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ABSTRAKT

Odpadové vody su v st¢asnosti povazované za vyznamny zdroj
pocetnej skupiny mikropolutantov (pesticidy, produkty osobnej
starostlivosti, ilegalne drogy, lie¢iva a ich metabolity, a in¢).
Tieto sa d’alej dostavaju do povrchovych vod a predstavuju tak
vazne riziko pre vodny ekosystém. Ciel'om predlozenej prace
bola identifik4cia a kvantifikacia viac ako devéit'desiatich lie-
¢iv, drog aich metabolitov v odpadovych vodach s vyuzitim
kvapalinovej chromatografie v kombindcii s tandemovou
hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS). Z vysledkov LC-
MS/MS analyz vyplynulo, Ze najvyssie koncentracie v odpado-
vej vode dosahovali kofein, metamfetamin, tramadol, venla-
faxin, telmisartan a diklofenak. Priemerna koncentracia lie€iv,
drog a ich metabolitov v odpadovych vodach ziskanych z od-
toku ¢istiarne odpadovych vdd sa pohybovala v rozmedzi
0d 0,7 ng.L"! to 40 pg.L%.

Kriacové slova: Hmotnostna spektrometria. Kvapalinova chro-
matografia. Mikropolutanty. Odpadova voda

ABSTRACT

Wastewaters are recently considered as a significant source of
a wide spectrum of micropollutants (pesticides, personal care
products (PPCPs), illicit drugs, pharmaceuticals and their me-
tabolites etc.). These are getting into surface waters thus repre-
senting a significant hazard for the water ecosystem. The aim
of presented experimental work was the identification and
quantification more than ninety pharmaceuticals, illicit drugs
and their metabolites in waste waters using a combination of
liquid chromatography and tandem mass spectrometry. The re-
sults obtained by LC-MS/MS analyses of waste waters shown,
that the highest concentrations were observed in the case of caf-
feine, methamphetamine, tramadol, venlafaxine, telmisartan
and diclofenac. The mean concentration of pharmaceuticals,
drugs and their metabolites varied from 0.7 ng.L! to 40 pg.L!
in the effluent of waste water treatment plant.

Key words: Mass spectrometry. Liquid chromatography. Mic-
ropollutants. Waste water
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UVOD

Za posledné desatrocia sa vyskyt mikropolutan-
tov vo vodnom prostredi stal rasticim globalnym
problémom [1]. Lie¢iva, drogy a ich metabolity st
povazované za nové environmentdlne mikropolu-
tanty, ktoré nepretrzite vstupuju do zivotného
prostredia. Vel'ka Cast’ lieCiv je vylucend v nezme-
nenom stave alebo vo forme aktivnych metabolitov
[2]. Ked'Ze &istiarne odpadovych vod (COV) nie st
vo v§eobecnosti primarne stavané na u¢inné odstra-
nenie takéhoto typu mikropolutantov, dostavaji sa
z Cistiarni d’alej do zivotného prostredia [3], v kto-
rom sa nachadzaji v koncentranom rozmedzi
ng.L"' az pg.L! [4]. Rovnako sa v zloZkach Zivot-
ného prostredia objavuju na vel'mi nizkych koncen-
traciach nové zltceniny, ale ich vplyv na zivotné
prostredie a 'udské zdravie nie je doteraz znamy.

Nizke koncentracie a réznorodost’ mikropolu-
tantov zvySuje zaujem o analyzu a monitorovanie
odpadovych vod, aby sa umoznilo d’alSie hodnote-
nie rizik pre vodné organizmy ¢i vodnu floru.
Analyza odpadovych vod je naroénd uz kvoli spo-
minanym nizkym koncentraciam, komplexnym
matriciam a $irokému spektru zltéenin s rdznymi
fyzikalno-chemickymi vlastnost'ami. Preto st po-
trebné jednoduché, spolahlivé a rychle analytické
metddy umoziujuice citlivé a selektivne stanovenie
jednotlivych mikropolutantov. Tato oblast’ je vy-
soko atraktivna, ¢o viedlo k vyvoju rdznych analy-
tickych postupov [5-8].

Jednym z najpouzivanejsich pristupov na ana-
lyzu vodnych matric je kombinacia kvapalinovej
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chromatografie s tandemovou hmotnostnou spek-
trometriou (LC-MS/MS) s off-line alebo on-line
extrakciou na tuhej faze (SPE) [6]. Spojenie LC-
MS/MS je jednou z najviac vyuzivanych analytic-
kych metod na identifikaciu a kvantifikaciu mikro-
polutantov kvoli svojej citlivosti, selektivite, repro-
dukovatelnosti, robustnosti, schopnosti detegovat’
ultrastopové koncentracie mikropolutantov vo vzor-
kéach a schopnosti ziskat” informacie o molekulovej
hmotnosti ¢i Struktare analytov (MS"). Pri spojeni
LC-MS/MS sa na ionizaciu analytov v sti¢asnosti
naj¢astejsie pouziva ionizacia elektrosprejom (ESI)
[3]. ESI patri medzi mékké ioniza¢né techniky, ¢ize
sa vyznacuje malou fragmenticiou molekul a za-
chovanim molekulového i6nu. Taktiez sa ESI pova-
Zuje za najSetrnejSiu ionizacnu techniku, ktord je
vhodnd pre analyzu polarnych, stredne polarnych
aaj tepelne nestalych zlucenin. Pri kvantifikdcii
mikropolutantov vo vodéach sa ako hmotnostny ana-
lyzator najviac vyuziva trojity kvadrupdl (QqQ),
najmi vd’aka svojej vysokej citlivosti, robustnosti
a ultra rychlemu skenovaniu vybranych reakcii [8].

CIEL

Hlavnym cielom prace bola identifikacia
a kvantifikdcia 92 mikropolutantov zo skupiny
drog, lie€iv a ich metabolitov vo vzorkach odpado-
vych vod z COV pomocou kvapalinovej chromato-
grafie v kombindacii s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS).

MATERIAL A METODY

Vsetky vysledky boli ziskané pomocou kvapali-
novej chromatografie v kombinécii s tandemovou
hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS). LC sys-
tém tvorili: vysokotlakové pumpy Accela 1250
a Accela 600 (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
CA, USA), termostat koldny, autosampler HTS X T-
CTC (CTC Analytics AG, Zwingen, Svaj&iarsko).
Hmotnostne-spektrometricka analyza bola uskuto¢-
nend na pristroji TSQ Quantiva™ s trojitym kvad-
rup6lom (Thermo Fisher Scientific) a s vyhrieva-
nym elektrosprejom (HESI). Namerané data boli
vyhodnocované pomocou softwéru TraceFinder
(Thermo Fisher Scientific). Dalie spracovanie vy-
sledkov bolo vykonané pomocou programu Micro-
soft Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA).

Hmotnostne spektrometrické analyzy boli usku-
toénené v pozitivnom aj v negativnom ionizacnom
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modde. Napitie na HESI kapildre bolo -2,5kV re-
spektive +3,5kV. MS data boli zberané v rozsahu
100-900 m/z. RozliSovacia schopnost’ analyzétora
bola 0,7 FWHM. Teplota vyhrevného bloku a tep-
lota CDL kapilary bola nastavena na hodnotu
338°C. Ako predseparacnd koldna bola pouzita
Hypersil Gold aQ (20mm x 2,1 mm i.d. s vel’kost'ou
Castic 12 pm) a ako analytickéa koldéna bola pouzita
Hypersil Gold aQ (50mm x 2,1 mm i.d., s velkos-
t'ou Castic 5 um ) (obe od Thermo Fisher Scientific).
LC separécia bola uskuto¢nena za pouzitia gradien-
tovej elucie 0,1% kyseliny mravéej vo vode (A)
a 0,1% kyseliny mravcej v acetonitrile (B). Davko-
vany objem vzorky odpadovej vody bol 1 mlL.
Celkovy ¢as LC-MS/MS analyzy bol 15 minut.
Detailny popis k pouzitej LC-MS/MS metode je
uvedeny v literatare [5,6].

Vsetky pouzité chemikalie boli ziskané od firmy
Merck (Darmstadt, Nemecko) alebo Sigma Aldrich
(Steinheim, Nemecko). Na pripravu mobilnych faz
a vzoriek pre MS analyzy bola pouzitd ultradista
voda ziskana zo systému Aque-MAX-Ultra (Youn-
glin, Kyounggi-do, Kérea). Izotopicky znacené
Standardy vybranych analytov boli zaktpené od
Cambridge Isotope Laboratories Inc. (Andover,
MA, USA) a CDN Isotopes (Pointe-Claire, Quebec,
Kanada). Zasobné roztoky Standardov boli pripra-
vené v metanole o koncentréacii 1 mg.L"' a boli skla-
dované pri teplote -20°C. Kalibra¢né zavislosti pre
stanovenie drog, lieciv a ich metabolitov v rozsahu
od 10 do 2500 ng.L™!. K 10 mL zhomogenizovanej
a prefiltrovanej odpadovej vody bola pridana zmes
vnutorne znacenych Standardov.

Vzorky odpadovych vod (24 hodinové, n = 12)
boli ziskané z odtoku ¢istiarne odpadovych vod
Petrzalka, Bratislava. Pred samotnou analyzou vzo-
riek odpadovych vod z odtoku COV pomocou LC-
MS/MS bola k 10 mL zhomogenizovanej a prefil-
trovanej odpadovej vody (striekac¢kové filtre z rege-
nerovanej celuldzy s velkostou porov 0,45 pm)
pridand zmes izotopicky znacenych vnutornych
Standardov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V praci sme sa rozhodli overit’ moznosti pouzitia
metody LC-MS/MS pre identifikdciu a kvantifika-
ciu 92 mikropolutantov zo skupiny drog, lie¢iv a ich
metabolitov v environmentalnych vzorkach (vzorky
odpadovych vod z COV Petrzalka, Bratislava).
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Medzi najrozsirenejSie mikropolutanty vyskytu-
juce sa vo vodach na svete patri kofein, ktory zara-
d'ujeme medzi stimulanty centrdlnej nervovej
sustavy. Tento fakt potvrdzuju aj vysledky z LC-
MS/MS analyz vzorky odpadovej vody zCOV
Petrzalka, kde bol kofein kvantifikovany na koncen-
tracnej Grovni 37 000 ng.L"'. Medzi najrozsirenejsie
ilegalne drogy v Slovenskej a Ceskej republike patri
metamfetamin [9], ¢o potvrdili aj vysledky LC-
MS/MS analyzy odpadovej vode z COV Petrzalka,
kde bol metamfetamin kvantifikovany na koncen-
tratnej urovni 460 ng.L'. Medzi ilegilne drogy,
ktoré sme stanovili v odpadovej vode patri aj
MDMA, ktorej spotreba sa rapidne zvysi pocas
vikendovych hudobnych podujati ¢i festivalov [9].
Koncentrdcia MDMA dosahovala hodnotu 5,2
ng.L"!. Dal$ou &asto konzumovanou drogou na Slo-
vensku je marihuana. Marihuana obsahuje THC
(tetrahydrocannabinol), ktory je zodpovedny za ha-
lucinogénne u¢inky rastliny. THC sa v l'udskom tele
metabolizuje na niekolko metabolitov, jeden
z tychto metabolitov (THC-COOH) bol kvantifiko-
vany v odpadovej vode na koncentra¢nej trovni 120
ng.L!. V odpadovej vode boli kvantifikované aj iné
ilegalne drogy ako napr. amfetamin, kokain, me-
mantin ¢i metadon. Ich koncentracia sa pohybovala
v rozsahu od 0,7 po 95 ng.L"'. Kodein je najviac roz-
Sirenym opiatom na celom svete, povaZzuje sa za
prekurzor morfinu. VyuzZiva sa v medicine kvoli
svojim analgetickym, antitusivnym a protihnacko-
vym uc¢inkom. Kodein bol kvantifikovany na kon-
centra¢nej Urovni 50 ng.L!.

Zo skupiny analyzovanych psychoaktivnych lie-
¢iv (citopram, velafaxin, oxazepam, amitriptylin,
mirtazapin atramadol) dosahoval najvys$Siu kon-
centraciu tramadol (810 ng.L™!). Hlavnym dévodom
vysokej koncentracie tramadolu v odpadovej vode
je, ze patri medzi najcCastejSie predpisované lieky
proti bolesti [9]. Citalopram a venlafaxin patria me-
dzi najcastejSie predpisované antidepresiva, ich
koncentracia dosahovala hodnoty 170 a 670 ng.L!.
Koncentracia ostatnych antidepresiv bola v koncen-
tratnom rozmedzi od 1 po 71 ng.L".

Medzi dalSie skupiny lie¢iv identifikované
v odpadovej vode patria B-blokatory, ktoré znizuja
srdcovu frekvenciu a vyrazne znizuju riziko vzniku
portich rytmu. Najvys§ia koncentracia bola stano-
vena pri metoprolole, konkrétne 320 ng.L-!. Ateno-
lol, ktory sa vyuziva pri lie€be anginy a vysokého
tlaku, bol kvantifikovany na koncentracnej trovni
300 ng.L'. Koncentracia zvy$nych B-blokatorov sa

Tabul’ka 1 Vysledky z LC-MS/MS analyzy odpadovej
vody odobranej v lethom obdobi z odtoku COV Petr-

zalka, Bratislava

g Koncentracia
Kategoria Analyt (ng.L"]
Amfetamin 95
Kofein 37000
Metamfetamin 460
MDMA 5.2
Kokain 68
Memantin 19
. Metadon 6,1
Psychostimulant Katinon 22
MDA <73
Mefedron <14
MDEA <14
Ketamin <14
Alprazolam <7
Kanabinol <0,71
Opiatové analgetikum Kodein 50
a-blokator Alfuzosin 4,1
Atenolol 300
Bisoprolol 150
. Sotalol 26
B-blokator Metoprolol 320
Propranolol 1,8
Diltiazém 5,2
Azitromycin 360
Klaritromycin 640
Trimetoprim 110
Sulfametoxazol 47
Makrolidové antibioti- Kllndamyc'm 36
Kum Erytromycin 210
Terbutalin <2.1
Sulfadiazin <11
Sulfamerazin <33
Sulfametazin <56
Sulfametizol <2.1
Karbamazepin 340
Antiepileptikum Oxkarbazepin 40
Klonazepam <2,2
Citalopram 170
Oxazepam 71
Amitriptylin 4.4
Mirtazapin 14
Venlafaxin 670
Antidepresivum Trame}dol 810
Klomipramin <1,2
Donepezil <1,1
Mianserin <1,3
Haloperidol <1,7
Maprotilin <1
Sertralin <14
Cetirizin 280
Difenhydramin 10
Antihistaminikum Klemastlp <L
Loperamid <1,1
Terbinafin <1,2
Meklozin <23
Bezafibrat 29
.. . Atorvastatin 280
Hypolipidemikum Rosuvastatin 120
Fenofibrat 23
e . Glibenklamid 5,3
Antidiabetikum Glimepirid 3.9
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Tabul’ka 1 — pokracovanie

- Koncentracia
Kategoria Analyt [ng.L"]
Antireumatikum Diklofen_a k 950
Sulfapyridin 150
Morfin 38
. Oxykodon <2,6
Analgetikum Dicykloverin <1
Pizotifén <1,3
Irbesartan 620
Antagonista Telmisartan 860
angiotenzinu Valsartan 1500
Cilazapril <1,2
Verapamil 51
Antiarytmikum | Disopyramid <0,97
Tamoxifen <14
Antiparkinsoni- Blpe.rl.den <37
kum Ropinirol <1,7
Orfenadrin <1,1
Kontrastné latky | Johexol 2000
Benzoylekgonin 110
Sulfoxid klindamycin 130
THC COOH 120
O-Desmethylvenlafaxin 340
10,11 -dll}ydro kar- 490
bamazepin
N4 Acetylsufametoxa- 430
zol
Metabolity Karbgmazepl’n 10,11- 19
vybranych cpoxid -
licciv a drog Fexofenadin 880
6-acetylmorfin <6,4
2-0xy-3-hydroxy-LSD <14
Norketamin <0,92
Oseltamivir-karboxylat <2,1
N1_Acetylsufametaxa- <12
zol
10, 1 1-dihydrokarbama- <17
zepin
Norsestralin <0,77

pohybovala v koncentraénom rozmedzi od 1,8 po
150 ng.L".

Dalsou studovanou skupinou lie¢iv boli makroli-
dové antibiotikd, ktoré inhibuju bakterialnu proteo-
syntézu na urovni ribozémov. Do tejto skupiny ra-
dime klaritromycin, ktory bol kvantifikovany na
koncentra¢nej Grovni 640 ng.L"!. Taktiez do tejto
skupiny patri azitromycin a erytromycin, ich kon-
centracie dosahovali hodnoty 360 a210 ng.L'.
V odpadovej vode bol kvantifikovany aj diklofenak
na koncentra¢nej urovni 950 ng.L!. Diklofenak rov-
nako ako tramadol patri medzi najcastejSie predpi-
sované lieky proti bolesti. Identifikované boli aj
ucinné latky, ktoré znizuju krvny tlak, ako irbesar-
tan, telmisartan a valsartan, ich koncentracia sa po-
hybovala v rozmedzi od 620 po 1500 ng.L™".

V odpadovej vode bol taktiez stanovena jodo-
vana kontrastna latka, johexol, ktora sa pouziva pri
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radiografickych vysetreniach. Jeho priemerné kon-
centracia sa pohybovala na urovni od 2 000 ng.L™".
V odpadovej vode boli identifikované a kvantifiko-
vané aj iné skupiny lie¢iv ako napr. antihistaminika,
antiarytmikd, antiepileptika ¢i hypolipidemika (de-
taily vid’ Tab. 1).

ZAVER

Predlozend praca popisuje identifikaciu a kvan-
tifikaciu r6znych mikropolutantov zo skupiny drog,
lie¢iv a ich metabolitov vo vzorkach odpadovych
vod z odtoku COV pomocou kvapalinovej chroma-
tografie v kombinacii s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS). Priemerna koncen-
tracia lie€iv, drog a ich metabolitov v odpadovych
vodach ziskanych z odtoku cCistiarne odpadovych
vod sa pohybovala v rozmedzi od 0,7 ng.L"' do
40 png.L!. Koncentracia vacsiny lieiv bola vyssia v
zimnom obdobi. Vyvoj novych analytickych metod
zalozenych na kombinacii kvapalinovej chromato-
grafie s hmotnostnou spektrometriou ponika moz-
nosti pre spol'ahlivi identifikdciu a kvantifikciu
roznych typov mikropolutantov v réznych kom-
plexnych environmentalnych vzorkach, ¢im moze
prispiet’ k vy$sej ochrane Zivotného prostredia ako
aj I'udského zdravia.
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