrice (nesorbované latky) prochazidvkdtonkou

- Promyvani vzorku proplachnuti kolonky vhodnym rozpoédiem vede k vymyti
zbytki matrice z kolonky; analytistava sorbovan na pevné fazi

- SuSeni pokud se ekni rozpoustdlo vyrazre liSi od promyvaciho roztoku, kolonku
je tteba vysusit proudem vzduchtigmdré dusiku

- Eluce - kolonka se promyva elnim rozpoudtdlem, gitom dochazi k selektivni
desorpci analytu z pevné faze a k jeho vymyti okky. Eluat se jima a dale upravuje pro
potreby analyzy. R extrakci NSAIDs niZze byt jako elani ¢inidlo pouZit nap. methanol
[38, 39].

1. Kondicionace kolonky 2. Naneseni vzorku 3. Promyti kolonky 4. Eluce analytu

vy vy Y
& &
-—

Zbytky matrice vzorku P®  Sledovany
.. B analyt

Obrazek 16Postup extrakce tuhou fazi [40]

2.4.1.3 Analytické koncovky stanoveni reziduicie

Jako analytické koncovky se tagtji vyuzivaji vzhledem ke své vysoké selektvit
a citlivosti kapalinova chromatografie (LC), plyrioehromatografie (GC) a kapilarni zonova
elektroforéza (CZE) [10].

VSechny tyto sepatai techniky se pouZivaji neépsgji ve spojeni s hmotnostnim
detektorem (HPLC-MS, HPLC-MS-MS, GC-MS, GC-MS-MZEMS).
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2.4.1.3.1 Vysokowinna kapalinova chromatografie — HPLC

Vysoko&inna kapalinova chromatografie fianezi analytické sepatai techniky a slouZzi
k separaci Siroké Skaly latek. Lze analyzovat iptdyky polarni i nepolarni, mal@kavé,
tepelré nestabilni i vysokomolekularni.

Jeji princip je zaloZen na distribuci andlyhezi dw faze, ke kterym maji analytyiznou
afinitu. Jednou z fazi je stacionarni faze, kteyadbnefastji zakotvena na pevném nosi
uvnitt chromatografické kolony a druhou fazi je mobilaid, ktera je pod vysokym tlakem
protlatovana pomoci vysokotlaké pumpy. Na rozhrani obaudachazi neustale k adsorpci a
desorpci analyit, coz je hlavnim hnacim mechanismem sefrdhe procesu.

HPLC se vyvinula z plynové chromatografie nacga&u 70. let 20. stoleti. Vysokych
acinnosti gadow desitky tisic teoretickych pater na metr délkyokgf) se dosahuje pouZzitim
stacionarnich fazi, které obsahuji méétice pravidelného tvaru a jednotné velikosti (@0—
um), které homogerinvypliuji kolonu. Proto je pro dosta&t® rychly priitok mobilni faze
zapotebi protl&it ji kolonou pomocicerpadla pod vysokym tlakem. K detekci jsou nutné
citlivé detektory, které umaiiji kontinudlni monitorovani latek na vystupu z lday.

viv 7
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a slozitjSi mechanismus separace [37].
Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobnikobilni faze, s8ovaciho zézeni
s degaserem, vysokotlakéterpadla, davkovaciho fiaeni, kolony a detektoru [41].
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Obrazek 17Schéma kapalinového chromatografu [42]

Mobilni faze se ze zasobriilprivadi cerpadlem pes snéSovaci zézeni gimo na kolonu.
Diky smeSovacimu zéizeni se miZze sloZzeni mobilni fazethem separace énit (gradientova
eluce) nebo istavat stejné (izokraticka eluce)eR vstupem do kolony se do mobilni faze
davkuje vzorek, ktery mobilni faze unasi kolonode lse separuji jednotlivé slozky. K detekci
jednotlivych analyi dochazi v detektoru a ziskany signal je pak zm@cédn pomoci
vyhodnocovaciho z&eni [38, 43].
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2.4.1.3.1.1Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Spojenim vysokatinné kapalinové chromatografie a hmotnostni speidtoe (LC-MS)
vznikla metoda, kterA umdidje ziskat informace jak o molekulovych hmotnostetak
i 0 struktde latek s vySSimi molekulovymi hmotnostmétsi polaritou nebo mensi tepelnou
stabilitou, nez maji slaeniny typické pro analyzu pomoci plynové chromaadigr

Spojeni LC-MS je posrné narané. NejtSimi technickymi problémy je kompatibilita
pratoka mobilni faze z kapalinového chromatografu a skubet, Ze hmotnostni spektrometr
pracuje za vysokého vakua, kdezto na vystupu z likep&ho chromatografu jsou
analyzované latky neseny za atmosférického tlakpraudu kapalné mobilni faze. Do
iontového zdroje hmotnostniho spektrometru vstugagow veétSi patet molekul nez
zavadni plynné faze f spojeni GC-MS a rozdil tldkmezi kapalinovym chromatografem
a hmotnostnim spektrometrem je osm az digsht ReSeni &chto problém poskytuje pouZziti
technika ionizace za atmosférického tlaku (API)uziyajici kontinudlni fivod vzorku
v kapalné fazi, kde nejrozsitjSi jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a chemidtézace p
atmosférickém tlaku (APCI). Vyhodogdhto tzv. ngkkych ioniz&nich technik je moZnost
urceni molekulové hmotnosti i pro latky, které hapri elektronové ionizaci molekularni ion
neposkytuji. lonizéni techniky za atmosférického tlaku umaj pouziti phatoki mobilni
faze az do 2 ml/min¢imz je umozZina prace s mikrokolonami i s konwemi kolonami
v systémech s obracenymi i s normalnimi fazerii fgznych pracovnich podminkach
pouzivanych v HPLC [37, 44, 45, 46].

Pti ionizaci elektrosprejem je eluat po vystupu zochatografické kolony kontinu&in
piivadén do iontového zdroje kapilarou, na kterou je viazgysoké nagti 3-5 kV vytvaejici
silné elektrické pole. Malé kafy vznikajici na vystupu z kapilary nesou vlivenadientu
elektrického pole kladny nebo zaporny naboj podianity viozeného nafi na kapilaru.
DalSim odp#ovanim rozpougtlla dochazi ke zmenSeni velikosti kagk a tim i ke zvySeni
hustoty povrchového naboje, az dojde k rozpadu eaSmkapiky a nakonec se uvolni
protonovany molekularni iont [47].
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Obrazek 181onizace elektrosprejem [48]
Podobného uspédani iontového zdroje jakofipionizaci elektrosprejem vyuZiva

i chemicka ionizace ip atmosférickém tlaku (APCI). Rozdilné je to, Ze kapild&e neni
vloZzeno nagpti, ale u jejiho konce je umésta vybojova jehla. Na konci kapilary dochazi
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k rozpraSeni eluatu pomoci pneumatického zmkeva/znikly aerosol je rychle odfen
v kratké zog vyhtivané na teplotu az 600 °C. VloZzenim &ama vybojovou jehlu dojde ke
vzniku koronarniho vyboje, ktery ionizuje molekutyobilni faze pitomné v plynné fazi ve
velkém nadbytku &i analytu. lonty vzniklé z mobilni faze naslédionizuji molekuly
analytu, které postupuji do analyzatoru [47].
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Obrazek 19Chemicka ionizace za atmosférického tlaku [48]

Ve spojeni s kapalinovou chromatografii setas§ji pouzivaji kvadrupolové analyzatory
nebo analyzatory s iontovou pasti. Vyhodou anatyzas iontovou pasti je moznost MS
analyzy. DalSi vyhodouéthto dvou hmotnostnich analyzatope nizSi patebné vakuum
v porovnani s magnetickym analyzatorem. Ve spdi€&IMS se piliS nepouziva piletovy
analyzator (TOF), a to zejménaivddu offline spojenidéchto dvou technik [44].

Kvadrupdl je dynamicky analyzator, kde je separewdi dosazeno jejich pchodem
mezi ¢tyimi kovovymi tyemi uspdadanymi doctverce, které jsouippojeny ke zdrajm
stejnosmirného a radiofrekvamiho nagti. Tato napti vytvareji elektromagnetické pole. Pro
danou amplitudu nagi prochazeji na detektor pouze ionty zvoleného amm/z. Ostatni se
pohybuji po nestabilnich drahach a narazeji de, tgde jsou vybity [47].

Trojrozmérnou obdobou kvadrupélového analyzatoru je iontpedt, jejiz vyhodou je
moznost uzatit ionty v ohranteném prostoru dinkem elektrického pole. Sklada se ze
vstupni a z vystupni elektrody kruhovéhdilezu a z prstencovérstioveé elektrody. Krajni
elektrody jsou uzen@my a na dtdovou elektrodu je vkladano vysokofrekwen nagti
s pronménnou amplitudou. lonty jsou nuceny pohybovat setivantové pasti po uzdenych
kruhovych drahach. S rostouci amplitudou éibe ionty s rostoucim m/z dostavaji na
nestabilni trajektorie a opoégtprostor iontoveé pasti sérem k detektoru. K vlastni detekci
ionth muze byt pouZit naip elektronovy nasobj ktery vyuziva sekundarni emise elektron
[37].

29



2.4.1.3.1.2 Stanoveni nesteroidnich protizétiivych latek pomoci HPLC

Pro separaci nesteroidnich protigtimych latek se nepsgji pouziva vysokodinna
kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPE@ouzitim nepolérni stacionarni faze
se skupinami C-18.iBvlada zejména gradientova eluceesirMeOH/CHCOONH,. Misto
amonium acetatu se da pouziti 0,01 M kyselina emdy

NejcastjSim spojenim pro stanoveni NSAIDs je LC-ESI-MSagitym kvadrupdlem
(QQQ), pracujici jak v pozitivnim tak i negativnioniza&nim moédu. Méa castji je
pouzivano spojeni LC-ion trap-MS [32, 33, 49, 58, 5

2.4.1.3.2 Plynova chromatografie — GC

Principem plynové chromatografie je rovnovaznaritiste slozek mezi avfaze, plynnou
— mobilni a kapalnou nebo tuhou — stacionarni. ®lgnchromatografie nese ozeai podle
skupenstvi mobilni faze, coz je plyn. Podle sta&iohfaze, kterou GC vyuZiva, ji Ize radid
na:

- Plynova adsormni chromatografie (GSC) — separace atialgtobihd na zaklad

adsorpce slozky z plynné faze na povrch pevnéhmestu (nap silikagel)

- Plynova rozdlovaci chromatografie (GLC) — separace analgtobihd na zaklad

distribuce slozky mezi plynnou mobilni a kapalntacsenarni fazi [37, 51]

Vzorek se davkuje do proudu nosného plynu a tearjési kolonou. Jednotlivé slozky
vzorku jsou separovany na zakdaobzdilnych interakci se stacionarni fazi a jsostyore
eluovany inertnim nosnym plynem z kolony. NosnynpBlouzi pouze k transportu slozek
kolonou, sam neinteraguje se separovanymi sloZleastacionarni fazi. Slozky vychazejici
z kolony jsou indikovany detektorem. Ziskany sigs@lvyhodnocuje a &asoveho pibéhu
intenzity signélu se df druh a kvantitativni zastoupeni vzorku.

Nezbytnou podminkou pro transport vzorku je po filastiti jeho okamzita fgména na
plyn. Vzhledem k této podmince lze separovat aostrpouze latky které jsouchavé,
tepelre stalé a maji relativni molekulovou hmotnost mereZ H000 [37, 52].

Zatizeni pro plynovou chromatografii se sklada ze dnosného plynuiisticiho zdizeni,
regulatoru pittoku, injektoru, kolony, termostatu, detektoru &ae@gnocovaciho z&eni [41].
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Obrazek 20Schéma plynového chromatografu

Jako zdroj nosného plynu slouzi tlakové lahve, leg jeho pitoku je zajis¢na
mechanickymi nebo elektronickymi regulatory. Volbasného plynu neni na rozdil od
kapalinové chromatografie takilézita. Jako nosny plyn lze pouzit vodik, heliurasitk nebo
argon, a to podle zvolenéhotmobu detekce [52].

Cistici zaizeni zachycuje vihkost a &istoty v nosném plynu. Zbavuje nosny plyn
nezadoucich stop ostatnich plyreejména reaktivniho kysliku, ktery nevratposkozuje
stacionarni fazi v kolan[41].

Injektor slouzi k mzikovému odpeni kapalného vzorku a jeho naslednému vneseni na
kolonu. Vzorek je naikovan do injektoru fes pryZové septum, a to duucné injekeni
stiikackou nebo automatickymi davkatiaObvyklé mnozstvi naskovaného vzorku je ful.

Nastik na kolonu Ize provést dma zpisoby, a to davkovanim ldécem (Split injektor)
nebo davkovanim bezlice toku (Splitless injektor) [52].

NejdalezitejSi souwtasti plynového chromatografu je kolona, ve kteréhdai k separaci
analyzovanych latek. Pouzivaji se dva zakladni typlpn, naphové a kapilarni. Napbveé
kolony jsou trubice z nerezové oceli nebo sklatorgru 3 — 8 mm o délce 1 — 5 m, naghe
sorbenty nebo nosm pokrytym kapalnou stacionarni fazi. Diky vyS&hdosti se ¢astji
pouzivaji kapilarni kolony. Kapilarni kolony jsodesiené kapilary vyuZzivajici jako nds
stacionarni faze své viiti stny. Obvykle se vyrabi z tavenéhdeknene a jejich vnibi
pramér je 0,1 — 0,6 mm, tlow&a filmu stacionarni faze byva 0,25 -uf a délka kolony je
15 — 60 m [41, 51].

Termostat umakuje udrZzet konstantni teplotu kolony, injektoru etektoru, aby byl
vzorek udrZzen v plynném stavu.
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Detektory jsou zdzeni reagujici na zény sloZeni protékajici mobilni faze, kteréeyadi
na elektricky ndfitelné veltiny [52]. Pro GC Ize pouzit velké mnoZstvi detektbgicich se
nejen principem detekce, funkci a konstrukci, aledpvsSim selektivitou, citlivosti, mezi
v plynové chromatografii je plamenbvionizatni detektor (FID), ktery ®&fi zmeny
ionizatniho proudu vodiko-vzduchového plamenésgibené fitomnosti eluovaného analytu.
DalSim ¢asto pouzivanym je tepelrvodivostni detektor (TCD), ktery &ti znmeny tepelné
vodivosti nosného plynu Agobené fitomnosti eluované latky. A neme&nyznamnym je
detektor elektronového zachytu (ECD) vyuZivajichaggnost eluovanych latek vytkib
negativni ion zachycenim nizkoenergetického elektrdNejvyznamgSim a v poslednich
letech nejpouzivaiSim typem detektoru je hmotnostni spektrometr.[37]

2.4.1.3.2.1Plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni tspeietrii je v sotiasnosti BZnou
analytickou metodou. Kombinaci vysoké separa schopnosti kapilarni plynové
chromatografie s detekci vysoce specifickou proydamalyt a zaroveje umozrgno ziskani
informaci o struktte neznamych latek. Spojenéchto dvou technik vyrazn zvySuje
selektivitu a umoiuje provadt identifikaci vzorku ve slozité matrici [37].

Po separaci analyt pomoci GC je zaptgbi pgevést je do prostoru hmotnostniho
spektrometru. K tomu slouzikolik druhi propojeni, tzv. interface, které se liSi konstrukci
podle typu kolony. Cilem interface je kvantitatiytévedeni analytu, zarokesSak musi byt
schopno fevést analyt z prostoru atmosférického tlaku dstoro vakua kolem 1Daz 10°
torr. DalSim cilemnterface je odstrami wtSiny nosného plynu.

Pro odstragni vétSiho mnozstvi nosného plynu zejména u idpich kolon se jako
mezileny pouzivaji molekulové separatory, typu tryskayé eflzniho nebo difuzniho.
NejcastjSim interface je Pmé spojeni GC s iontovym zdrojem MS. Jedna seopgpeni
kratkou kapilarou a je vhodné pro kapilarni kolaynalym pamérem, modifikaci je pak
zapojeni s otaenym dli¢em toku (open split interface) [37, 52, 54].

Pti spojeni GC-MS je na rozdil od techniky LC-MS vixano tvrdych ionizénich technik
vhodnych pro ionizaci z plynné faze. Nejpouzigjan ionizani technikou je elektronova
ionizace (EIl) nasledovana chemickou ionizaci (61)] [

2.4.1.3.2.2 Stanoveni NSAIDs pomoci GC

GC je typicka pro identifikacikavych latek. Za witych podminek se da pouzitiip
analyze méa tckavych analyi, které se musiipvest nadgkawjSi derivaty. Tomuto procesu
setikd deprivatizace; tato Uprava je nezlgytutnd i @i stanoveni NSAID pomoci plynové
chromatografie, jelikoz typickou vlastnosti vSedsteroidnich protizatiivych latek je velmi
nizkad tkavost, jejichz ficinou jsou silné mezimolekulové interakce mezi puoildwi
skupinami. Welem derivatizace je proto snizit polaritu molek&imz dojde k omezeni
moznosti tvorby vodikovych astka, a v disledku toho se zvysi jejickiavost. Derivatizéni
metody pouzivané u d& jsou predevSim alkylace a silylace. Pro derivatizaci NSAE
negastji pouzivana silylani metoda, p které Ize jako derivatizai ¢inidla pouzit nafiklad
N-methylN-(trimethylsilyDtrifluoroacetamid  (MSTFA), N,O-bis(trimethylsilyhtrifluoro-
acetamid (BSTFA) nebd\-methylN-tercbutyldimethylsilyltrifluoroacetamid (MTBSTFA)
[38, 43, 55, 56].
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2.4.1.3.3 Elektromigracni metody

Kapilarni elektromigréni separéni metody jsou moderni sepanatechniky zalozené

na elektroforetické migraci iohtve stejnosrrném elektrickém poli [37].

Principem separace sloZzek vzorku je rozdilna rathjejich migrace, protoZe nabité
¢astice tiznych slozek se v titém prostedi liSi svou elektroforetickou pohyblivosti [41].

Vlastni separace se provadi v kapilarach ormimt piméru nekolika desitek mikromedr,
zhotovenych z tavenéhoidmene. Elektromigeami metody vynikaji pedevSim malou
spotebou vzorku &inidel potebnych pro separaci, dale velkotininosti separace, velkou
rychlosti analyzy a kratkou dobou peltnou na optimalizaci separmch podminek.
K hlavnim nevyhodamethto separéich technik pat mensSi reprodukovatelnost a gkod
nizsi citlivost [37].

Tyto elektromigréni separéni metody se daji podle médiaitpmného v sepatai
kapilae bschem separace a vlastniho mechanismu separac#irozdSest zakladnich technik
[37]:

- Kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone HEiephoresis — CZE)

- Kapilarni gelova elektroforéza (Capillary Gel Elegthoresis — CGE)

- Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografMicellar Electrokinetic Capillary

Chromatography — MECC, MEKC)

- Elektrochromatografie v napinych kapilardch (Capillary Electrochromatography -

CEC, EC)

- Kapilarni izoelektricka fokusace (Capillary IsogtecFocusing — CIEF, IEF)

- Kapilarni izotachoforéza (Capillary IsotachophosesiCITP, ITP)

2.4.1.3.3.1Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza je vhodna pro sepaaastanoveni ioiitliSicich se svou
molekulovou hmotnosti, tvarem a nabojem¢liDmolekuly s ndbojem na zakladejich
rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti.
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Obrazek 21Schéma kapilarni zénové elektroforézy [57]

Migrace a separace latgkobihd v kapilée naplgné zakladnim elektrolytem. Konce
kapilary jsou ponieny do zasobniks elektrolytem spote¢ s elektrodami, kteréryadji na
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kapilaru vysoké nafti (10 — 30 kV). Toto nafti zaji¥uje pohyb ioni. Na jeden konec
kapilary je davkovan maly objem vzorku, ktery sdwylmujeiadow v jednotkach mikroliti.
Kapilara je ¥tSinou vyrobena z tavenéhoeknene a ma ochranny polyimidovy povlak, ktery
je v mist detekce odstram. Délka kapilary sediné pohybuje v rozmezi 25 — 100 cm, jeji
vnitini pamér je 50 — 75um. Ve vzniklém elektrickém poli se analyzované yopohybuji
raiznou rychlosti, coz Zysobuje jejich separaci. Na druhém konci kapilarydgtektor
zaznamenavajici fichod jednotlivych rozélenych latek. Detektory musi byt velmi citlivé,
protoze pimér kapilary je maly. Nejpouziva&jsi detektory jsou zaloZzeny na sledovani
absorpce ultrafialového #ni a ¥tSinou vyuzivaji diodového pole. DalSi typy detekto
vyuzivaji fluorescenci, velmi citlivy je detektorlaserem indukovanou fluorescenci [37, 38,
41].

2.4.1.3.3.2Kapilarni izotachoforéza

Kapilarni izotachoforéza (ITP) je jednou z nejdihsS kapilarnich elektromigtaich
technik. Je to metoda vhodna k separaciti@eni pouZzitelna pro neutralni molekuly.

Stejre jako kapilarni zénovéa elektroforéza separuje dgab/nabojem na zakladjejich
rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti.

ITP se od ostatnich elektromigrach metod liSi tim, Ze pouZiva dva separalektrolyty,
vedouci a koncovy. Analyzovany vzorek se davkujeimedouci elektrolyt, jehoz kationy
maji vysSi pohyblivost, a koncovy elektrolyt, jeh&ationy maji nizSi pohyblivost, nez
kterykoliv kationt vzorku. Separace pomoci ITPfigena vioZzenym proudem. V ustaleném
stavu vytvdi castice ukité mobility zény €sné vedle sebe, a to podle klesajicich hodnot
mobilit. VSechny tyto zény putuji kapilarou stejnorchlosti ke kato#l nebo k anoé podle
naboje. Bhem jednoho experimentu Izelitl a detekovat pouze jeden druh idnt bud
kladné nebo zaporné [37, 41, 52].

2.4.1.3.3.3Stanoveni NSAIDs pomoci elektromigfaich metod

Nesteroidni protizatlivé latky mohou byt stanoveny pomoci vSech zndm@& reZint -
CZE, MEKC, MEEKC, CECi ITP.

Kapilarni zénova elektroforéza CZE je nejpouz&hCE rezim pro analyzu NSAID, a to
diky snadné instrumentaci. Jako zakladni elektreg/tda pouzit boritan sodny, amonium
acetat nebo fosfotean sodny, v rozmezi pH 7 — 9.di¥a se stanovuji jako anionty, protoze
se hodnoty jejich pK pohybuji mezi 3 — 7.

NejcastjSim detektorem ifp stanoveni |&v ve spojeni s kapilarni elektroforézou je UV
detektor. Meze stanovitelnosti s timto detektorgty hizke, viadech mg/l [58].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje, zafizeni, software

3.1.1 Priprava a extrakce vzorki

Analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko
SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuoveopgow Barmany, Co., USA
Pristroj EVATERM pro sueni dusikem, LABICOM s.r.6R
Kolonky Oasi§ HLB Cartridge, Waters, USA
Filtry:

Cronus Syringe Filter PTFE, 4 mm, 0,4, UK

LUT Syringe Filters PTFE, 13 mm, 0,48, LABICOM s.r.0..CR

Filtry ze sklegnych mikrovlaken GF/C, imér 47 mm, Whatman, Anglie
Bézné analytické vybaveni

3.1.2Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series

Vakuova odplyiovaci jednotka HP 1100figon 30 VA

DAD detektor — zdroj sitla deuteriova (UV) a wolframova (VIS a blizké)llampa,
1024 fotodiod, vinovy rozsah 190-950 nm, paogovatelna $ka Strbiny 1 — 16 nm
Kolony:

-  ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 4,6 x 150 mm, \astéastic 5um

-  ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 2,1 x 150 mm, \kastéastic 3,5um
Hmotnostni spektrometr Agilent 6320 Series, lonpTt&/MS

Infuzni pumpa kdS 9100, kdScientific, USA

3.1.3 Software pro zpracovani a prezentaci dat

Microsoft® Word 2003

Microsoft® Excel 2003

HP ChemStation pro LC/MSD, Rev. B.01.03 (Agilen§A)

Agilent 6300 Series lon Trap LC/MS Systém Softwatersion 6.2 (2008)

- QuantAnalysis for 6300 Series lon Trap LC/MS Vensi®.0, Bruker Daltonik
GmbH

- DataAnalysis for 6300 Series lon Trap LC/MS Versib®, Bruker Daltonik
GmbH

3.2 Pouzivané chemikalie a standardy

3.2.1Chemikalie

Methanol, pro HPLC, Chromservis s.r.6R

Kyselina chlorovodikovéa 36%, PentzR

Octan amonny p.a., Fluka, Sigma-Aldrich Chemie Gilidéinecko

Kyselina mraveti, Riedel — de Haén, Sigma — Aldrich, GmbHnecko
Deionizovanad voda upravenaftigirojem Mili-Q Academic firmy Millipore
o specifické vodivosti 0,055 pS-&mpii teplots 24 °C
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3.2.2 Standardy

- Ketoprofen, Sigma-Aldrich Chemie GmbHg¢iHecko

- Diclofenac, sodnas, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, ddnhecko
- lbuprofen, sodnas, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, &thecko
- Kyselina salicylova, Sigma-Aldrich Chemie GmbHsrecko

3.3 Hodnocené matrice

Odpadni voda zCOV v Brné-Mod¥icich
Cistirna odpadnich vod je velkokapacitistirna slouZici pra@isténi odpadnich vod z &sta
Brna a Sirokého okoli. Maximalnifipustné mnozstvi vypoustych odpadnich vod je
4 222 |/s. Odbry vody byly provadny na gitoku a odtoku.

Povrchova voda zi‘eky Kretinky
Kietinka jefeka protékajici krajinou v okresech Svitavy a Bkansle dlouha 29 km. Prameni
u obce StaSov v nadifské vySce 645 m. N#&ece byla postavenarghrada Letovice. Ve
vzdalenosti 3 km pod hrazfghrady se Ketinka vléva v Letovicich dieky Svitavy. Odbry
vody byly provadny v obcich Svojanov arédmnesti.

3.4 Sladované analyty a jejich vlastnosti

3.4.1Ketoprofen
- (CieH1405)
- (2RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanova kyselina
- Paitano na vysusSenou latku; obsahuje 99 % az 10GB&eniny GgH1403
- M, 254,28
- Bily nebo téndt bily krystalicky prasek
- Prakticky nerozpustny ve véd snadno rozpustny v acetonu, v 96% ethanolu
a v dichlormethanu

3.4.2 Diklofenak, sodnd 4l
- (C1H1CIbNNaG,)
- Natrium-{2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl} acetat
- Paitano na vysuSenou latku; obsahuje 99 % az 10b&estiny G4H10Cl.NNaG;
- M 318,13
- Bily nebo slab nazloutly krystalicky prasek
- Slak® hygroskopicky
- Teplota tani: 280 °C
- Mirn¢ rozpustny ve va&l Snadno rozpustny v methanolu, tlbrozpustny v 96%
ethanolu. V acetonu jéZce rozpustny

3.4.3Ibuprofen, sodna 4l
- (CigH180v)
- (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanova kyselina
- Pcaitano na vysusenou latku; obsahuje 98,5 % az Palseniny GsHig0,
- M 206,28
- Bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly
- Teplotatani: 75-78 °C
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- Prakticky nerozpustny ve védsnadno rozpustny v acetonu, methanolu a
- dichlormethanu
- Rozpustny veizdinych roztocich alkalickych hydroxica uhlgitana

3.4.4Kyselina salicylova
- (C/HeOg)
- 2-hydroxybenzoova kyselina
- Paitano na vysusSenou latku; obsahuje 99,0 % az PaGBWweniny GHOs
- M 138,12
- Bily krystalicky prasek, bilé nebo bezbarvé jehligkrystaly
- Teplota tani: 158 — 161 °C
- Te&Zce rozpustnd ve veéd snadno rozpustna v 96 % ethanolu a v etheru, émirn
rozpustna v dichlormethanu

3.5 Pracovni postupy

3.5.10dbéry vzorku

Vzorky odpadnich vod byly odebirany po dobu dvalnty vzdy v Gtery aZtvrtek, a to ve
dnech 20. — 22. 4. 2010 a 27. — 28. 4. 2010. Jed®ab slévany stsny 24 hodinovy vzorek,
kdy jednotlivé diti ¢asti byly odebirany ve dvouhodinovych intervaleahp jak pro pitok,
tak také pro odtok. Odby byly provagny do tmavych litrovych sklgmych vzorkovnic.
Vzorky byly ihned zpracovany (3x250 ml)

Vzorky povrchovych vod byly odebiranyreky Kretinky v obcich Svojanov ar€dntsti
ve dnech 5.4.2010, 11.4.2010 a 18.4.2010. Vzorkiouyayo provadno do tmavych
dvoulitrovych sklegnych lahvi giblizné v 18:30. Vzorky byly uchovavany v lednici do
druhého dneipteplot 4 °C. Druhy den byly vzorky ihned zpracovany.

3.5.2 Piiprava vzorki a izolace analyi

Ihned po odbru a dopraw vzorki do laboratée byly vzorky zfiltrovany, a to zidrodu
odstragni suspendovanych &istot pres filtr ze sklednych mikrovlaken za pomoci vodni
vyvévy (obr. 22).

Analyty byly izolovany pomoci SPE na kolonkadch Ga$LB Cartridge. Extrakce anaiyt
byla u povrchové vody provéda z 500 ml vzorku; extrakt byl nakonec zakoncesénodo
200 pl methanolu. U odpadni vody se extrahovalo 250 murku se zakoncentrovanim do
400ul MeOH (obr. 23 a 24).

- aktivace 5 ml methanolu, nasledd ml mili Q vody (pH 2)
- naneseni vzorku (pH 2)

- promyti 3 ml mili Q vody

- suSeni proudem vzduchu

- eluce 5 ml methanolu

- suSeni N

- zakoncentrovani methanolem
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Obréazek 223SPE extrakce — eluce methanolem
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Obrazek 24Su§en|' dusikem

3.5.3Identifikace a kvantifikace analyta

Analyza realnych vzorlk byla provedena metodou vysokminé kapalinové
chromatografie (HPLC) (obr. 25). Jako detektor pglzit hmotnostni spektrometr (MS)
s ionizaci elektrosprejem (ESI) a siontovou pgakio analyzatorem. Pro optimalizaci
chromatografickych podminek byl jako detektor pou¥-VIS detektor typu DAD.

Kvantifikace analyi byla provedena metodou externi kalibrace, tj. pdmdcebodové
kalibracni kiivky pro kazdy analyt. Pro kvantifikaci byly sledmw tyto molekulové ionty:
pro kyselinu salicylovou (m/z 137,1), diklofenak /gm294,1). Na zaklad sledovani
charakteristickych fragmeint byla provedena kvantifikace pro ketoprofen (m/z9)20
a ibuprofen (m/z 161,7).

Identifikace analyt v realnych vzorcich byla provedena porovnavanimothostnich
spekter analyit ve vzorcich s hmotnostnimi spektry standardkalibrani kiivky.

Pouzivanou kolonou byla kolona typu ZORBAX Eclips¢DB-C18 o velikosti
2,1 x 150 mm a s velikostéstic 3,5um, se kterou se da pracovat v Sirokém rozmezi g2, o
do 9 (obr. 25).

Obrazek 25Kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 s in-line filtrem
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Obrazek 26Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series s hrostimim
spektrometrem Agilent 6320&3eion Trap LC/MS

3.5.3.1 LC-MS podminky analyzy pro kolonu s velikogtistic 5 um

3.5.3.1.1 Chromatografické podminky

=  Mobilni faze: methanol, 10 mM amonium acetat

*  Priitok mobilni faze: 1 ml/min

= Gradient mobilni faze: viz. tabulka 1

=  Nastiik: 5ul

= Teplota kolony: 40 °C

= Detekéni vinova délka: 230 nm

= Celkova doba analyzy: 28 min (15,5 min. vlastni analyza; 12,5 min. prodnyi)

Tabulka 1: Pribeh gradientu mobilni faze

Cas (min)| MeOH (%) | 10 mM CHCOONH, (%)
0 30 70
15,5 70,3 29,7
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— MeOH—— 10 mM NH4AC

5 10 15 20 25

¢as (min)

Obrazek 27Graficky pribeh gradientu MF (MeOH: 10 mM NJAC)

3.5.3.1.2 MS podminky

= Tlak zmlzovace:

= Pruatok suSiciho plynu:
» Teplota suSiciho plynu:
= Napéti na kapilare:

45 psi
12 I/min
350 °C
3500 V

» Rozsah skenovanych hmot50 — 350 m/z

= |onizaéni mod:

negativni

3.5.3.2 LC-MS podminky analyzy pro kolonu s velikogistic 3,5 pm

3.5.3.2.1 Chromatografické podminky

= Mobilni faze:

=  Pritok mobilni faze:

= Gradient mobilni faze:
= Nastik:

= Teplota kolony:

=  Detekéni vinova délka:
= Celkova doba analyzy:

methanol, 10 mM amonium acetat
0,15 ml/min

viz. tabulka 2

3ul

25 °C

230 nm

50 min (30 min. vlastni analyza; 20 min. promyyani

Tabulka 2: Pribeh gradientu MF

Cas (min)| MeOH (%) | 10 mM CHCOONH, (%)
0 35 65
7 50 50
15 50 50
20 70 30
25 80 20
30 80 20
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Obrazek 28Graficky pribeh gradientu MF(MeOH: 10 mM NJAc)

3.5.3.2.2 MS podminky

= Tlak zmlzovace: 20 psi

= Pritok susSiciho plynu: 10 I/min

= Teplota suSiciho plynu: 350 °C

= Napéti na kapilare: 3500 V

» Rozsah skenovanych hmo60 — 350 m/z
= Jonizaéni mod: negativni



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Optimélni podminky pro stanoveni vybranych nestirimh protizastlivych latek
metodou vysokatinné kapalinové chromatografie byly stanoveny szigéu modelovych
vzorki. Jako detektor byl v tomtaipact pouzit UV-VIS detektor typu DAD.

Optimalizace chromatografickych podminek byla pomrea pro 2 kolony stejného druhu
liSici se velikosttastic stacionarni faze.

- Zorbax Eclipse XDB-C18, 2,1 x 150 mugstice 5um (déle jen kolona 5 pm)
- Zorbax Eclipse XDB-C18, 2,1 x 150 muastice 3,5um (déle jen kolona 3,5 um)

4.1.1 Optimalizace chromatografickych podminek na kolog 5 pum

Modelovy vzorek byl gipraven jako srisny standard kyseliny salicylové, ketoprofenu,
diklofenaku sodné soli a ibuprofenu sodné soli Mi@nivodé. Koncentrace s#sného
standardibyla 5ug/ml.

4.1.1.1 Mobilni faze a jeji gradient

Za mobilni fazi byla zvolena 10 mM GEOONH, s methanolem. Vs byl proveden na
zaklad zpracované reSerse (viz. Kapitola 2.4.1.3.1.2).

Podstatnym faktorem pro vlastni analyzu je {ibgh gradientu mobilni faze. Byly
vyzkouSeny dva gradienty mobilni faze liSici se&zeldm na konci analyzy. Za optimalni byl
zvolen gradient, ip kterém se rénilo sloZzeni mobilni faze po dobu 25 min. Nat&au
analyzy bylo sloZzeni MF 30 % MeOH a 70 % 10 mM3;CBONH, a na konci analyzy
95 % MeOH a 5 % 10 mM CGH€OONH, Z porovnani chromatogramna obr. 29 a 30
vyplyva zmeéna tvaru piku ibuprofenu, zlepSeni zakladni linievgSeni odezvy sledovanych

analyt.

Gradient MF: 0 min - 30 % MeOH: 70 % CH3COONH4
25 min - 98 % MeOH: 2 % CH3COONH4

Obrazek 29 Chromatogram segsného standardu/pgradientu nénicim se ve
25. minug na slozeni 98 % methanolu a 2 % amonium acetatu
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Gradient MF: 0 min - 30 % MeOH: 70 % CH3COONH4
129 SAL 25 min - 95 % MeOH: 5 % CH3COONH4

702

16,003

KET

Obrazek 30Chromatogram segsného standardu/pgradientu nénicim se ve
25. minug na slozeni 95 % methanolu a 5 % amonium acetatu

4.1.1.2 Pritok mobilni faze

DalSim sledovanym parametremile¥itym pro stanoveni optimalnich podminek byl
pratok. Byly vyzkouSeny dva fitoky, a to 0,5 ml/min a 1 ml/min. Z obr. 31 je pgtvyrazny
posun retegnich¢asu vSech analytv pripac zmeny pratoku.

Pri pratoku mobilni faze 0,5 ml/min byly reténi casy pro kyselinu salicylovou 5,7 min.,
ketoprofen 16,1 min., diklofenak 20,5 min. a ibdpro21,5 min. Piky byly mighrozmyté.
Pri pratoku 1 ml/min doSlo ke zamé reterénich ¢asi, a to pro kyselinu salicylovou 2,9 min.,
ketoprofen 11,3 min., diklofenak 15,7 min. a ibupro16,4 min. B tomto pfitoku byly piky
jiz dostaténé ostré a sousiné, a proto byl gitok 1 ml/min stanoven jako optimalni.

s 3
SAL 0,5 ml/min

16.093

KET ;
.. DIC | 3

&

/\IBU
f/ L N

T T T T T T T T T
a 25 5 75 10 125 15 175 20 225 min

o] §saL 1 ml/min

11.324

Lf
I
“L»

KET pIC| ¢

T T T T T T T T
o 25 5 75 10 125 15 175 20 225 min

Obrazek 31 Chromatogram segsného standarduipriznych piitocich

4.1.1.3 Teplota kolony

Poslednim vyznamnym faktorem oviiyjicim analyzu je teplota kolony. Byly vyzkouSeny
Ctyii teploty v rozmezi 25 — 40 °C, a to vzhledem lsth@stem kolony. Se zmou teploty
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kolony dochéazelo k mirnym posium retertnich ¢adi jednotlivych analyi (obr. 32). Jako
optimalni byla zvolena teplota 40 °C, nélamalyty maji dostateou odezvu a celkova délka
analyzy se zkratila na 15,5 min.

T T T T T T T T
o 25 5 75 0 2.5 5 17.5

SAL _ 30 °C

IBU

mall SAL 3 -I'{l O(‘

144332

T T T T T T T T
a 25 t] 75 10 125 15 17.5

Obrazek 232Chromatogram s@sného standardu/priiznych teplotach kolony

4.1.1.4 Parametry analyzy na kolah5 um gf optimalnich podminkéch

Pokud byly pouzity optimalizované podminky analgzkolona Zorbax Eclipse XDB-
C18 s velikosticastic 5um, byly ziskany ostré a did separované piky vSecktyr
analyzovanych latek (Obr. 33). Dosazené raiedasy jednotlivych analyt jsou uvedeny
v tabulce 3.

Celkova doba analyzy doséhla 28 minut. Doba vlaatrdlyzy cinila 15,5 minuty
a nasledné promyvani 12,5 minuty, které ilegoadientové eluci nezbytné zivbdu ustaleni
tlaku a signalu.

Tabulka 3: Reterni ¢casy stanovovanych analypri optimélnich podminkach

Analyt Reteni ¢as (min)
Kyselina salicylov 2,53
Ketoprofen 10,41
Diklofenak 14,82
Ibuprofen 15,66

45



T T T T T T T T T
a 2 E) & El 10 12 14 16

Obrazek 33Chromatogram kyseliny salicylové, ketoprofenu,adédaku a ibuprofenu
P optimalnich podminkach na kol®#@orbax Eclipse XDB-C18 s
velikostiastic 5um

4.1.2 Optimalizace chromatografickych podminek na kolog 3,5 pm

Modelovy vzorek byl gipraven jako srisny standard kyseliny salicylové, ketoprofenu,
diklofenaku sodné soli a ibuprofenu sodné soli if@nvodé, jehoz koncentrace bylapg/ml.

4.1.2.1 Gradient mobilni faze

| vtomto gipact byl jako mobilni faze pouzit 10 mM GBOONH, s methanolem,
predevsim z @ivodu nutnosti fitomnosti tkavého elektrolytu pro naslednou detekci pomoci
hmotnostniho spektrometru.

Se zn&nou velikosticastic se musel také upravit gradient mobilni f&gy vyzkouSeny
razné varianty liSici se sloZzenim v celénmi@hu analyzy (obr. 34). Jako optimalni byl zvolen
gradient uvedeny v kapitole 3.5.3.2.1 (obr. 28ullsd 2). V @ipact jeho pouZziti doslo ke
zkraceni celkové doby analyzy o vice nez 10 miroyla u r¢j také ziskana nejvyssi odezva,
CoZ je patrné z obrazku 34.
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Obrazek 34Chromatogram sesného standardu/priznych gradientech mobilni faze

4.1.2.2 Pratok mobilni faze
U kapalinového chromatografu Agilent 1100 Seriesngximalni pracovni tlak 400 bar,

z ¢ehoz vyplyvd, Ze pro kolonu 3,5 um je nutné pouzniaké pfitoky. | nepatrna zgna
pratoku mobilni faze ma zway vliv na posun retemich ¢asi. Doba analyzy pro jtok

0,15 ml/min byla v tomtoifjpadt 30 minut (obr. 35).

0,1 ml/min

h
=
5022

SAL

T T T T T T
L] 5 10 15 20 25 30 25 min

" SAL 0,15 ml/min ¢ DIC

T T T T T T T
a 5 10 15 0 5 20 35 min

Obrazek 35Chromatogram s@sného standardu pro dva@zané pritoky mobilni faze

4.1.2.3 Parametry analyzy na kolah3,5 um g optimalnich podminkach

Pri pouZiti vySe uvedenych podminek analyzy a kol@wybax Eclipse XDB-C18
s velikosticastic 3,5um byly i vtomto gipadt ziskany ostré a dod separované piky vSech
¢ty analyzovanych latek (Obr. 36). DosaZzené retertasy jednotlivych analyt jsou
uvedeny v tabulce. 4.
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Celkova doba analyzy dosahla 50 minut. Doba vlastmalyzy ¢inila 30 minut
a promyti kolony 20 minut.

Tabulka 4: Retewni ¢casy stanovovanych analypri optimélnich podminkach

Analyt Reterni ¢as (min)
Kyselina salicylova 3,21
Ketoprofen 16,03
Diklofenak 27,29
Ibuprofen 27,94
w SAL DIC

20 o

18.027

20 4

T T T T T T
5} a 10 15 20 25 30min

Obrazek 36 Chromatogram kyseliny salicylové, ketoprofenu,adédaku a ibuprofenu
pri optimalnich podminkach na kol®#orbax Eclipse XDB-C18 s velikogéistic
3,5um
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4.2 Hmotnostni detekce

Hmotnostni spektrometr Agilent 6320 Series, lonpTt&/MS, se sférickou iontovou pasti
jako analyzatorem a elektrosprejem jako iontovynromin, byl pouZit ve spojeni
s kapalinovou chromatografii pro analyzu sledovargmalyti. Vyhodou pouziti iontové pasti
jako analyzatoru je mozZnost MS

Metodou pimé infuze byly narkfeny hmotnostni spektra jednotlivych analg detekci
hmotnostnim spektrometrem (MS).

4.2.1 Hmotnostni spektra sledovanych analyi

4.2.1.1 Kyselina salicylova

Na obrazku znézaujicim hmotnostni spektrum kyseliny salicylové jd& kron¢ jejiho
molekulového iontu (m/z 137,1) i fragment (m/z 92,8niz by bylo pouzito MS/MS.
Fragmentace zobrazena jiz v jednoduchém médu Miggkedkem nestability tohoto analytu
(obrazek 37).

ImtensB
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OH
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0.00
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Obrazek 37Hmotnostni spektrum kyseliny salicylové

4.2.1.2 Ketoprofen

Molekulovy iont ketoprofenu (m/z 252,8) m4 v san&tnMS uz dva fragmenty (m/z 209
a m/z 196,8). ProtoZze ma fragment (m/z 209) nejvyg&nzitu, byl pi vSech analyzach
hledanou hmotou (obrazek 38).

49



Intens,
£108

0&

1968 JL‘
0 ] A—“—” 7 T ] T ; ; ]
140 200 210 220 230 240 250 260 miz

Obrazek 38Hmotnostni spektrum ketoprofenu

4.2.1.3 Diklofenak

Pomoci narfeného MS spektra diklofenaku (obrazek 39) je prieme&m jak molekulovy
iont (m/z 294,1), tak i jeho fragment (m/z 249 Bjky vysSi intenzit molekulového iontu
byla @i spojeni LC-MS sledovana hmota m/z 294,1.

\ﬂtem%
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cl
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1.0 NH
2438 a _
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. i _ J

230 240 250 260 2 280 240 300 3o m/z

Obrazek 39Hmotnostni spektrum diklofenaku
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4.2.1.4 Ibuprofen

Na obrazku 40 je znazamm molekulovy iont (m/z 205,5) a fragment (m/z 11,7
ibuprofenu. PestoZe je intenzita molekulového iontu mnohonésobyssi nez jeho
fragmentu, muselo byt zidodu sloZitosti matriceifstoupeno k detekci fragmentuiigs jeho
nizkou intenzitu; avsak diky specifiosti této hmoty byl tento fragment detekovan snéze
Vyhodou byl i gedpoklad jeho zvySeného vyskytu v realnych vzorcfmotoZze se jedna
o I&ivo velmi casto pouzivané.
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Obrazek 40Hmotnostni spektrum ibuprofenu

Pouzitim MS/MS dochazelo u vSech latek k vyraznépuklesu intenzit, a to jak
u izolovanych molekulovych iofif tak i fragmeni. Proto by nebylo mozné tyto analyty
detekovat v fipad pouZziti tandemového LC-MS/MS. Na zakiatbho bylo pistoupeno
k detekci sledovanych analypouze pomoci LC-MS.

Na obrazku 41 je chromatogram ziskany extrahovaladovanych hmot z celkového
iontového chromatogramu (obr. 42).
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4.3 Optimalizace metody SPE pro extrakci stanovovanychnalyta

Metoda izolace analftbyla owfovana na modelovych vzorcich spikované vodovodni
vody. Snésny standard kyseliny salicylové (Sa), ketoprofefide), diklofenaku (Di)
a ibuprofenu (Ib) byl davkovan vzdy v koncentraggfml do vodovodni vody.

Pro optimalizaci extrakce analyt vody byly jako zéklad vybrany poznatky ziskarg p
feSeni mé bakaigké prace. Proto byla pouzita kolonka Oasis HLBtridlgye, kterd byla
posouzena jako nejvho&ii pro extrakci ketoprofenu a diklofenaku. V katenOasis HLB
Cartridge je sorbentem kopolymer divinylbenzen/Ryypyrrolidin.

Stanovenim vyZnosti této dfli ¢asti preanalytického postupu bylaéena vhodnost
izolace analyt popsana v kapitole 3.5.2. \&yinost byla o¥rovana pi raiznych hodnotach pH
vzorka, a to @i pH 2, 4 a 7. Vzhledem ke kyselému charakteruyatidmaji nizké hodnoty
pKa) by nely nizSi hodnoty pH vzork zabranit pipadné disociaci analyta zlepsit jejich
zachycovani na sorbentu.

Kalibragni kiivky pro kyselinu salicylovou, ketoprofen, diklofdna ibuprofen

y = 26,568x- 0,381
R® = 0,9993
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Obrazek 43Kalibrachi kiivky sledovanych analyipro optimalizaci postupu SPE
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Tabulka 5: Tabulka vy#Znosti pi optimalizaci postupu profitrizna pH

pH 7 pH 4 pH 2
Pavodni Vysledna Vyteznost Vysledna Vyteznost Vysledna V§teznost
koncentrace | koncentrace (%) koncentrace (%) koncentrace (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/mi) (ng/mi)
5 - - - - 4,3445 86,89
5 - - - - 4,4435 88,87
SAL 5 - - - - 4,2245 84,49
5 - - - - 5,0770 101,54
pramer - - - - 4,5224 90,45
5 3,6640 73,28 4,1315 82,63 4,1380 82,76
5 3,8460 76,92 3,9935 79,87 4,338% 86,7y
KET 5 3,7445 74,89 4,2830 85,66 4,5990 91,98
5 3,4535 69,07 4,0720 81,44 4,1030 82,06
pramer 3,6770 73,54 4,1200 82,40 4,2946 85,89
5 3,5880 71,76 4,0710 81,42 4,5270 90,54
5 3,6495 72,99 4,2895 85,79 4,701% 94,08
DIC 5 3,5485 70,97 4,5105 90,21 4,5080 90,16
5 3,7445 74,89 4,1880 83,76 4,2890 85,78
pramer 3,6326 72,65 4,2648 85,29 4,5064 90,13
5 3,2675 65,35 4,5370 90,74 3,074% 61,49
5 3,5025 70,05 4,2655 85,31 4,047% 80,9%
IBU 5 3,5820 71,64 4,1445 82,89 3,3470 66,94
5 3,7415 74,83 4,3790 87,58 3,729% 74,59
pramer 3,5234 70,47 4,3315 86,63 3,5496 70,99

Z tabulky 5 vyplyv4, Ze nejlepSich hodnot bylo dese pi pH 2, protoZe kyselina
salicylova se P jiném pH na sorbentu kolonkyuleec nezachycuje. Proto s@sti
optimalizovaného postupu je Uprava vZoria pH 2.

54



4.3.1Vytéznosti sledovanych NSAIDs pro optimalizovany postup Upravou pH 2

Vytéznosti optimalizované metody pro jednotlivé analydyly vyhodnoceny pomoci
kalibraéni zavislosti plochy pik na koncentracich sledovanych analyVytéznosti byly
provedeny na dvou koncentrach urovnich, tj. pro koncentraci 250 ng/ml a 10@0ml.

Kalibraéni roztoky byly gipraveny jako sisny standard kyseliny salicylové, ketoprofenu,
diklofenaku a ibuprofenu v methanolu.

Kalibracni kifivka pro ketoprofen
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Obrazek 44Kalibrachi kiivka ketoprofenu

Kalibracni krivka pro ibuprofen

5000 -

4000 -
>
=
2 3000 -
&8
g 2000 - y =5,2015x - 545,39
o v

1000 R=0,99

0 X I I I I 1
0 200 400 600 800 1000
¢ (ng/ml)

Obrazek 45Kalibrachi kiivka ibuprofenu

55



Kalibracni kifivka kyseliny salicylové
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Tabulka 6: Tabulka vy#Znosti sledovanych analypro pH 2

SAL KET DIC IBU
Pavod. | Vysl. VytéZznost Vysl. Vytéznost Vysl. VytéZznost Vysl. VytéZznost
konc. konc. (%) konc. (%) konc. (%) konc. (%)
(ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
250 2194 87,76 2329 93,16 2456 98,24 240,6 9623
250 218,8 87,52 226,4 90,54 2320 92,78 168,7 67}46
250 190,4 76,18 251,4 100,571 1987 79,4P 234,4  893|7
250 230,8 92,31 224.4 89,83 2029 81,1p 18Y,5 74198
250 221,4 88,56 245,06 98,25 2414 96,54 250,7 804,2
pramér | 216,2 86,46 236,2 94,47 224,10 89,64 216,4 86,p5
1000 921,4 92,14 996,71 99,67 803]1 80,3|L 1030 503,0
1000 879,1 87,91 923,27 92,32 805/4 80,5¢ 8438,5 584|3
1000 889,1 88,91 1073 107,3( 1059 105,86 1017 201,7
1000 854,7 85,47 973,0 97,40 874/4 87,444 914,0 (0914
1000 900,0 90,00 980,8 98,08 6946 69,4p 87,8 887|5
pramér | 888,9 88,89 989,5 98,95 847,38 84,72 936,2 93,p2
Pro vypa@et relativni smrodatné odchylky (RSD) bylo vyuzito vzorce (1), kdg je
smérodatnd odchylka & zna&i aritmeticky pimer.
RSD(%) = =710 (2

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) (e®o(2) a (3)) byly stanoveny z Sumu
zékladni linie. Mez detekce je koncentrace, jefizava na detektoru bude mit péamsignalu
k Sumu ¥tSi neZz 3. mez stanovitelnosti je koncentrace? jeflezva na detektoru bude mit
pongr signélu k Sumu &tsi nez 10.

LoD(ng/miy = N9/ M
S/IN
LOQ(ng/ ml) :Wmo

(2)

®3)

Vypocitané smrodatné odchylky, RSD, meze detekce a meze stahoodti pro vSechny
analyty jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7: Zakladni statistické parametry a meze detekcersosttelnosti

Sledovany analyt S';ﬁf/:g‘fé Ketoprofen | Diklofenak Ibuprofen
Smérodatna odchylka (ng/ml) 543 4.95 783 12.90
pro vyt. 250 ’ ' ’ '

0,
RSD (%) 12,55 8,99 17,47 29,82
pro vyt. 250
Smérodatna odchylka (ng/ml) 221 485 1204 751
pro vyt. 1000 ’ ' ’ ’
RSD (%)
Dro vyt. 1000 4,97 9,80 28,41 16,04
Mez detekce LOD (ng/ml) 42,40 25,96 4,54 30,64
Mez stanovitelnosti LOQ (ng/mll) 141,34 86,53 15,12 102,12

4.4 Realné vzorky

Koncentrace jednotlivych é& v odpadni i povrchové vaédoyly vyhodnoceny na zaklad
metody vicebodové kalibkai kiivky. S kazdym nsienim realného vzorku byla Zivbda
analytické pesnosti a spravnostidgena vZdy nova kalibrace v rozsahu koncentraci 3Ging
— 1000 ng/ml.

4.4.1 Odpadni voda zCOV v Brné-Modficich

Vzorky odpadni vody byly odebirany po dobu 5adn piitoku i odtoku nagistirne
odpadnich vod v BModricich. Mnozstvi jednotlivych analytpro gitok i odtok jsou
uvedeny v nasledujici tabulce a grafech. Konceatjgmu prezentovany v ng/ml.

Z tabulky 8 vyplyva, Ze kyselina salicylova nebyla vzorcich odpadnich vodibec
detekovana. To fiZe byt zfisobeno tim, Ze se jedna o jednoduchouc¢sloinu, kterd snadno
degraduje, fipadre muze tvdit komplexy, napiklad pres sodik¢imz vznikaji latky s jinym
pomérem m/z.

Ketoprofen byl detekovan ve dnech 27. a 28. 4. 2816 pouze na odtoku, coz mohlo byt
zpusobeno prawpodobr jejich nasorbovanim na tuhé dmtoty, ze kterych se mohlo toto
Iécivo pozdji uvolnit. Nelze vylowit ani giipadnou kontaminaci v laborat@ti zpracovani
vzorku, protoZe v laboraiip kde jsou provéaghy preanalytické postupy, bylo zpracovavano
nekolik praci zansfenych na stanovenidé.

Diklofenak byl také stanoven pouze na odtokGQV, a to ve dnech 20., 22., 27.,
a 28. 4. 2010. Amérna koncentrace na odtokiinila 1810 ng/ml. Diklofenak p&t mezi
nejhire odbouratelna tdva, a proto se Ize v tomtdipadt domnivat, Ze naifioku mohl byt
odstragn v procesu mechanickéhisteni, kdy mohl byt nasorbovan na pevné odsingn
matrice. Na obrazku 50 je zndzénncelkovy iontovy chromatogram realného vzorku &dto
zCOV, spoléné s vyextrahovanym chromatogramem pro molekulovyt ian fragment
diklofenaku ze dne 27. 4. 2010.
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Ibuprofen jako nejastji pouzivané analgetikum byl stanoven ridtgku i na odtoku ve
dnech 22., 27. a 28. 4. 2010n&rna koncentrace naipoku ¢inila 1018 ng/ml a na odtoku
196 ng/ml. NaCOV dochéazi k jeho odstrani s 80% dinnosti, coZ je z technologického
hlediska velmi dobry vysledek. Obrazek 49 znaampr celkovy iontovy chromatogram
vzorku z ffitoku naCOV, spoléné s vyextrahovanym chromatogramem fragmentu
ibuprofenu ze dne 27. 4. 2010.
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Tabulka 8: Tabulka mnoZstvi jednotlivych anaiyt odpadni voé

Analyt Iz)rlc:?okli 20.4.2010| 21.4.2010 22.4.2010 27.4.2010 423010
P1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kyselina Praimér <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
salicylova 01 <LOD < LOD <LOD < LOD <LOD
02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
O3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Praimer <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Pramer <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Ketoprofen
01 <LOD <LOD 48,8 34,6 37,7
02 <LOD <LOD <LOD 39,8 36,5
03 <LOD <LOD <LOD 33,1 29,3
Pramer <LOD <LOD <LOD 35,8 34,5
P1 34,4 <LOD <LOD <LOD <LOD
P2 57 <LOD <LOD <LOD <LOD
P3 9,3 <LOD <LOD <LOD <LOD
: Pramer 16,5 <LOD <LOD <LOD <LOD
Diklofenak
01 <LOD <LOD 1733 291,7 <LOD
02 1363 84,4 1875 2512 1971
03 1669 <LOD 2139 2440 2148
Praimer 1516 <LOD 1916 1747 2059
P1 <LOD <LOD 503,8 2229 1170
P2 <LOD <LOD 272,5 1165 188,1
P3 <LOD <LOD 1271 1931 432,2
Prameér <LOD <LOD 682,5 1775 596,8
Ibuprofen
01 <LOD <LOD 2227 2124 69,3
02 <LOD <LOD 275,2 181,9 153,4
03 <LOD <LOD 155,2 124,6 369,1
Pramer <LOD <LOD 217,7 173,0 197,3
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Obréazek 50Celkovy chromatogram a vyextrahovany chromatogréofénaku pr
odtok zCOV ze dne 27. 4. 2010

4.4.2 Povrchova voda zteky Kietinky

Vysledky analyz sledovanych NSAIDs v povrchovycli&oh odebranychizeky Kietinky
jsou uvedeny v nasledujici tabulc®eka Kretinka byla zvolena pro odty vzorki
povrchovych vod zivodu gredpokladu zvySeného vyskytu nesteroidnich progtiagich
latek, neb6 se podél jejiho toku nach&zida malych vesnic bezipojeni naCOV.

Tabulka 9 znazawuje mnozstvi sledovanych NSAIDs v povrchoveé &adeky Kretinky
situované na eskomoravské Vrchowvin

Stejre jako u vod odpadnich, ani zde nebyla detekovanselina salicylova. Byla
detekovana pouze ve vzorku z 11. 4. 2010 zadiého mista Svojanov. Mohlo to byt
zpasobeno tim, Ze kyselina salicylova itivaakladni skelet huminovych kyselin a tak mohlo
dojit k jejimu uvolgni.

Ketoprofen byl detekovan ve vzorku vody odebraoéze 5. 4. 2010, a to v nasledujicich
koncentracich; na fBdmesti 42,2 ng/ml a na odlovém mist Svojanov v koncentraci
43,5 ng/ml. V tomto fipact miZzeme pedpokladat, Ze se mohlo jednat o narazové uZziti
obyvateli v dané lokaki piipadré o neekologické odstrani pouZzitych I€iv.

Diklofenak byl identifikovan ve vzorcich z obou @dbvych mist, tj. z Rednesti i ze
Svojanova. Z literatury je znamo, Ze diklofenak yelmi oblibené antirevmatikum.
S @ihlédnutim  k ¥kovému p&iméru mistnich obyvatel, spolu s poznatky o jeho
neodbouratelnosti, proto bylo moZznéekavat jeho vyskyt az wipodnich povrchovych
vodach.

Ibuprofen byl stanoven na obou vzorkovacich mistecprimérné koncentraci
142,9 ng/ml. Z dvodu casté aplikace tohoto d&a predstavuje ze skupiny nesteroidnich
protizarétlivych latek nejetsi riziko pro kontaminaci vodnich ekosystém
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Tabulka 9: Tabulka mnoZstvi stanovovanych anaklg vzorcich povrchové vody

Analyt Predmesti/ | 5 4 2010 11. 4. 2010 18. 4. 2010
Svojanov
P1 <LOD <LOD <LOD
P2 <LOD <LOD <LOD
P3 <LOD <LOD <LOD
Kyselina Primer <LOD <LOD <LOD
salicylova S1 <LOD 42,6 <LOD
S2 <LOD 50,9 <LOD
S3 <LOD <LOD <LOD
Primer <LOD 46,8 < LOD
P1 <LOD <LOD <LOD
P2 41,9 <LOD <LOD
P3 42,5 <LOD <LOD
Pramer 42,2 <LOD <LOD
Ketoprofen
S1 44,6 <LOD <LOD
S2 42,6 <LOD 38,6
S3 43,3 <LOD <LOD
Praimer 43,5 <LOD < LOD
P1 267,3 <LOD <LOD
P2 384,4 37,3 22,1
P3 1035 100,2 <LOD
Diklofenak Primér 562,1 68,7 <LOD
S1 161,4 1245 433,1
S2 141,7 26,5 700,7
S3 88,0 31,4 <LOD
Pramer 130,4 60,8 566,9
Pl 56,9 <LOD 184,4
P2 109,5 53,1 173,9
P3 77,4 <LOD 1954
Primér 81,3 53,1 184,6
Ibuprofen
S1 50,8 178,2 139,1
S2 131,8 <LOD 195,0
S3 52,8 398,6 180,8
Praimer 78,5 288,4 171,6
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5 ZAVER

PredloZzena diplomova prace byla zsena na oblast vyuZziti kapalinové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii ke stanovenirargch I€iv v redlnych vzorcich vod.
Sledovanymi analyty byly kyselina salicylova, ibofan, diklofenak a ketoprofen,
tji. nesteroidni  protizélivé latky, které v poslednich letech feplstavuji skupinu

Cilem diplomové prace bylo vypracovat a optimalatowhodné metody pro izolaci
a naslednou identifikaci a kvantifikaci vySe uveggnlatek.

Pro optimalizaci chromatografickych podminek byl UV-VIS detektor typu DAD.
Optimalizace byla provedena proédkolony typu Zorbax Eclipse XDB-C18 liSici se velgti
Castic,ato 3,5a5 um.

Pti spojeni LC-MS zfisoboval velky pitok mobilni faze, pagebny pro kolonu s velikosti
¢astic 5 um, Spatnou ionizaci sledovanych afialyt disledku toho byla zkreslovana
i vysledna koncentrace. Proto byla pro tuto tandeoctechniku posouzena jako nejlepsi
kolona s velikostéastic 3,5 um.

Parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru udgrgbcem se ukézaly byt jako
optimalni pro hmotnostni detekci ve spojeni s vggokinou kapalinovou chromatografii.

Prostednictvim optimalizace postupu izolace analytvodnych matric, zaloZzené na
Gprav vzorka na pH 2, byl o¥ten fakt, Ze kysely charakter and@lyh& zné&ny vliv na jejich
schopnost se sorbovat.

Vytéznosti pro jednotlivé analyty byly sledovany na dv&oncentrénich udrovnich
v koncentracich &kavanych v realnych vzorcich, coz bylo potvrzeno.

Pro sledovana tdéva byly stanoveny meze detekce a stanovitelnostizpé analytické
metody.

Realnymi vzorky byla voda povrchovid a odpadni. \@ekvse neprokazalaupodrg
predpokladana fitomnost kyseliny salicylové, coz lze vyt tak, Ze se jedna
o jednoduchou slaeninu, ktera se fite rozpadat, ffpadré tvorit slozité struktury vazané
pies sodikové a draslikové ionty. Naopak vysoké katnaee diklofenaku a ibuprofenu
potvrdily vysledky z jiz dive zpracovanych studii. Také na zakl&bncentrace zjighé ve
vodé povrchoveé i odpadni Ize konstatovat, Ze ibuprgéenejhojrgji vyuzivana nesteroidni
protizarétliva (i€inné latka a diklofenak pdtmezi &inné latky nejlire odbouratelné.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Vysv étleni
NSAIDs Nesteroidni protiza&tlivé latky
SPE Extrakce tuhou fazi — Solid Phase Extraction

LC-MS, HPLC-MS

Kapalinova chromatografie s hmotmbstetekci

DAD Detektor diodového pole

FLD Fluorometricky detektor

MS Hmotnostni spektrometrie

COX Cyklooxygenaza

ASA Kyselina acetylsalicylova

cov Cistirna odpadnich vod

GC Plynova chromatografie

CZE Kapilarni zénové elektroforéza

API lonizace za atmosférického tlaku

ESI lonizace elektrosprejem

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
TOF Piletovy analyzator

RP-HPLC Vysokotinna kapalinova chromatografie na revezni fazi
QqQ Trojity kvadrupdl

GSC Plynova adsoépi chromatografie

GLC Plynova rozélovaci chromatografie

FID Plamenow ionizaini detektor
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Zkratka Vysv étleni

TCD Tepelr vodivostni detektor

ECD Detektor elektronového zachytu

El Elektronova ionizace

Cl Chemicka ionizace

MSTFA N-methylN-(trimethylsily)trifluoroacetamid
BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoro- acetamid
MTBSTFA N-methylN-tercbutyldimethylsilyltrifluoroacetamid
CGE Kapilarni gelova elektroforéza

MECC, MEKC Micelarni elektrokineticka kapilarni dmatografie
CEC, EC Elektrochromatografie v naghych kapilarach
CIEF, IEF Kapilarni izoelektricka fokusace

CITP, ITP Kapilarni izotachoforéza

Sa Kyselina salicylova

Ke Ketoprofen

Di Diklofenak

Ib Ibuprofen

TCD Tepelr vodivostni detektor

ECD Detektor elektronového zachytu

El Elektronova ionizace

Cl Chemicka ionizace
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8 SEZNAM POUZITYCH ODBORNYCH POJM U

Odborny vyraz Vysvétleni [60]

Nociceptor Rece?tc,)r zproggdkujici vnimani bolestiip
poraréni

Intravenozni Nitrozilni

Subkutanni Podkozni

Intramuskularni

Nitrosvalova

Thalamus

Zadniast mezimozku

Spinothalamicky

Tykajici se michy a thalamu

Thalamokortikalni

Tykajici se thalamu arik mozkove

Rektalni

Konénikovy

Parenteralni

Mimo travici trubici; nap podavani lék
v injekcich nebo nitroZilnich infazich

Enterohepatalni Tykajici se z4n jater a sev
Venozni Zini

Extracelularni Mimobugtny

Intersticialni Mezitk&ovy

73




9 SEZNAM PRILOH

Priloha¢
Priloha¢
Priloha¢
Priloha¢

. 1: Letecky snimek'OV Brno-Modice

. 2: Stokova $iCOV Brno-Modice.

. 3: Mapa odbrovych mist naece Ketince
. 4: Fotofeka Kretinka
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Piiloha¢. 2: Stokova siCOV Brno-Modice.
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Ptiloha¢. 3: Mapa odbrovych mist n&ece Ketince
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Prilohac. 4: Fotoreka Kretinka
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