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Uvod

ZvySsujici se spotfeba 1é¢iv, z nichz je ¢ast organis-
mem vyloucena, aniz by byla metabolizovana, vede nevy-
hnutelné k priniku jejich zbytkd do Zivotniho prostredi,
pfedevsim povrchovych vod. Nasledné se mohou jejich
stopy objevit i v nékterych pitnych vodach, jak bylo po-
mérné nedavno zjisténo diky zlepSujicim se analytickym
moznostem. Zatimco vztah vefejnosti k 1é¢iviim jako pro-
sttedku k navraceni zdravi je pfevazné kladny, na druhou
stranu lidé vnimaji spiSe zaporné, dozvidaji-li se, ze se
stopy té€chto latek mohou vyskytnout ve vodé€, kterou piji.
Dutivodem je skutecnost, Ze toto ,,uziti“ 1éCiv je nezamysle-
né, nedobrovolné a necilené, a dale predstava poZzivani
latek, jez predtim prosly vylucovacim traktem jiné osoby.
Vzhledem k témto obavam je nutné vefejnost pravdive
informovat o skute¢ném stavu ve vyskytu 1é¢iv v pitné
vode¢ a o souvisejicim zdravotnim riziku.

Prestoze v odborné literatuie byla vydéana fada dil¢ich
publikaci popisujicich situaci v USA a nékterych zapado-
evropskych zemich, v&etn& nékolika publikaci'” souhrn-
nych, existuje velmi malo systematickych monitorovacich
studii. Vyuziti zahrani¢nich udaju k informovani vefejnosti
je sice mozné, ale jen castecné, protoze objem i struktura
spotieby 1€k, ochrana vodnich zdroju, podil vyuZiti povr-
chovych a podzemnich vod k vyrob¢ pitné vody a vyuziva-
né technologie tpravy vody se lisi stat od statu. Bylo tedy
vhodné zmapovat také situaci v CR.

Prvni systematicky screening 1€¢iv v pitnych vodach
probihal v CR vletech 2009-2011 vramci projektu
,»Vyskyt a zdravotni rizika zbytkli huménnich 1é¢iv v pit-
nych vodach® (Grantova agentura CR, & 203/09/1583).
Cilem této prace bylo studium vyskytu zbytkovych kon-
centraci 1é¢iv v pitnych vodach v Ceské republice
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a zhodnoceni lidské expozice a z ni plynouciho zdravotni-
ho rizika. Obecny popis problému byl jiz publikovan dfi-
ve’, vtomto piispévku jsou prezentovany zkuSenosti
s pouzitou analytickou metodou a shrnuty vysledky scree-

ningu.

Experimentalni ¢ast
Vybér sledovanych latek

Pro screening bylo vybrano pét latek: naproxen,

ptipravky), karbamazepin (antiepileptikum) a 17a-ethi-
nylestradiol (steroidni kontraceptivum). Jejich zakladni
charakteristiky uvadi tab. I. Princip vybéru a poctu latek
vychazel z priniku ¢tyf faktorti: seznam latek nejcastéji
nalézanych v pitnych vodach v zahranici, Uidaje o spotfebé
1é¢iv v CR (databaze Statniho ustavu pro kontrolu 16&iv),
analytické moznosti Oddéleni hygieny vody Statniho zdra-
votniho ustavu, pocet latek, ktery umoziuje v ramci pro-
jektu novou metodu fadné¢ validovat. Mezi sledované latky
nebylo zafazeno zadné antibiotikum, protoze pocty jejich
zachytl v pitné vod¢ byly zatim minimalni. Naopak byl
zatazen 17o-ethinylestradiol jako hormonalné aktivni pfi-
pravek, ktery ma sice také dosud nizky zachyt v pitné vo-
de, ale medialn€ i mezi laiky je nejvice diskutovan.

Analyticka metoda

Pro stanoveni vybranych farmaceutickych latek byla
pouzita modifikovand metoda GC-MS publikovana kolek-
tivem autord Yu, Peldszus a Huck® upravena zejména
pOl(SL(l;d se tykd mnozstvi pouzitého derivatizacniho Cini-
dla™”.

Zatizeni a chemikalie

Vsechny analyzy byly provedeny na plynovém chro-
matografu HP 6890 ve spojeni s hmotnostnim detektorem
HP 5973 a autosamplerem HP 7683 firmy Agilent. Byla
pouzita nepolarni chromatografickd kolona HP-5ms
(30 m x 0,25 mm, 0,25 um) (Agilent Technologies J&W),
v prvni fazi stfedné polarni DB-17ms (30 m x 0,25 mm,
0,25 um) od stejné firmy.

K silanizaci laboratorniho skla byl pouzit dichlordi-
methylsilan (99,0%) (Sigma-Aldrich, Némecko), toluen
a aceton kvality Chromapur G pro HPLC (Chromservis,
CR).

K zastaveni biologické aktivity byl ke vzorkiim ptida-
van azid sodny p.a. (99,0%) (Sigma-Aldrich).

Standardy jednotlivych 1éCiv, tedy sodna sul diklofe-
naku (99,0%), 17a-ethinylestradiol (99,5%), naproxen
(99,0%) a karbamazepin (99,5%) byly od firmy Dr.
Ehrenstorfer (Némecko), ibuprofen (99%) od firmy Acros
Organics (USA). Jako surogaty byly pouzity sodna sil
kyseliny meklofenamové a dihydrokarbamazepin od firmy
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Tabulka I
Sledovana 1éCiva a surogaty
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Molarni hmotnost

Nazev Zkratka CAS No. Strukturni vzorec R}
[g mol™]
CHs
OH
Ibuprofen IBU 15687-27-1 CHs 206,29
HsC ©
SHs
i _OH
Naproxen NAP 22204-53-1 OO 230,26
HaCo_ o
o
Dihydro- DHC 3564-73-6 Q N O 238,28
karbamazepin /k
07 “NH,
Karbamazepin CARB 298-46-4 \ N O 236,27
e~
Cl
. ; NH
Diklofenak DICL 15307-86-5 ¢ OH 296,15
5
Cl
. /©:NH
Kys. meklofenamova MA 644-62-2 & OH 296,15
m
17a-ethinylestradiol EE2 57-63-6 296,40

Sigma-Aldrich. Zasobni roztoky byly pfipraveny fedénim
methanolem kvality pro HPLC (Biosolve BV, Nizozemi),
v prvni fazi byl k fedéni pouZzit aceton kvality Chroma-
pur G pro HPLC (Chromservis, CR). Viechny standardy
ijejich zasobni roztoky byly uchovavany pti 4 °C po dobu
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maximalné 6 mésict. Pfi pfipravé kalibracnich a kontrol-
nich roztoki byla pouzita demineralizovana voda pfiprave-
na spojenym systémem Purelab Option a Purelab Ultra
(Elga, Némecko, R > 18,2 MQ cm™). Tyto roztoky byly
pfipravovany Cerstvé.
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Pred extrakci byly vzorky okyseleny na pH 2-3 pii-
davkem kyseliny chlorovodikové p.a. (35%, Lach-Ner,
CR). K extrakci byly pouzity aceton a ethylacetat oboji
kvality Chromapur G pro HPLC (Chromservis, CR). Ex-
trakce byla provadéna na SPE kolonkidch Oasis HLB
(3 ml, 60 mg, Waters) s vyuzitim 12mistné odsavaci linky
pro SPE od firmy Merck. K odpafeni extraktl byl pouZit
12mistny koncentrator vzorka Termovap (ECOM, CR).

Jako derivatizacni ¢inidlo slouzila komer¢né dostupna
smés MTBSTFA + 1% TBDMCS (N-methyl-N-terc-butyl-
dimethysilyl-trifluoracetamid + 1% terc-butyl-dimethyl-
chlorsilan) (Grace Davison Discovery Science, USA).

Pracovni postupy

Sledované latky se, vzhledem ke své polarité, velmi
snadno adsorbuji na sklenéné povrchy. Protoze jsou
v pitnych vodach obsazeny pouze ve stopovych mnoz-
stvich, bylo vhodné veskeré sklenéné pomicky pied pouzi-
tim silanizovat, aby se ztraty adsorpci minimalizovaly. Za
timto ucelem byl pouzit silylacni roztok (10% roztok dich-
lordimethylsilanu v toluenu), kterym byly pouzivané skle-
néné pomicky (vzorkovnice, extrakéni vialky apod.) vy-
plachovany po dobu n¢kolika minut. K odstranéni zbytka
nenavazané¢ho dichlordimethylsilanu byly sklenéné po-
muicky vyplachovany 3x toluenem a 3x acetonem a poté
na 12 h vyhiivany pii 150 °C.

Vzorky pitné vody se odebiraly do dvoulitrovych
silanizovanych sklenénych vzorkovnic s predem piidanym
azidem sodnym (0,2 g) k zastaveni biologické aktivity. Ke
vzorkiim chlorované vody bylo navic pfidano par kapek
3% roztoku thiosiranu sodného k deaktivaci volného chlo-
ru. Z kazdého odbérového mista se odebiraly dva vzorky.
Po odbéru byly vzorky dopraveny do laboratofe a ulozeny
v chladu a temnu. Dalsi zpracovani se provadélo do 24 h
od odbéru.

Ptiiprava standardnich roztoku

Pro zjisténi validac¢nich parametrii byly pfipraveny
roztoky se zndmym piidavkem analytli. Z komercné do-
stupnych standardi jednotlivych 1éCiv byly pfipraveny
zékladni roztoky v methanolu o koncentraci 1000 pg ml™".
Z téchto roztokd byl pfipraven smésny pracovni roztok
o koncentraci 1 pug ml™' methanolu, z néhoz byly fedénim
demineralizovanou vodou pfipraveny modelové roztoky
v koncentraénim rozsahu 1 a7 20 ng 1"

Pracovni roztok smési surogati o koncentraci
10 pg ml™" byl ptipraven ze zakladnich roztokd jednotli-
vych latek v methanolu o koncentraci 1000 pg ml™".

Extrakce na pevnou fazi (SPE)

Separace analytl byla provedena metodou SPE na
kolonkéch Oasis HLB (3 ml, 60 mg). Kolonky byly inicio-
vany 3 ml ethylacetdtu, 3 ml acetonu a 3 ml demineralizo-
vané vody okyselené HCI na pH 2. Vodné vzorky byly po
pfevezeni do laboratofe okyseleny na pH 2-3 a byla k nim
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pfidana smés surogatti (dihydrokarbamazepin a kyselina
meklofenamové) na vyslednou koncentraci 100 ng I"".

Takto upravené vzorky byly pomalu presaty pres ko-
lonky (pratokova rychlost 2 litry za 4 az 5 hodin)
s vyuzitim 12mistné odsavaci linky pro SPE. Po vysuseni
kolonky 20minutovym prosavanim vzduchem byla prove-
dena eluce zachycenych analyti 6 ml smési ethylacetatu
a acetonu (50/50 v/v) jako elu¢niho ¢inidla do silanizova-
nych mikroreak¢nich vialek o objemu 6 ml. Extrakty byly
odpafeny mirnym proudem dusiku pti 45 °C pomoci
12mistného koncentratoru vzork Termovap a poté deriva-
tizovany.

Derivatizace

VysuSené extrakty byly derivatizovany ptidanim
200 pl smé&si MTBSTFA + 1% TBDMCS. Vzorky z druhé
a tfeti faze odbérid byly derivatizovany 10 pl smési doplné-
né 190 pl isooktanu. Derivatizace probihala pfi 60 °C
(termostat plynového chromatografu) po dobu 90 min.
Poté byly vzorky rychle zchlazeny (vodni lazen s ledem)
a extrakty prevedeny do GC krimpovacich vialek se skle-
nénou vlozkou, které byly az do doby analyzy na GC-MS
uchovany pti 4 °C.

Podminky analyzy

Derivatizované analyty a surogaty byly analyzovany
na plynovém chromatografu HP 6890 ve spojeni
s hmotnostnim detektorem HP 5973 a autosamplerem HP
7683. Podminky separace a hmotnostni detekce jsou uve-
deny v tab. II. K identifikaci pikd hmotnostniho spektra
bylo nejprve méfeno ve SCAN modu, pro kvantifikaci
analytd ve vzorku byl pouzit SIM mdd (elektronova ioni-
zace, 70 eV).

Tabulka II
Podminky separace 1éCiv plynovou chromatografii a pod-
minky hmotnostni detekce pfi jejich stanoveni v pitné vode

Teplotni program  Cas Rampa Teplota
plynového chro- 3 i _ 45 °C
matografu: - 20°C/min 200 °C
- 10 °C/min 250 °C
5 min - 250 °C
- 5 °C/min 300 °C
5 min - 300 °C
Nosny plyn: helium, pritok 1,2 ml min™'
Kolona: HP-5ms (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum)
Nastrik: 2 ul (4 pl v prvni fazi), splitless mod,
teplota 220 °C
Solvent delay: 10 min (6 min v prvni fazi)
Teplota rozhrani: 300 °C
Doba analyzy: 41 min
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Kvantifikace

Retencni ¢asy a hmotnostni spektra (viz tab. IIT) byly
ziskany méfenim jednotlivych derivatizovanych latek ve
vyS§§ich koncentracich. Analyty v redlnych vzorcich byly
poté detegovany porovnanim retencnich ¢asi s reten¢nimi
Casy standardd a shodnosti hodnot m/z. Pfiklad chromato-
gramu zahrnujiciho vSechny analyzované latky je uveden
na obr. 1. Hmotnostni koncentrace analytd byla vypoctena
z hodnot plochy piku pomoci kalibra¢ni zavislosti odezvy
detektoru na hmotnostni koncentraci analytu s ohledem na
plochy pikti surogatt pti konkrétnim méteni.

Dihydrokarbamazepin byl do vzorku pfidavan kvuli
kvantifikaci karbamazepinu, ktery je tepelné nestabilni
a pfi nastfiku na kolonu a samotné chromatografické ana-
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lyze se miize &astednd rozkladat. Ubytek dihydrokarbama-
zepinu, ktery ma stejnou kinetiku rozkladu, je pak imérny
ubytku karbamazepinu. Pro zjisténi vytéznosti byly prida-
vany latky do kone&né koncentrace 20 ng 17"

Vysledky a diskuse

Metodou GC-MS byly analyzovany realné vzorky
pitné vody. V prvni ¢asti pokust byl zcela dodrzen postup
uvedeny v publikaci®. S pfibyvajicim mnozstvim provede-
nych analyz dochéazelo ke zhorSovani odezvy jednotlivych
pikt, zhorSovani opakovatelnosti a bylo nutné castéjsi
¢isténi iontového zdroje, lineru a celého inletu, zejména
v disledku pouzivani derivatizacniho ¢inidla nastfikované-

au. DHC
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50000
NAP
CARB
EE2
10000 RJ‘ME”CL h
A

14 16 18

20 22 24 26

Obr. 1. Chromatogram standardi jednotlivych 1é¢iv a surogati: IBU — ibuprofen, NAP — naproxen, DHC — dihydrokarbamazepin,
CARB — karbamazepin, DICL — diklofenak, MA — kyselina meklofenamové, EE2 — 17a-ethinylestradiol

Tabulka IIT

Parametry stanoveni sledovanych 1é¢iv v pitné vod€ plynovou chromatografii s hmotnostni detekci

Nazev Zkratka Ret. cas Kvant. ion  Kval. ion Presnost” Vyt&Znost MS ¢

[min] [m/z] [m/z] [%] ng 1]

Ibuprofen IBU 12,90 263,2 161,1 4,5 87 0,5
Naproxen NAP 16,43 287,2 185,1 6,2 107 0,5
Dihydrokarbamazepin®  DHC 18,25 195,2 295.,5 - - -
Karbamazepin CARB 18,65 193,1 293,2 12,3 63 0,5
Diklofenak DICL 19,26 352,1 214,1 409,2 4,1 62 0,5
Kys. meklofenamova® MA 20,64 352,1 243,1 409,2 - - -
17a-Ethinylestradiol EE2 26,74 353,2 327,3 410,3 22,1 93 2,0

*Surogaty pouzité ke kvantifikaci, DHC pouzito ke kvantifikaci karbamazepinu, ® presnost vyjadiena jako relativni sméro-
datn4 odchylka pé&ti po sobé jdoucich néstiikii v %, ¢ mez stanovitelnosti
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Tabulka IV
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Nalezené koncentrace sledovanych analytdl ve vzorcich pitné vody v CR

Koncentrace I. etapa II. etapa III. etapa

IBU NAP CARB DICL EE2 IBU NAP CARB DICL EE2 IBU NAP CARB DICL EE2
<0,5" ng/l 92 92 92 92 92 12 19 15 22 24 8 12 12 14 15
0,5-3 ng/l 0 0 0 0 0 8 4 1 0 6 2 1 1 0
3-10 ng/l 0 0 0 0 0 2 0 1 1 1 0 0
> 10 ng/l 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0
minimum® <05 <05 <05 <05 <05 07 0,5 2,2 0,6 <20 05 0,8 1,4 1,9 <20
maximum®  <0,5 <05 <05 <05 <05 207 30 185 39 <20 36 30 136 19 <20
median® <05 <05 <05 <05 <05 20 2,2 55 225 <20 1,1 1,2 4 1,9 <20

“Pro EE2 je v II. a II. etapé mez stanovitelnosti 2,0 ng "', ® z hodnot nad mezi stanovitelnosti

ho pfimo do systému GC-MS. Proto byly pred dalsi fazi
odbéri vzorkd provedeny dil¢i tipravy metody popsané
vyse.

Vyté€znost se pohybovala od 62 do 107 % pfi koncen-
traci 20 ng 1™ (v prvni fazi od 68 do 111 % pii koncentraci
10 ng I'"), bylo dosazeno meze stanovitelnosti 0,5 ng 1™’
(ve druhé a tfeti fazi pro 17a-ethinylestradiol 2,0 ng 1™).

Analyza realnych vzorki pitné vody

Po zavedeni metody bylo v prvni fazi analyzovano
92 vzorkt pitné vody ze spotiebni sité¢ 92 rliznych vodovo-
dii viech kraji CR zahrnujicich nejvyznamngjsi vodovody
vyuzivajici jako zdroj surové vody jak vodu povrchovou,
tak i podzemni. Ani v jednom vzorku nebyla nalezena
koncentrace zadné ze sledovanych latek nad mezi stanovi-
telnosti.

Ve druhé fazi byl odbér vzorkll upravené pitné vody
zamé&fen na kritické lokality — apravny vody, které vyuzi-
vaji jako surovou vodu povrchovou vodu z dolnich tokl
tek, zatizenych odpadnimi vodami (20 lokalit), popf.
upravny, které v téchto mistech neodebiraji vodu pfimo
z toku, ale vyuzivaji biehovou infiltraci (3 lokality). Jen na
Ctyfech z téchto 23 lokalit byly vSechny nélezy pod mezi
stanovitelnosti, v ostatnich vzorcich byly nalezeny jedna
az tfi latky nad mez stanovitelnosti. Nejvice zachytt bylo
u ibuprofenu (12 v koncentraénim rozmezi 0,7 az 20,7 ng I,
s medianem na urovni 2,0 ng 1_1), nasledovano karbamaze-
pinem (8 zachytil v rozmezi 2,2 az 18,5 ng 1", s medidnem
na urovni 5,5 ng ™, naproxenem (5 zachytli v rozmezi 0,5
az 3,0ng1™) a diklofenakem (2 zachyty na trovni 0,6
a3,9ngl™).

Tteti etapa vzorkovani byla zaméfena na ovéfeni
vysSich koncentraci nalezenych ve druhé etapé. Vzorky
byly odebirany jak na vystupu z Upravny, tak v distribuéni
siti. 'V této etapé bylo odebrano 15 vzorkli vody
z 8 riznych vodovodl. V naprosté vétsiné pfipadi byly
nalezy niz$i nez ve druhé etapé a u vzorkll odebiranych ze
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sit¢ byl jen ve 3 pfipadech zjiStén pozitivni nalez — tiikrat
se jednalo o ibuprofen (0,5-1,2 ng1™"), jednou o karbama-
zepin (4,0 ng I'"). Vysledky jsou shrnuty v tab. TV.
Koncentrace 17a-ethinylestradiolu byly ve vSech
ptipadech pod mezi stanovitelnosti, ale nutno poukézat na jeji
relativné vysokou hodnotu. Podle nékterych modeld, nejde-li
0 bodové znecisténi z vyroby této latky, lze v povrchovych
a pitnych vodach o&ekavat koncentrace do 0,5 ng 1™ (cit.”).

Zavér

Uvedena metoda umoziuje stanoveni vybranych 1éciv
(karbamazepin, naproxen, ibuprofen, diklofenak, 17a.-
ethinylestradiol) v Cistych vodach na koncentracnich trov-
nich jiz od 0,5ng 1. Nutnost pouziti derivatizace pred
nastfikem na GC kolonu zvySuje naroky na Cetnost ¢isténi
jednotlivych ¢asti GC-MS systému a sniZuje jejich Zivot-
nost.

Zéachyt sledovanych latek v pitnych vodach CR byl
velmi vzacny a v koncentracich na trovni jednotek ng I™'.
Metodika hodnoceni zdravotnich rizik nizkych environ-
mentalnich expozic 1é¢iviim neni dosud ujednocena a bylo
navrzeno nékolik pristupi®. Bez ohledu na pouziti toho &
onoho modelu vypoctu vsak nevyplyva z nalezenych kon-
centraci nami sledovanych latek pro spotiebitele zadné
zdravotni riziko.

Publikace byla zpracovana v ramci projektu ,, Vyskyt
a zdravotni rizika zbytkii humannich léciv v pitnych vo-
dach* (Grantova agentura CR, ¢. 203/09/1583).
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I. Pomykacova, V. Cadek, V. Svobodov4, F. KoZi-
Sek, and H. Jeligova (Department of Water Hygiene, Nati-
onal Institute of Public Health, Prague): GC-MS Deter-
mination of Trace Amounts of Pharmaceuticals in
Drinking Water

The aim of this study was GC-MS screening of drin-
king water supplies for the presence of traces of pharma-
ceuticals. The target analytes were naproxen, ibuprofen,
diclofenac, carbamazepine and 17a-ethynylestradiol. Solid
-phase extraction (SPE) was used for for their preconcetra-
tion. Derivatization of target analytes in the eluted extracts
was performed using N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-
-methyltrifluoroacetamide. Limits of quantification were
less than 0.5 ng/L for naproxen, ibuprofen, diclofenac,
carbamazepine and less than 2.0 ng/L for 17a-ethynyl-
estradiol. The presence of target pharmaceuticals in drin-
king water in the Czech Republic is very rare; their con-
centrations range on the ng/L level.
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