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HPLC-MS analyzy na ENVIRONMENTALNI sekeci

Farmaceutické latky a jejich metabolity
Pesticidy

PFAS

a cela rada dalsich analytu

14 pfistroju LC-MS

e UPLC Acquity + MS/MS Xevo TQ-S/XS (Waters)
* Agilent 1290 Infinity Il + 6495C Triple Quadrupole (Agilent)




INSTRUMENTACE

Waters

THE SCIENCE OF
WHAT'S POSSIBLE."

HPLC - UPLC
KAPALINOVY CHROMATOGRAF

HMOTNOSTNi SPEKTROMETR
MS/MS (QqQ)
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VYVOJ LC-MS METODY - LC/MS ANALYZA

VYBER KOLONY

* typ stacionarni faze
* rozmér kolony

VYBER MOBILNI FAZE

e aditiva
e eluce

PARAMETRY MS DETEKCE

* tzv. ladéni analytl
* podminky MS detektoru
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VYVOJ LC-MS METODY - PRiPRAVA VZORKU

TYP MATRICE

* vody
* pevné matrice - zeminy, sedimenty, kaly
 ovzdusi

REDENI VZORKU A PRIMY NASTRIK

* u jakych vzorkd Ize ocekavat?

EXTRAKCE VZORKU, PRECISTENi A ZAKONCENTROVANIi ANALYTU
* typy extrakce

* moznosti precisténi a zakoncentrovani
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VYVOJ LC-MS METODY - VALIDACE METODY

Validované parametry

* selektivita

* linearita a pracovni rozsah metody
* spravnost metody
 opakovatelnost

e citlivost (LOD a LOQ)

« odhad nejistoty méreni

* robustnost

right solutions. right partner.
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MIKROPOLUTANTY

* latky antropogenniho plvodu

* vyskyt v nizkych koncentracich = mikropolutanty
e persistentni v prostredi

* mohou mit negativni dopad na véechny slozky ZP

* nejsou doposud jasné legislativné definovany

NEJCASTEJSi MIKROPOLUTANTY
* pesticidy
* farmaka (+ drogy) a jejich metabolity
* produkty osobni péce
* per- a polyfluoroalkylované slouc¢eniny (PFAS)
* mikroplasty

* endokrinni disruptory (napf. hormony)

right solutions. right partner.



MIKROPOLUTANTY V ZIVOTNIM PROSTREDI

predstavuji zavazny problém pro ZP
latky s potencidlné skodlivymi dopady na ekosystém i lidské zdravi
latky pochazejici z riznych zdroju

i pres nizké koncentrace je jejich vliv znacny

P :
. . d 7 7 d . \ ’
vliv zejména na vodni ekosystém (vodni organismy) » Pevsonal cane produc
nékteré mikropolutanty mohou mit vliv na kvalitu pitné vody B2
o ixe : L : " b Detergents
prinasi riziko (alergie, zdravotni obtize, rozvoj onemocnéni)

z odpadnich vod se dostavaji do povrchovych a podzemnich vod
snaha o implementaci novych cistirenskych technologii

Steroid hormones

) . ®
Industrial chemicals



LECIVA

syntetické chemické latky

* bézna soudast zZivota

B Analgetika

.....

rezistentni vaci prirozenému rozkladu

e 3 ku mu | ace v éiVOtn |'m p rostFed II m Léciva ovliviujici renin-angiotenzinovy systém
Léciva proti nachlazeni a kasli

W Léciva k terapii diabetu

m Antibakterialni Iéciva pro systémovou aplikaci

H Zbytek

ZDROJ: SUKL, 2022

e spotieba léciv v roce 2022 (SUKL)
e 270 mil. baleni |é¢ivych pripravkd

* 2 baleni na osobu/mésic
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ANALYZA LECIV

PRIPRAVA VZORKU
* fedénivzorku je klicové
* pridani aditiv nezbytnych pro spravnou analyzu

* filtrace do vialky

ANALYTICKA KONCOVKA
e UHPLC-MS/MS

right solutions. right partner. © Copyright 2022 | ALS Limited 13



VYSLEDKY ANALYZY LECIV

« odpadnivody a povrchové vody analyzované v letech 2020 - 2022

160 7 & Primérna koncentrace |éCiv v pg/l vypoctena z pozitivnich néalezi s
o hodnotou 2 0,05 pg/I.
140 -

Zobrazena pouze léciva s poctem takovych nalezt 70 a vice.
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©
o
0.26

0 ~ ® Pramérna koncentrace léciv v pg/l vypoctena z pozitivnich
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ODSTRANENI LECIV NA COV
MECHANICKO-BIOLOGICKE CISTENI

Mira odstranéni
Min.: 7 %

Max.: 35 %

Pramér: 21 %

10
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® Carbamazepine
@ Citalopram

® Clarithromycin

Koncentrace (pg/l)

® Diclofenac

® Hydrochlorothiazide
®Irbesartan

‘@ Metoprolol

® \/enlafaxine
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ODSTRANENI LECIV NA COV
OZONIZACE

Mira odstranéni
T <o M|n.: 79 %
Max.: 92 %

Primér: 89 %

"""""""""""""""""""""""""""""" ® Carbamazepine

@ Citalopram
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""" ® Clarithromycin

® Diclofenac
............................................. ®Hydrochlorothiazide

®Irbesartan

® Met lol
, A=N=m=n_N= E=m=E=E= etoprclo

© @ ® Venlafaxine

Koncentrace (pg/l)
[\%) =S (2] [es]
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0-1907-

WO-1207-6
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WO-2806-
0-2806-6
0-1506

WO-0806-6
0-0806
0-2305-6

WO-1506-
WO-2305

WO-2607
WO-1907-6

WO-0308
WO-0208

WO-1608
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NEJCASTEJI ZASTOUPENA LECIVA VE VODE

METFORMIN Metformin (C4HNs)

NH NH
* |écba diabetu 2. typu )L )J\
\T N NH,

* zejména u pacientl s nadvahou (podporuje tzv. vdhovou neutralitu)
* anti-aterosklerotické ucinky
» kardioprotektivni ucinky

* |ze kombinovat i s ostatnimi léky i inzulinem

« obsah v odpadnich vodéach se pohybuje az v fadu stovek pg/I i o

* nalézan v povrchovych vodach




NEJCASTEJI ZASTOUPENA LECIVA VE VODE

PARACETAMOL

analgetikum a antipyretikum

schvélen a bézné pouzivan

dostupny bez receptu napf. jako:

* Paralen, Panadol, Coldrex, Valetol, a dalsi

P ———————

nevhodnd kombinace s alkoholem — COLBREX®

° , . . o .7 TABLETY
* zpUsobi vznik toxinl v jatrech -




NEJCASTEJI ZASTOUPENA LECIVA VE VODE

DICLOFENAC

nesteroidni protizanétlivé lécivo

|écba bolestivych pourazovych stavi s projevy otoku nebo zanétu DICLOFENAC
* uZiva se pfi artritidé

* pfi degenerativnim onemocnéni kloubd a patere

gel ulevuje od bolesti, zmirmuje otok a pusobi protizanétliveé

pri bolesti kloubd, vazl a svall

pfi vymknuti ¢i pohmozdéni

DICLOFENAC( ALMED 10 mg/g GEL

aiwivo



NEJCASTEJI ZASTOUPENA LECIVA VE VODE

GABAPENTIN

* |écba epilepsie

* |écba neuropatické bolesti

* chronicka bolest zplisobena poskozenim nervi
* trvald nebo kolisava, paliva bolest

* pfi mirné formé se projevuje mravencenim & brnénim

* tato bolest mUze doprovéazet riznd onemocnéni

* diabetes, pasovy opar

right solutions. right partner. © Copyright 2022 | ALS Limited 20



NEJCASTEJI ZASTOUPENA LECIVA VE VODE

IOMEPROL
OH o |1 0 OH
» radiokontrastni ¢inidlo pfi rentgenovém zobrazovani K]/\ﬁ ﬂ/\‘)
OH | | OH
* registrovan ve vice nez 40 zemich po celém svété L

poskytuje dobré zobrazovaci vysledky
* mozné nezddouci Ucinky
* lokalizovana bolest, pocity tepla, poruchy chuti

* alergické reakce (zvraceni, zavraté, kozni reakce)

podobné latky: iopamidol, iohexol, iopromid

right solutions. right partner. © Copyright 2022 | ALS Limited 21



NEJCASTEJI ZASTOUPENA LECIVA VE VODE

KOFEIN

* nejpouzivangjsi prirodni stimulant na svété

alkaloid povzbuzujici CNS a kardiovaskularni systém

» docasné potlacuje Unavu a probouzi bdélost

legalni a bezpecna latka

schvalend celosvétové

Casté nalezy napfi¢ matricemi

az stovky pg/I




HORMONY

produkty zIaz s vnitini sekreci

latky, které ridi ¢innost rlznych organu a Ucastni se metabolismu
vliv na funkci mnoha tkani, predevsim na reprodukéni systém
nejvétsi povédomi panuje o steroidnich hormonech

prirodni vs. syntetické



OSUD STEROIDNiICH HORMONU V PROSTREDI

* pfi metabolismu v jatrech vznikaji rozpustné

derivaty, které se vylou&i mogi Possible sources of estrogens and their release into water resources
!
* aktivni volné formy estrogenl nemusi byt ~ B

Cistirnami odpadnich vod dostatecné zachycovany

a mohou se dostat do povrchovych vod ) Phamaceuticalaste) Hoepaiwaste

Redefining of endocrine disruptive estrogens

[

* nasledna kontaminace podzemni vody a zdroju S

pitnych vod, usazovani v fi¢nich sedimentech
* zapojeni do potravniho retézce

* neblahé plsobeni na zdravi

Al

i 4

P A L b, . 1, 1

et Jl‘ ‘-4,34 ‘»_,“2"-,‘/‘fvv,,',a “-.,‘5‘ ‘L‘gﬁff'ﬁ 15 N . S
4 v v < v v v v v v - -

v,

ZDROJ: https://doi.org/10.1016/|.scitotenv.2021.149635
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https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149635

UCINKY STEROIDNiICH HORMONU

* hormonalni nerovnovaha

* metabolické a fyziologické poruchy
* problémy s rozmnozovanim

* hypertenze

* poruchy nédlad, agrese, deprese

* chronicka toxicita

* vyvoj abnormalit

* reprodukéni zmény

* neplodnost

* naruseni vodniho potravniho fetézce

* zpomaleni rdstu
* inhibice vysemenéni
* omezeni rlstu korenového systému

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.07.025
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OPTIMALIZACE PODMINEK ANALYZY LC-MS/MS

Chromatografické podminky

Kolona: Poroshell 120 SB-AQ (150 x 3 mm; velikost ¢astic 2,7 um)
Mobilni faze: 1 mM fluorid amonny a acetonitril

Pratok MF: 0.3 ml/min v gradientové eluci % i
Objem vzorku: testovano 10 az 50 =

Teplota separace: 30 °C

MS podminky

lonizace ESI - -
Gas Temperature 250 °C

Gas Flow 20 I/min.

Nebulizer 45 psi

Sheat Gas Temp 350 °C

Sheat Gas Flow 11 1/min.

Capillary Voltage -3500V

Nozzle Voltage 0V neg



PRIPRAVA VZORKU

* priprava vzorku vychazi z legislativné pozadovanych nizkych limitd

* Solid Phase Extraction (SPE)

CONDITIONING SAMPLE ADDITION WASHING ELUTION ,9 ISOLUTE® 5
0% 4 =

o @, I e,
= l - ._*.1-_ - l S l - 7 g,
ol * A
4
— [—1 » [——"1
*
4 *

I T R |

Analyte » Interferents =« o/

Schematic representation of SPE
clean-up procedure



OPTIMALIZACE PODMINEK ANALYZY LC-MS/MS
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CO UMIME?

* metoda zavedena v rutinnim provozu

* validované matrice

* pitna voda, kohoutkovéa voda, balena voda a povrchovéa voda

- limit 1 ng/l dle aktualizace vyhlasky ¢. 252/2004 Sb.

* pro analyzu potrebujeme 500 ml vody ve sklenéné lahvi

* nyni se zamérujeme na odpadni vodu




KONKRETNI CISLA @

 od zavedeni metody (leden 2024) - dosud: 1 215 vzorki vody

Pozitivni nalezy v odpadni vodé:

706

17a-ESTRADIOL 10 - 20 ng/I
17B-ESTRADIOL  15- 140 ng/

327
ESTRON 48 - 190 ng/|
94
32 56 ESTRIOL 275 -550 ng/|
B = 2

PITNAVODA PODZEMNi POVRCHOVA VODA ODPADNI
VODA VODA VODA
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PFAS

tzv. vééné chemikalie

pramyslové vyrabéné per- a polyfluoralkylované latky

vysoce stabilni latky s unikatnimi vlastnostmi @
perzistence a bioakumulace d j-l

nalézany napfi¢ véemi slozkami ZP

nepfilnavé obaly potravin vodéodolné
* hromadi se v organismu a mohou vést k celé radé onemocnéni nadobi oble&eni
ZDROIJE [ls
Legislativa ’
* od 1. 1.2022 plati Smérnice evropského parlamentu a rady ko?erce PFAS barvy
o jakosti vody urcené k lidské spotrebé (¢. 2020/2184) a nabytek
* do ledna 2026 musi ¢lenské staty EU pfijmou nezbytna opatreni
k zajisténi toho, aby u vod urcenych k lidské spotrebé byly
dodrzeny hodnoty ukazatell ,PFAS celkové” a ,suma PFAS”
* suma PFAS” 0,1 pg/l kosmetika hasici péna pesticidy
- ,PFAS celkové” 0,5 ug/! produkty osobni péce

right solutions. right partner.



PFAS - NEJVYZNAMEJSI ZASTUPCI

* PFOA perfluoroktanova kyselina
* PFOS perfluoroktansulfonat
PFOA
* ostatnich derivatl je popsano cca 5000 ﬁ)\q
* napf. perfluoroalkylkarboxylové kyseliny PFOS

perfluoroalkylsulfonové kyseliny

perfluorované sulfonamidy

right solutions. right partner.



ANALYZA PFAS

presna analyza zacina uz spravnym odbérem vzorkd
kritickym bodem je jiz odbér reprezentativniho vzorku
nevhodny material vzorkovnice muze ovlivnit vysledek stanoveni / zkontaminovat vzorek

nesmi se pouzivat sklo

pro analyzu vody je potfeba 250 ml vzorku

pro analyzu pudy 50 g

po odbéru vzorek uchovat v chladu

a transportovat do laboratore




PRIRAVA A ANALYZA VZORKU VODY

* potfebné mnozstvi vzorku se nejprve promicha a prefiltruje
* prida se ISTD
* nasleduje SPE (moznost provést i on-line verzi)

« optimalizace toho kroku zahrnuje:

» urceni vhodného objemu vzorku, rychlost pritoku vzorku kolonkou, elu¢ni objem

* analyza extraktu pomoci HPLC-MS
« chromatograficka kolona (po optimalizaci vybran mixed mode)
«  mobilnifaze: 25 mM octan amonny + acetonitril
-« gradientova eluce

«  MS analyza v ESI - médu




DEKUJI ZA POZORNOST A PTEJTE SE! ©
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