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Seznam pouzitych zkratek a symbolia

* ACN - acetonitril

= COV - disticka odpadnich vod

* DOM - rozpusténa organicka hmota (Dissolved Organic Matter)

* GABA - kyselina gama-aminomaselna

= HPLC - wvysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

= HPLC-MS/MS - vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (High Performance Liquid Chromatography with tandem
mass spectrometry)

» [Cso — inhibi¢ni koncentrace, ktera ma za nasledek 50% snizeni rastu (Half-maximal
Inhibitory Concentration)

» LCso — letalni koncentrace, ktera po jednorazovém podani usmrti 50 % testovanych
zvitat (Lethal Concentration)

* LOEC - nejnizs§i pozorovatelnd koncentrace ucinku (Lowest Observed Effect
Concentration)

* MF — mobilni faze

* MS — hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

* NIH - narodni institut zdravi (National Institute of Health)

* NOEC - nejvyssi koncentrace bez pozorovatelného ucinku (No Observed Effect
Concentration)

* pic B5 — pentansulfonova kyselina (

* RP-HPLC - wvysokoucinnd kapalinova chromatografie na reverzni fazi
(Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography)

»  SERT - serotoninovy transportér (Serotonin transporter)

= SSRIs — selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (Selective Serotonine
Reuptake Inhibitors)

*  TOC - celkovy organicky uhlik (Total Organic Carbon)



1. UOVOD

1.1. Charakteristika fluvoxaminu a sertralinu

Antidepresiva patii mezi nejcastéji predepisovana léciva na celém svété (Minguez et
al., 2018). Fluvoxamin (Obr. 1A), systematickym nazvem 2-[(E)-[5-methoxy-1-[4-
(trifluoromethyl)phenyl]pentylidene]aminoJoxyethanamine  (Ci1sH21F3N20O2) 1 sertralin
(Obr. 1B), systematickym nazvem  (1S,4S)-4-(3,4-dichlorophenyl)-N-methyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalen-1-amine (C17H17CL2N) oboji podle ITUPAC (PubChem, 2022) jsou
antidepresiva ze skupiny selektivnich inhibitorii zpétného vychytavani serotoninu
oznacovanych zkratkou SSRIs z anglického terminu Selective Serotonine Reuptake Inhibitors
(Kosova, 2021). SSRIs jsou skupinou léka nejCastéji predepisovanych k 1écbé deprese.
Mechanismus ucinku jiz vyplyva z nazvu, SSRIs inhibuji serotoninovy transportér (tzv.
SERT) na presynaptickém zakonCeni axonu. Inhibici SERT zlstava zvySené mnozstvi
serotoninu v synaptické §térbiné a stimuluje postsynaptické receptory po delsi dobu (Chu &
Wadhwa, 2022; Hashimoto et al., 2022; Sukhatme et al., 2021). ZvySeni koncetrace serotoninu

v centralnim nervovém systému hraje roli pii regulaci nalady a ovliviiuje téz bdélost (Rang &

Dale, 2012; Singh & Saadabadi, 2019).

1
o
canyZ

L-Z
/
z
LT

Obr. 1: Strukturni vzorce: A — fluvoxamin (PubChem); B — sertralin (PubChem).



Obé antidepresiva velmi nepatrné ucinkuji na jiné mechanismy zpétného vychytavani
monoamind, jako jsou noradrenalin ¢i dopamin (Figgitt & McClellan, 2000; Libersat &
Pflueger, 2004; Piibalovy letak — Asentra 100). Pomérmneé mala ¢i zadna je afinita fluvoxaminu
k adrenergnim, muskarinovym, cholinergnim nebo histaminergnim receptorim (Dell’ Osso et
al., 2005). Sertralin k tomu navic nemé vyznamnou afinitu k GABA nebo benzodiazepinovym
receptorim, a naopak oproti fluvoxaminu blokuje alfa receptory, patfici k adrenergnim
receptorum (Johnson & Chang, 1996; Pribalovy letak — Asentra 100; Kosova, 2021). Praveé
vliv na méné typu receptorti vykazuje lepsi snasenlivost nez u 1. a 2. generace antidepresiv.
Maji také diky tomu méné nezadoucich ucinka (Lincova, 2002; 2. LF UK, 2015).

Fluvoxamin 1 sertralin se vazou rovnéz na sigma-l receptory, coz jsou
transmembranové proteiny vyskytujici se zejména v centralni nervové soustave, priCemz
afinita sertralinu k nim je niz8§i nezli fluvoxaminu (Hashimoto, 2009; Kosova, 2021).
Fluvoxamin prostfednictvim mechanismu zprostiedkovaného sigma-1 receptorem zvysuje
rist neuritdl indukovanych nervovym riistovym faktorem v butikdch PC12!, coz naznaduje, Ze
neurogeneze se muze podilet na antidepresivnim uc¢inku fluvoxaminu. Sertralin v§ak tento rtst
neuritd inhibuje prostfednictvim inhibice sigma-1 receptoru, na rozdil od fluvoxaminu
(Matsushima et al., 2019). Z regulace sigma-1 receptoru fluvoxaminem pravdépodobné
prameni jeho protizanétlivé ucinky vzhledem k tomu, ze tento receptor moduluje vrozené a
adaptivni imunitni reakce (Sukhatme et al., 2021).

V mediciné¢ se fluvoxamin pouziva klécbé depresi a obsedantné-kompulzivni
poruchy —jedna se o prvni z SSRIs, ktery byl registrovan pro 1écbu této poruchy u déti
(Burton, 1991; Irons, 2005). Pouziva se ve forme maleatu (Claghorn, 1996). Nabizi se jako
pomérné vhodna alternativa k tricyklickym antidepresiviim jako jsou napt. klomipramin a
imipramin, zejména u pacientl trpicich soubézné s depresivnim onemocnénim také
kardiovaskularnimi a anticholinergnimi onemocnénimi vzhledem k tomu, ze oproti
tricyklickym antidepresivim zpusobuje méné kardiovaskularnich a anticholinergnich
nezadoucich ucinkt (Benfield & Ward, 1986; Kosova, 2021).

Lenze et al. (2020) ve své studii uvadeji, ze fluvoxamin by mohl zabranit klinickému
zhorSeni u dospélych ambulantnich pacientd s COVID-19. V jejich studii byly pozorovany
dvé skupiny pacientd, kdy jedné skupin€ byl podavan fluvoxamin (n = 80) a druhé placebo

(n =72). Nebylo pozorovano zadné klinické zhorSeni u pacientd uzivajici fluvoxamin, naproti

1PC12 je bunécna linie odvozena z feochromacytomu drené nadledvin potkana, ktera ma embryonalni
puvod z neuralni listy, ktera obsahuje smés neuroblastickych bunék a eozinofilnich bungk.
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tuto u osob ze skupiny uzivajici placebo se zhorSeni objevilo u Sesti zacastnénych. Ke
stejnému zaveéru dospéli ve své praci 1 Seftel & Boulware (2021). Jako v pfedchozi studii 1 zde
byla skupina, které byla Iécena fluvoxaminem (n = 65), a druha skupina, ktera byla pouze
pozorovana (n = 48). U skupiny 1éCené fluvoxaminem nebyl pozorovan zadny nové vznikly
pfipad onemocnéni, zatimco u skupiny neléCené se vyskytlo Sest novych pfipadi nemoci. Reis
et al. (2022) provedli studii s vét§imi skupinami (celkem pocet ucCastnikt 1497) tak, ze
neockovani dospéli pacienti s pozitivnim testem na SARS-CoV-2 a se symptomy onemocnéni
byli nahodné pfifazeni bud k 1é¢be fluvoxaminem (100 mg 2x denné po dobu 10 dndi) nebo
placebem. Pocet pacienti ve skupiné léCenych fluvoxaminem byl 741 a pocet pacienti ve
skupingé, kterym bylo podavano placebo byl 756. Podil pacientl, u nichz byla nutna
hospitalizace byl nizsi ve skupin€ s fluvoxaminem. U pacientti Ié¢enych fluvoxaminem doslo
k jednomu, zatimco u pacientd s placebem ke dvanacti umrtim. Dne 23. dubna 2021 byl
fluvoxamin zafazen do pokynt pro COVID-19 amerického Narodniho institutu zdravi (NIH)
jakozto potencialni profylakticky 1ék snizujici klinické zhorSeni u pacienti s COVID-19.
Podan by mél byt osobam s COVID-19 co nejrychleji po potvrzeni infekce SARS-CoV-2.
Pokud se pouziva k 1écbé téhotnych zen s COVID-19, je vSak dulezité sledovani plodu
z dtvodu rizika vrozenych abnormalit. Udaje o uZivani fluvoxaminu b&hem t&hotenstvi jsou
vSak omezené (Hashimoto et al., 2022).

Sertralin se v 1€kafstvi pouziva ve formé hydrochloridu a stejné€ jako fluvoxamin se
predepisuje k 1écbe depresi a obsedantné-kompulzivni poruchy. Dale se také pouziva u osob
trpicich socialné tuzkostni poruchou, posttraumatickou stresovou poruchou ¢i panickymi
poruchami (Johnson & Chang, 1996; Zdravotnictvi a medicina, 2022). V dne$ni dob¢ je Casto
predepisovanym psychotropnim Iékem. Vroce 2020 se dokonce jednalo o nejcastéji
pouzivany lék z tiidy SSRIs v USA, celkovy pocet jeho predpist byl cca 38,2 milionu. Pocet
predpisit vzrostl pfiblizné o 1,1 milionu oproti roku 2019, kdy jejich pocet Cinil cca
37,1 miliont (Kane, 2020; Diaz-Camal et al., 2022).

Mimo klasické medikace k 1é¢bé deprese a/nebo tizkosti Ize aplikovat sertralin v 1é¢be
opakujici se neurokardiogenni synkopy u déti a dospivajicich, u nichz nelze pouzit jiné terapie

z divodu netolerance (Grubb et al., 1994).

1.2. Vyskyt fluvoxaminu a sertralinu v prirodnich vodach

Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu jsou léCiva, jejichz spotieba

v poslednich 30 letech vyrazn€ vzrostla, coz se neobeslo bez nartstu jejich koncentrace
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v zivotnim prostiedi (Diaz-Camal et al., 2022). Vyjimkou neni ani fluvoxamin ¢i sertralin.
Obé¢ latky spolecné sjejich metabolity — norfluvoxaminem (desmethylfluvoxaminem) a
norsertralinem (desmethylsertralinem) — byly pomérné c¢asto detekovany ve vzorcich
z odpadnich vod (Metcalfe et al., 2009; Schultz & Furlong, 2008; Santos et al., 2010;
Styrishave et al., 2010; Mole & Brooks, 2019; Chen et al., 2022)

Kosma et al. (2020) v prehledném clanku uvadgji, ze primérna hodnota koncentrace
fluvoxaminu je ve vzorcich &istitky odpadnich vod (COV) na pitoku 203 ng/l a na odtoku
324,9 ng/l jedné nemocnice v Recku — v této praci jsou pravdépodobné prohozené hodnoty
pro pritok a odtok. Yuan et al. (2013) ve své studii zabyvajici se detekci 16&iv ve dvou COV
psychiatrickych lé&eben a tiech mé&stskych COV v Pekingu uvadgji koncentraci fluvoxaminu
v primarni odpadni vodé jedné z COV dokonce 435 ng/l. Zaznamenan byl viak pouze u
této jedné psychiatrické nemocnice, u COV druhé nemocnice a u méstskych COV detekovan
nebyl. Lajeunesse et al. (2012), ktefi studovali osud 14 antidepresiv s jejich pfislu§nymi
N-desmethylovymi metabolity v 5 kanadskych COV, zaznamenali koncentraci fluvoxaminu a
jeho metabolitu desmethylfluvoxaminu v rozmezi 3,9 az 11,6 ng/l. Vodami Norska se
zabyvali ve svych pracich Vasskog et al. (2000) a Vsskog et al. (2008). V praci Vasskoga et
al. (2006), byly zkoumany odpadni vody tii riznych COV (Langnes, Breivika, Hamna) ve
meésté Tromse (odbéry vzorkl cervenec 2005), nalezené koncentrace fluvoxaminu se
pohybovaly v rozmezi 0,4 az 3,9 ng/l. V praci Vasskog et al. (2008) byla studovana jednak
COV v Tromse (odbéry vzorkd unor aZ srpen 2007) a jednak odpadni voda z mésta
Longyearbyen na Spicberkach. Nalezené hodnoty se pohybovaly od 0,5 do 0,8 ng/l.

DeVane (1999) ve svém clanku piSe, ze koncentrace fluvoxaminu se v zivotnim
prostiedi predpoklada nizka vzhledem ktomu, ze méné nez 4 % puivodniho léCiva je
vylucovano moci v nezménéné formé, kterou doprovazi piinejmensim 11 biotransformacnich
produktt. Nizsi koncentrace fluvoxaminu v pfirodnich vodach predpoklada také Henry et al.
(2009), vzhledem k nachylnosti k fotolyze. Snizuje se tedy 1 pravdépodobnost negativnich
biologickych u¢inkt z divodu relativné kratké doby jeho pretrvavani.

Co se tyde sertralinu tak ve vyzkumu sledovani sezonni zmény koncentrace COV
v Ceskych Budgovicich, kdy v &asovém rozmezi 1roku bylo odebrano 272 vzorkl
(136 pritok a 136 odtok), byla zjisténa jeho primérna koncentrace na pftitoku 12 ng/l a na
odtoku 3 ng/l. Zaroven byla pozorovana jeho vyssi koncentrace v piitoku v zimnim obdobi
(Golovko et al., 2014).

Koncentrace sertralinu a jeho metabolitu norsertralinu v odpadnich vodach méfili
v kanadskych cistickach Lajeunesse et al. (2008) a Lajeunesse et al. (2012). V praci z roku
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2008 uvadgji, ze koncentrace sertralinu na vytoku z montrealské COV je 0,84 —2,4 ng/l a
norsertralinu 2,3 —4,5 ng/l (odbér Cervenec a zafi). V praci zroku 2012 sledovali osud
sertralinu a jeho metabolitu norsertralinu v péti riznych COV po celé Kanadé vyuzivajicich
razné zpusoby Cisténi. U Ctyf z nich bylo provadéno sekundarni biologické Cisténi (pouzitim
aktivovaného kalu, ...) a u zbylé primarni Cisténi chemické (s pouzitim kamence a FeClz). Na
piitoku téchto péti COV byl sertralin detekovan v rozmezi 7,6 —34 ng/l a norsertralin
10 -30 ng/l, na odtoku poté byla koncentrace sertralinu 5,7 —-21 ng/l a norsertralinu
7,8 — 24 ng/l. Pozorovana byla u téchto latek 1 pomérné silnd sorpce na pevné latky, u
sertralinu se jednalo u koncentraci 203 — 528 ng/g kalu a u norsertralinu 97 — 279 ng/g. Vétsi
mnozstvi sertralinu bylo odstranéno biologickym c¢ist€nim. Zaroven odstranéni mateiské
slouceniny bylo lepsi nez jejiho metabolitu, ktery ma téz farmakologickou aktivitu (Calisto &
Esteves, 2009).

Sertralin byl detekovan ve dvou tocich po proudu od COV v USA (Boulder Creek
v Coloradu a Foumile Creek vIowe), a to v koncentraci jednotek ng/l, dokonce i na
nejvzdalenéj§im misté odbéru vzorkd po proudu 8,4 km od vytoku (Schultz et al., 2010).
V rozsahlé studii 50 velkych COV v USA, zabyvajici se koncentracemi 1é¢iv v odpadnich
vodach, byla ze vSech odebranych vzorka zjisténa maximalni koncentrace sertralinu 71 ng/l a
norsertralinu 24 ng/l (Kostich et al., 2014).

V Ciné v Pekingu byla ve dvou COV psychiatrickych lé&eben zjisténa koncetrace
sertralinu 29 ng/l v jedné a 106 ng/l ve druhé (Yuan et al., 2013).

Pii nejvétsim celoevropském monitorovacim priizkumu o odpadnich vodach COV,
ktery byl v Evropé proveden v roce 2010, byla naméfena maximalni koncentrace sertralinu

37,5 ng/l (Loss et al., 2013).

1.3. Toxicita fluvoxaminu a sertralinu pro vodni organismy

I vzhledem k tomu, ze se predpokladaji nizsi koncentrace fluvoxaminu v piirodnich
vodach (DeVane, 1999; Henry et al., 2009), je zde stale jista pravdépodobnost jeho toxicity a
obecné skodlivého vlivu na necilové organismy (Minguez et al., 2018). Vyzkumy se proto
zaméfuji na jeho toxicitu a vliv na biologické funkce organismu, a to predev§im vodnich.
Studie se zabyvaji napfiklad vlivem na rist, pfeziti, chovani, reprodukci, regeneraci ¢i
moznostmi poSkozeni DNA.

Za velmi citlivé organismy na léCiva, vCetné antidepresiv, jsou povazovany rasy, a to

jak sladkovodni, tak i motské. Minguez et al. (2018) ve své studii vystavili sladkovodni
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zelenou tasu Raphidocelis subcapitata (dtive Pseudokirchneriella subcapitata) a motskou
rozsivku Skeletonema marinoi deviti antidepresiviim, z nichz jednim byl prave fluvoxamin, a
to jednotlivé i ve smési. Méfena byla inhibice rustu testovanych tas. Koncentrace ICso
(half-maximal inhibitory concentration — inhibi¢ni koncentrace, kterda ma za nasledek 50%
snizeni ristu) byla pro R. subcapitata 988,7 ug/l a S. marinoi 114,5 pg/l. 96hodinovy test
inhibice rastu na Ctyfech druzich fas — Pseudokirchneriella subcapitata, Chlorella vulgaris,
Scenedesmus acutus a Scenedesmus quadricauda — provedli Johnson et al. (2007). S.
quadricauda byla nejcitlivéjsim druhem pro fluvoxamin s koncentraci 1662,91 + 157,16 ug/l
a nejméne citlivym druhem C. vulgaris 6162,86 + 814,30 ng/l.

Akutni a chronickou toxicitou fluvoxaminu na vodnim korysi Ceriodaphnia dubia se
zabyvali ve své praci Henry et al. (2009). Zjisténa stiedni letalni koncentrace (LCso) béhem
testu akutni toxicity byla 0,84 mg/l. Co se tyCe testu chronické toxicity, byla nejvyssi
koncentrace bez pozorovatelného ucinku (NOEC — No Observed Effect Concentration)
0,366 mg/l a nejnizs§i pozorovatelnd koncentrace ucinku (LOEC — Lowest Observed Effect
Concentration) 1,466 mg/l, kdy pteziti Ceriodaphnia dubia bylo 70 %. Doba do prvniho
lihnuti nebyla po expozici vyznamné ovlivnéna, ze 5,2 dni (bez fluvoxaminu) doslo k posunu
na 6,6 dni (koncentrace 1,466 mg/l). Po expozici fluvoxaminu se vSak snizil pocet mladat
narozenych za Cas tohoto 7 denniho testu, a to z po¢tu 2,9 na 0,9 na jednu samici.

Testovana byla i ti¢innost fluvoxaminu na euhalinnim? mlzi Dreissena polymorpha, u
néhoz serotonin ovliviiuje zrani oocyti i tfeni (Fong, 1998). Fluvoxamin vyvolal tfeni u obou
pohlavi v koncentracich nizsich nez u samotného serotoninu. Koncentrace 10~ a 10 mol/l
vyvolaly tfeni u 100 % obou pohlavi. Nejnizsi koncentrace k vyvolani tfeni byla u samcu
107 mol/l (20 %) au samic 10 mol/l (40 %). I pii aplikaci nejvy3si koncentrace fluvoxaminu
(107 mol/l) byly gamety Zivotaschopné a oocyty Gspésné oplodnény, pti¢emz se do 20 hodin
objevily trochofory. Vliv fluvoxaminu na rozmnozovani u mékkysSe Sphaerium striatinum
zkoumali ve své studii Fong et al. (1998). Ti zjistili, ze podobné jako zevni aplikace serotoninu
indukuje porod u S. striatinum 1 fluvoxamin. Velmi Gcinny byl v koncentracich od 10 nmol/l
do 100 umol/l.

Gelsleichter & Szabo (2013) ve své studii testovali hypotézu, ze pobyt v biotopech
zasazenych odpadnimi vodami vede k pfijmu 1éCiv do plazmy u juvenilnich Zzralokd
Carcharhinus leucas, kteti Casto navstévuji nékteré feky siln€ zasazené odpadnimi vodami.

Predchozi studie naptiklad prokézaly, ze pouzivaji feku Caloosahatchee (siln€ ovlivnéna

2 Euhalinni organismus je schopen Zzit v mofském, brakickém i sladkovodnim prostredi.
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odpadnimi vodami) jako stanovisté v prvnich dvou letech svého zivota (Heupel et al., 2010).
Gelsleichter & Szabo (2013) odebirali vzorky jednak zjiz zminéné teky Caloosahatchee
(2006, 2007) a jednak z feky Myakka, ktera je z hlediska odpadnich vod téméf nedotcena
(2007) (jihozépadni Florida, USA). Fluvoxamin byl zaznamendn pouze ve vzorku z feky
Caloosahatchee v roce 2006, a to prumérna koncentrace 0,83 ng/ml.

Sertralin, stejné jako dalsi SSRI, je po peroralnim poziti rozsahle metabolizovan (0,2 %
v nezménéné podobé vyluCovan moci (Silva et al., 2012)) a jeho primarnim metabolitem je
norsertralin, ktery si zachovava farmakologickou aktivitu, av§ak je mén¢ u¢inny nez ptivodni
sloucenina (Silva et al., 2012; Kosjek & Heath, 2010). Dostava se tedy spolecné s jinymi
lé¢ivy do Zivotniho prostiedi odpadnimi vodami z COV a maze ovlivnit metabolismus
vodnich a/nebo suchozemskych organismi (Silva et al., 2012).

Utinktim sertralinu na piijimani potravy u dravé okounovité ryby Perca fluviatilis se
vénovali Hedgespeth et al. (2014). Ryby byly vystaveny sertralinu o tfech rtznych
koncentracich (0,12 ug/l, 89 ug/l a 300 ug/l). Vysledky ukazaly, ze piijem potravy byl
vyznamné snizen u koncentraci 89 a 300 ug/l, a to za podminek s nizkou 1 vysokou hustotou
koftisti ve studovaném systému. Pfi vystaveni okouna koncentraci sertralinu 0,12 ug/l bylo
pozorovano jen nepatrné snizeni piijmu potravy ve srovnani s kontrolou, a to pouze pii vysoké
hustoté kofisti.

Minguez et al. (2015) zkoumali transgeneracni u¢inky sertralinu na korySe Daphnia
magna. Hodnotili preziti, rist a reprodukci po dobu 21 dnl a prokazali detekovatelné ucinky.
Sertralin zvyS$il plodnost generace nula, zatimco u nasledné generace snizil pocet potomku. Po
prenosu dafnii vystavenych 0,3 pg/l sertralinu do €istého média se objevily negativni ucinky
na plodnost jejich potomstva, ale u dafnii vystavenych 100 ug/l se plodnost potomk zlepsila.

Nekteré studie se zabyvaji toxicitou na vodni mikrobialni spoleCenstva. Jednou z nich
je napiiklad prace Cua et al. (2021). Ti zjistili, ze inhibi¢ni G¢inky sertralinu na rust byly veétsi
u sinic nez u eukaryotickych tas. Proto vystavili zelnou fasu Monoraphidium sp. a sinice
Pseudanabaena sp., Synechococcus sp. a Anabaena flosaquae sertralinu o koncentraci 50 pg/l
po dobu 15 dnd. Inhibice ristu Monoraphidium sp. se zvySovala od sedmého dne po expozici
a dosahla 8 %. Vyznamng¢;jsi byla inhibice pro sinice. Rychlost ristu Pseudanabaena sp. byla
inhibovéna pfiblizn€ o 50 %, u Synechococcus sp. dosahla inhibice 54 %. Velice vyznamna
byla inhibice Anabaena flosaquae, ktera byla témét 94 %. Druhou takovou studii je vyzkum
Yanga et al. (2019), ktefi sledovali inhibici rastu u zelené tasy Chlorella vulgaris a sinice

Microcystis aeruginosa. PocCatecni koncentrace sertralinu cinila téz 50 ug/l. U téchto



organismu doslo k obdobné mirné inhibici ristu bunék po 7 dnech u obou organismu. Pfi
zvySeni na 100 pg/l se bunécny rust snizil o 27 % opét pro ob€ rostliny a pro 200 g/l latky
byla inhibice u C. vulgaris 57,5 % au M. aeruginosa poté 69,2 %. Expozice 50 pg/l sertralinu
po dobu 15 dnt rovnéz snizila koncentraci chlorofylu-a az o 29 % ve srovnani s kontrolami,
coz ukazuje toxické ucinky sertralinu na fytoplanktonova spoleCenstvi a moznost ovlivnéni
biomasy fas.

Hedgespeth et al. (2018) vystavili sladkovodniho plze Radix balthica 8 denni expozici
sertralinu v koncentracich 0,4 ng/l, 40 ng/l a 40 pg/l. Pozorovana byla aktivita a volba
zivotniho prostiedi (ve volné vod¢, na/nad hladinou, pod dlazdici). Vysledky neukazaly zadné
ucinky sertralinu na aktivitu hlemyzd’t a dalsi chovani. Tento nedostatek ti¢inka je zajimavy
vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano, ze jiné SSRIs vyvolavaji zmény v chovani plzti (Fong
& Molnar, 2013; Hazelton et al., 2014; Fong et al., 2015).

Dopad expozice sertralinu na predacni chovani raka Orconectes virilis studovali
Woodman et al. (2016). Dospéli k zavéru, ze raci vystaveni sertralinu jsou agresivngjsi, kdyz
jsou sparovani s kontrolnimi raky, ale kdyz jsou sparovani dva raci, ktefi byli vystaveni
sertralinu, nedochazi k zaddné zméné agresivity. Pozorovano bylo také, ze raci stravili tiikrat
vice Casu v rameni zlabkového bludi$té obsahujici sertralin v koncentraci 424 ng/l ve srovnani
s kontrolnim ramenem bez této latky. Pokud vSak byla pouzita koncentrace niz§i, v tomto
ptipadé 34 ng/l, nebyl zadny rozdil mezi dobou stravenou v rameni s ¢i bez sertralinu.

Praci, ktera prokazala hromadéni sertralinu v jatrech, mozku a ledvinach u pstruha
potoéniho (Salmo trutta morpha fario) v Zivném potoce (pfitok feky Blanice, Ceska
Republika) ovlivnéném vytokem z COV Prachatice, byla prace Grabicové et al. (2017).
Jedinci S. trutta morpha fario byli odebrani 1, 3 a 6 mésici po vysazeni do danych lokalit
omezenych migratnimi bariérami (lokalita C — 3 —5 km proti proudu od COV, lokalita
D -0,1 -3 km po proudu od vstupu odpadni vody z COV). Bioakumulace po 1 mésici
expozice na useku D byla 24 + 19 ng/g pro jatra, 15 + 13 ng/g pro mozek a 44 + 30 ng/g pro
ledviny. Na useku C byla bioakumulace sertralinu pro v§echny tfi studované organy nizsi nez

mez stanovitelnosti, a to i po expozici 6 mésicu.

1.4. Moznosti degradace fluvoxaminu a sertralinu v pfirodnich vodach

Henry et al. (2009) ve své studii uvadéji, ze fluvoxamin se jevi relativné stabilni viici

hydrolyze v roztocich pH 5, 7 a 9 po dobu 30 dnu pii teploté 25 °C. Hydrolyzu a fotolyzu



fluvoxaminu zkoumali Kwon & Armbrust (2005), a to ve vodnych roztocich pufri o pH 5, 7
a 9, v syntetické huminové vode¢ a ve vodach z n€kolika jezer. Pokusy byly provadény jednak
ve tme a jednak v rustové komote (fluorescencni lampy simulujici UV Cast slune¢niho spektra)
pii 25 °C. Nebyla pozorovana zadna vyznamna hydrolyticka degradace po dobu 30 dnu ani
vjednom zroztokd. AvsSak pfi ozafovani simulovanym slunecnim UV zafenim byl
fluvoxamin ¢éasteCné izomerovan na cis-izomer. Tento izomer byl jedinym detekovanym
produktem ve vSech sledovanych roztocich. Fotoizomeraci probihala ve dvou fazich. Béhem
prvnich 7 dni kni doslo rychle a pro vodné roztoky pufrd Cinila rychlostni konstanta
0,12-0,19 den’!, 8 —30den probihala pomalu s rychlosti konstantou 0,04 —0,05 den’.
V syntetické huminové vode a v piirodnich vodach byla izomerace az 7krat rychlejsi nez
v pufrovanych roztocich (k =1,15 — 1,34 den). Kwon & Armbrust (2005) zjistili, Ze izomer
nepodléhal hydrolyze ani dalsi fotochemické preméné béhem 30 dnti experimentu v pouzitych
pufrovanych roztocich, avSak ze v syntetické huminové vodé€ a pfirodnich vodach mize byt
rozlozen.

Wawryniuk et al. (2017) studovali moznost fotodegradace fluvoxaminu v pfitomnosti
dalSich organickych latek. Pouzity byly jednak fotolabilni slouCeniny, které se vyskytuji
v komunalnich odpadnich vodach ve vysSich koncentracich, (diklofenak - nesteroidni
protizanétlivé 1éCivo a triclosan — antifungicidni a antibakterialni latka), jednak huminové
latky. Studie byla zaméfena na moznost fotosenzitizované degradace fluvoxaminu témito
latkami. Degradace fluvoxaminu v roztoku s huminovymi latkami probihala mnohem rychleji
(k=0,560 hod) nez vroztocich s diklofenakem (k=0,429hod?) a triclosanem
(k =0,393 hod™!). Také testovana l1é¢iva zvysila jeho degradaci. Béhem ozafovani se tvofil
jeden hlavni degradacni produkt, a to cis-izomer.

Miolo et al. (2002) studovali degradaci fluvoxaminu UVB zafenim (290 — 320 nm) a
nalezli také jeden fotoprodukt, a to cis-izomer fluvoxaminu. Rovnéz bylo zjisténo, ze
cis-izomer ztratil schopnost inhibovat vychytavani serotoninu, coz naznacuje, Ze expozice
svétlu mize snizit jeho klinickou ucinnost (Miolo et al., 2002). Cis-izomer (Obr. 2) absorbuje
méné UVB, a proto Ize ocekavat jeho vétsi stabilitu, co se tyka slune¢niho zafeni (Wawryniuk

et al., 2017).
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Obr. 2: Trans a cis izomer fluvoxaminu.

Vlivem pH na pfimou fotochemickou pfeménu fluvoxaminu se zabyvali ve své studii
Guo et al. (2022). Jako zdroj svétla byla pouzita vodou chlazena 500 W stfedotlaka rtutova
vybojka s odfiltrovanym zafenim o vlnové délce kratsi nez 290 nm. Zjistili, ze degradace
v Cisté vodé pii pH 6 — 9 probihd degradace kinetikou prvniho fadu a neni nikterak patrné
zavisla na pH, rychlostni konstanty se pohybovaly v rozmezi 1,34 — 1,59 hod™!. Dale zkoumali
fotodegradaci fluvoxaminu ve vzorku jezerni vody z jezera Songshan (Cina). Déivodem bylo
zjisténi ucinku pfitomnych senzitizatori jako jsou DOM (Dissolved Organic
Matter — rozpusténa organicka hmota) a NO3 na degradaci latky. Bylo prokazano, ze DOM a
NO3 vykazovaly inhibi¢ni ucinek na fotodegradaci fluvoxaminu, a to proto, Ze samy
absorbovaly zna¢nou ¢ast dopadajiciho zafeni.

Mezi pracemi zabyvajicimi se moznostmi degradace fluvoxaminu pfi Gpraveé pitné
vody lze nalézt i praci, ktera vyuziva k degradaci fluvoxaminu ionty FeO2~ (Drzewicz et al.,
2019). K roztoku fluvoxaminu o koncentraci 10 mg pfidali 50 mg/l ionth Fe**, pficemz béhem
10 minut reakce doslo k degradaci 50 % fluvoxaminu, pak se reakce zpomalila, protoze ionty
FeO3~ byly rychleji spotfebovany produkty degradace nez piivodnim substratem.

Sertralin je velmi bioaktivni latka odolna vici degradaci, pficemz se jedna o jeden z
nejvice perzistentnich farmaceutickych 1éku (Pliego et al., 2014). Lze tedy oCekavat, ze
fotochemické procesy by mohly mit vyznamnou roli vjeho transformaci v povrchovych
vodach. Fotochemickou degradaci sertralinu studovali Gornik et al. (2020). K ozarovani
pouzili stiedotlakou rtutovou lampu a k omezeni zafeni o vilnovych délkach kratSich nez
300 nm byl pouzit filtr zborosilikatového skla. Provedli fotodegradacni experimenty
v pritomnosti lapa¢t radikala jako jsou barevné rozpusténé organické latky a zdroje radikalu
naptiklad NaNOs;, NaHCOs ¢i bengalska ruze. Kinetiku degradace sertralinu v téchto
pokusech popsali konstantou rychlosti pseudo-prvniho fadu pii specifickych koncentracich
sertralinu (10 ug/l a 1mg/l). Pii laboratornim sledovani kinetiky identifikovali pét
transformacnich produktd, z nichZ tfi byly stanoveny i ve vzorcich slovinskych povrchovych

vod. Vysledky rovnéz prokazaly, ze fotodegradace je zavisla na pH. Experimenty provedli pfi
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pH 5, 7 a 12, pfi¢emz nejrychleji probihala pii alkalickém pH, kdy byl sertralin v neutralni
formé. pH 7 bylo zvoleno tak, aby odrazelo pfirozené podminky (poloCas reakce pro
koncentraci sertralinu 1 mg/l byl 28,9 hodiny).

Fotochemickou transformaci sertralinu sledovali také Calza et al. (2021), ktefi testovali
degradaci v ultracisté vode¢, odpadnich vodach a v pfitomnosti rozpusténych organickych latek
(huminovych kyselin — HA), hydrogenuhlicitanovych a dusi¢nanovych iontd v ultracisté
vodé. Vysledky ukazaly, ze se jedna o kinetiku prvniho fadu. Rychlostni konstanta degradace
sertralinu v ultradisté vodé ¢&inila 0,012 hod!. Calza et al. (2021) provedli rovnéz
fotochemickou degradaci za pritomnosti polovodice TiO3 jako heterogenniho katalyzatoru. Za
téchto podminek doslo k dramatickému urychleni procesu a po 1 hodin€ ozafovani doslo
k odstranéni jak matefské slouCeniny, tak i jejich transformacnich produktd, které byly
detekovany béhem prvni hodiny ozatovani (identifikovano 44 produkti).

Shen et al. (2011) zkoumali degradaci sertralinu pomoci katalyzatord TAML (Obr. 3),
coz je zkratka pro tetraamido makrocyklické ligandy, které v komplexech skovy jsou
povazovany za katalyzatory pratelské k pfirodnimu prostiedi, a v pfitomnosti peroxidu
vodiku. TAML 1 v koncentracich nmol/l aktivuji peroxid vodiku za vzniku Zzelezo-oxo
komplexti (Su et al., 2018). Takto aktivovany katalyzator poté napomaha k degradaci
sertralinu i jeho produktd (Shen et al., 2011)
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Obr. 3: Katalyzator TAML/H0:..

Degradaci antidepresiva sertralinu foto-Fentonovym procesem se vénovali Pliego et
al. (2014). Fentonova reakce je pomérné ucinnd metoda pouzitelna pro oxidaci organickych
sloucenin, které jsou rozkladany pomoci hydroxylovych radikalt z peroxidu vodiku, za
pfitomnosti Zeleznatych ionti jako katalyzatoru (TomeSova, 2011). Foto-Fentontv proces
zahrnuje pouziti zeleza v oxidacnim stavu 3+, peroxidu vodiku a UV zafeni v rozmezi od
blizké UV do viditelné oblasti, a to az k 600 nm (Chong et al., 2010; O’Dowd & Pillai, 2020).
Dvojmocné Zzelezo, které pusobi jako katalyzator, se tvoii in situ vreakéni smési

fotochemickou redukci trojmocného zeleza za prenosu elektronu z organického donoru na
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kov. Vysledky prace Pliega et al. (2014) prokazaly, ze foto-Fentontiv proces je ucinny pro
uplné odbourani sertralinu ve vodném roztoku. Odbouravani sertralinu o koncentraci 50 mg/1
méfili pres ubytek celkového organického uhliku (TOC — Total Organic Carbon). Tento proces
umoznil az 90% snizeni celkového organického uhliku pfi pouziti pouze 40 % stechiometrické
davky H20; a 5 mg/l Fe**. Prvnim krokem reakéni cesty byla dechlorace, coz bylo potvrzeno

meéfenim koncentrace chloridovych iontl v reakéni smési.

1.5. Stanoveni fluvoxaminu a sertralinu pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie s UV detekci

Pro vyvoj a optimalizaci metody ke stanoveni fluvoxaminu a sertralinu ve vodném
roztoku, v lidské plazmé, rostlinnych a zivoc¢iSnych vzorcich ¢i v tabletach bylo vyvinuto
nekolik metod s vyuzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Analyza fluvoxaminu je provadéna predevSim pomoci metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) s UV detekci za izokratické eluce.
V ptipadé€ sertralinu se kromé& této uvedené metody vyuziva také HPLC s UV detekci za
gradientové eluce, Casto ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS).
Mezi optimalizované parametry, kterymi se v publikacich zabyvaji, patti vybér kolony, slozeni
mobilni faze a rychlost jejiho pratoku, teplota kolonového prostoru a vinova délka detekce.
V ptipadé pouziti MS detekce jsou diskutovany i parametry hmotnostniho detektoru. Studie
se povét§inou pii vyvoji metody pro analyzu fluvoxaminu ¢i sertralinu nezabyvaji pouze
stanovenim téchto latek samostatné, ale ve smeésich s jinymi antidepresivy.

Podminky HPLC analyz fluvoxaminu z nize zminénych publikaci jsou shrnuty
v Tab. L. Pro fluvoxamin byly v publikacich pouzity kolony C18 liSici se vyrobcem, délkou a
prumérem kolony a rovnéz velikosti Castic stacionarni faze (Foda, 1994; Skibinski & Misztal,
2001, Gupta et al., 2015). Dale byly pouzivany kolony C-8 (Belmadani et al., 1995),
DiscoveryRP Amide C (He et al., 2007) a Nova-Pak CN (Souri et al., 2015). Vzorek
fluvoxaminu pro analyzu byl vzdy pfipraven v zavislosti na tom, v jaké matrici byl fluvoxamin
stanovovan. Pro kolony C18 byly pouzity mobilni faze vodny roztok octanu amonného a
acetonitril (Foda, 1994), methanol, tetrahydrofuran a fosfatovy pufr (Skibinski & Misztal,
2001) a methanol a fosfatovy pufr (Gupta et al., 2015). Pfi chromatografické separaci pomoci
kolony C-8 byla mobilni faze slozena z acetonitrilu, diethylaminu, destilované vody a kyseliny
pentansulfonové (Belmadani et al., 1995). Na kolon¢ DiscoveryRP Amide C pouzité He et al.
(2007) byla mobilni faze stejného slozeni jako v pfipadé Fody (1994) s vyuzitim kolony C18.
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A co se tykd kolony Nova-Pak CN bylo slozeni mobilni faze vodny roztok
dihydrogenfosfore¢nanu draselného a acetonitril (Souri et al., 2015). Pratok mobilni faze byl
v rozmezi 0,8 — 1,2 ml/min. Teplota kolonového prostoru byla 35 °C (He et al., 2007). Vlnova
délka detekce se v uvedenych studiich pohybovala v rozsahu 235 — 250 nm.

V Tab. II je uveden souhrn parametrii nize zminénych publikovanych analytickych
podminek pro stanoveni sertralinu. V publikacich Erk (2003), He et al. (2005),Bonchev et al.
(2017), Grabicova et al. (2018), Vaclavik et al. (2020), Calza et al. (2021) a Zheng et al. (2021)
byla pouzita kolona s fazi C18 lisici se druhem vyrobce a pripadné délkou a primérem kolony
a velikosti Castic. Dale byly pouzity kolony se stacionarni fazi C8 (Rahman et al., 2012),
polarni amidovou skupinou zaclenénou do C14 (Ferrarini et al., 2010) a kolona s chiralni
stacionarni fazi na bazi amylézy (Rosetti et al., 2020). Pro kolony C18 byla organicka ¢ast
mobilni faze bud’ methanol nebo acetonitril vzdy ve spojeni s odliSnou vodnou ¢asti mobilni
faze v jednotlivych metodach (Erk, 2003; He et al., 2005; Bonchev et al., 2017; Grabicova et
al., 2018; Vaclavik et al., 2020; Calza et al., 2021; Zheng et al., 2021). V praci He et al. (2005)
byl pouzit jak methanol, tak 1 acetonitril a jako tfeti mobilni faze byl pouzit roztok octanu
amonného. Pti analyze pomoci kolony s chiralni stacionarni fazi na bazi amylozy byla mobilni
faze acetonitril, voda a diethylamin (Rosetti et al., 2020). Mobilni fazi na koloné C8 a C14 byl
opét methanol, a to s vodou v ptipadé Rahman et al. (2012) nebo s fosfatovym pufrem v praci
Ferrariniho et al. (2010). Eluce byla pfi pouziti kolon C18 jak izokratickd (Bonchev et al.,
2017; Erk, 2003) tak i gradientova (Grabicova et al., 2018; Vaclavik et al., 2020; Calza et al.,
2021; Zheng et al., 2021). Izokraticka eluce byla pouzita i u Ferrariniho et al. (2010). Pritok
mobilni faze byl v rozmezi 0,25 — 1 ml/min. Teplota kolonového prostoru byla 20 — 50 °C.
Vlnova délka detekce se v uvedenych pracich pohybovala v rozsahu 215 — 273 nm.

V ptipadé sertralinu bylo také nahlédnuto do jesté neobhajované diplomové prace
studentky Prirodovédecké fakulty Anezky Vancurové, zabyvajici se analyzou aromatickych
amind pomoci HPLC. V této praci byla pouzita na zaklade publikace Chinthakindi & Kannan
(2021) kolona Kinetex Biphenyl 100 A (150 x 3 mm; 2,6 um) pro vyvoj metody analyzy
aromatickych amint. Pouzité mobilni faze byly 0,1% roztok kyseliny mravenci, mravencan
amonny, 5% acetonitril ve vodé a 0,1% roztok kyseliny mravenc¢i, mravencan amonny, 50%

acetonitril ve vodé.
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Tab. I: Podminky HPLC analyz fluvoxaminu dle uvedenych publikaci.

Rozmér Teplota Vinova
Kolona y MF p délka Citace
kolony [°C]
[nm]
100 x 8 mm; 50 mM octan amonny / ACN
Bonda Pack C18 10 um (40-60) - 240 (Foda, 1994)
destilovana voda / diethylamin / pic BS / ACN .
C-8 - (630:0.4:25:370) - 254 (Belmadani et al., 1995)
150 x 3,9 mm,; | fostatovy pufr (pH = 2,65) / tetrahydrofuran / methanol (Skibinski & Misztal,
Nova-Pak C18 4 pum (42:5:23) ; 235 2001)
DiscoveryRP 150 x 4,6 mm,; 50 mM octan amonny / ACN
Amide C165 165 um (40:60) 33 250 (He et al., 2007)
Nova-Pak CN 150 x 3,9 mm,; dihydrogenfosfore¢nan Qraselny (pH=7)/ ACN i 235 (Souri et al., 2015)
4 um (60:40)
fosfatovy pufr (pH = 2,5) / methanol
C18 Hyperchrome | 250 x 4,6 mm, o ,
ODS 5 m (30:70) okoli 250 (Gupta et al., 2015)
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Tab. II: Podminky HPLC analyz sertralinu dle uvedenych jiz publikovanych praci.

Rozméry

Teplota

Vinova délka

Kolona kolony MF C] (nm] Citace
) 150 x 6 mm; fosfatovy pufr (pH = 4,5) / methanol ;
Supercosil RP-18 5 um (80:20) okoli 270 (Erk, 2003)
Shimadzu ODS 150 x 4,6 mm,; 10 mmol/l octan amonny / methanol / ACN
C18 5 um (28:62:10) - - (He etal, 2005)
Zorbax Bonus-RP 150 x 4,6 mm,; fosfatovy pufr (pH 2,8;. 10 mmol/l) / methanol 50 220 (Ferrarini et al., 2010)
5 um (63:37)
Purospher RP-18e - voda/ methanol - 273 (Rahman et al., 2012)
(25:75)
Zorbax 150 x 4,6 mm; fosfatovy puf{ (pH 2,7, 1.0 mmol/l) + 1,5 mi/l (Bonchev et al.,
Extend — C18 5 m trimethylamin / ACN 20 220 2017)
(65:35)
) 50 x 2,1 mm; 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodeé / (Grabicova et al ,
Hypersil Gold aQ 5 um 0,1% roztok kyseliny mravenci v ACN (gradient) 23 ) 2018)
) 250 x 4,6 mm; voda / diethylamin / ACN .
Chiralpak I1G-3 3 um (25:0.1:75) 30 215 nebo 246 | (Rosetti et al., 2020)
100 x 2,1 mm; | methanol 5% / methanol 95% (obé + 0,1% kyselina (Vaclavik et al.,
Luna C18 “ . 40 -
1,6 um mravenci) (gradient) 2020)
. 0 : X 4
Hypersil GOLD 150 x 4,6 mm; roztok 0,3% kyselina .fosforecna / methanol 25 245 (Calza et al., 2021)
5 um (85:15)
Agilent Poroshell 50x 3 mm; | 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé / methanol
120 EC Cis 2,7 um (eradient) 40 - (Zheng etal., 2021)
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2. MATERIALY A METODY

Fluvoxamin maleat byl zakoupen od firmy Selleckchem, sertralin hydrochlorid byl
zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim
fluvoxaminu v koncentracich 54 az 60 mg/l a sertralinu v koncentracich 44 az 52 mg/l
v ultracisté vodé (Milli-Q®). FeCls od firmy Lachema byl rozpustén v HCI o koncentraci
0,2 mol/l na vyslednou koncentraci 26 g Fe/l.

Pro pfipravu mobilnich fazi k HPLC byly pouzity nasledujici chemikalie: acetonitril
pro HPLC > 99%, kyselina mravenci 98 — 100%, kyselina octova 100% a methanol pro
HPLC, vse od firmy Merck, dale pak mravenc¢an amonny pro MS > 99% a octan amonny pro
HPLC >99% od firmy Sigma Aldrich. K navazovani vzorka byly pouzity analytické vahy
s citlivosti 0,01 mg MS105DU (Mettler Toledo TM).

Spektrofotometricka méfeni byla provedena na spektrofotometru Shimadzu, typu
UV-1601 se softwarem UV-Probe.

Ozafovani vzorki probihalo ve fotochemickém reaktoru Rayonet R100 osazeném
lampami RPR 3000 A emitujici zafeni o vinové délce 250 — 350 nm, zafeni o vinovych
délkach kratSich nez 300 nm bylo odfiltrovano pouzitim optického skla (ozafované vzorky
byly umistény ve sklenénych kyvetach s vickem). Zativy tok byl méfen pfistrojem Lutron
UV A, ajeho hodnota pro tento reaktor v rozmezi meéfeném pouzitym piistrojem byla 4,5 W.

K zavedeni HPLC metody pro analyzu fluvoxaminu a sertralinu a naslednému
sledovani jejich kinetiky odbouravani byl pouzit pfistroj Dionex Ultimate 3000 (Thermo
Scientic) s kolonami Arion Plus C18 od vyrobce Chromservis (150 x 3 mm; 5 um) pro
fluvoxamin a Kinetex Biphenyl 100 A od vyrobce Phenomenex (150 x 3 mm; 2,6 pm) pro
sertralin a spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem DAD 3000RS.

V prabéhu vyvoje a optimalizace metody byly testovany mobilni faze pro fluvoxamin

a sertralin o sloZenich uvedenych v Tab. III.
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Tab. III: Testované mobilni faze pro fluvoxamin a sertralin.

Fluvoxamin
MFA MFB
50 mM octan amonny (pH 5,2; iprava pH
. ACN
kyselinou octovou)
50 mM mravenc¢an amonny (pH 3,9; Gprava
. “ ACN
pH kyselinou mravenci)
Sertralin
MFA MFB

0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé 0,1% roztok kyseliny mravenci v methanolu

0,1% roztok kyseliny mravenci, 10 mM 0,1% roztok kyseliny mravenci, 10 mM
mravencan amonny, 5% ACN ve vodé mravencan amonny, 50% ACN ve vodé
0,1% roztok kyseliny mravenci, 10 mM 0,1% roztok kyseliny mravenci, 10 mM
octan amonny, 5% ACN ve vodé octan amonny, 50% ACN ve vodé
0,1% roztok kyseliny mravenci, 20 mM 0,1% roztok kyseliny mravenci, 20 mM
octan amonny, 5% ACN ve vodé octan amonny, 50% ACN ve vodé

Pratok mobilni faze Cinil u analyzy fluvoxaminu 1 ml/min a u sertralinu 0,7 ml/min.
Nastrikovany objem vzorku byl v obou ptipadé 20 pl.

Pro zpracovani chromatografickych dat byl pouzit program Chromeleon 7.

Fotoredukce Fe (III) v reakéni smési sertralinu byla sledovana pomoci tvorby

komplexu s 1,10 — fenantrolinem od firmy Penta, absorbance byla méfena pii 510 nm.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Zavedeni HPLC metod pro stanoveni fluvoxaminu a sertralinu

Na zakladé¢ literarni reSerSe byla k vyvoji analytické metody pro analyzu vodného
roztoku standardu fluvoxaminu vybrana kolona Arion Plus C18 srozméry 150 x 3 mm a
prumérem c¢astic 5 um (Foda, 1994; He et al., 2007; Skibinski & Misztal, 2001).

ZkuSebni analyzy byly provadény celkem se dvéma riznymi mobilnimi fazemi
oznacenymi Mobilni faze [ a2 (viz Tab. III). Nastavené vinové délky UV detekce byly
230 — 260 nm (Foda, 1994; Belmadani et al., 1995; Skibinski & Misztal, 2001; He et al., 2007,
Souri et al., 2015).

V prabéhu optimalizace byla hledana vhodna elu¢ni sila mobilni faze, za ucelem
dosazeni pozadovaného reten¢niho faktoru, idealné€ 3 — 5, pfi zachovani pfijatelného faktoru
asymetrie a Sitky piku. Retencni faktor je jednim ze zakladnich parametrt, ktery charakterizuje

miru retence analytu na koloné€. Pro vypocet retencniho faktoru plati nasledujici vztah (rov. 1):

k= M (rov. 1)
tm

kde £ je retencni faktor, 7z je retencni Cas analytu, #is je mrtvy retencni Cas.
Doporucena hodnota retencniho faktoru je vétsi nez 2 a mensi nez 5. Faktor asymetrie
charakterizuje miru symetrie, obvyklé limity jsou vétsi nez 0,8 a mensi nez 1,5 poptipadée 2,0
(Novakova & Dousa, 2013a, 2013b).

Prvni pouzité slozeni mobilni faze (Mobilni faze I) bylo zvoleno dle studii Foda (1994)
a He et al. (2007). Postupné byly provadény analyzy roztoku fluvoxaminu za pouziti
izokratické eluce pfi teploté kolonového prostoru 35 °C, priatoku mobilni faze 1 ml/min a
nastfikovaném objemu vzorku 20 pl. Jako prvni byl vyzkouSen pomér mobilnich fazi 60 %
MFA a 40 % MFB. Retencni Cas byl pro fluvoxamin cca 2 minuty. Vzhledem k predpokladu,
ze produkty fotodegradace fluvoxaminu budou mit retencni ¢as niz§i nez fluvoxamin, bylo
potfeba upravit podminky separace ve prospéch vyssiho reten¢niho Casu analytu. Z tohoto
divodu byl optimalizovan obsah MFB, a to v rozsahu 20 — 40 %. Snizovanim podilu MFB
vedlo ke zvySovani retenc¢niho faktoru z pivodni hodnoty 1,6 (40 % MFB) az na hodnotu vétsi
nez 7 (20 % MFB). Soucasné doslo ke snizeni intenzity signalu a rozSifeni piku. Faktor
asymetrie rostl z ptivodni hodnoty 1,5 na hodnotu 1,6 a §itka piku v poloving vysky z hodnoty

0,078 na hodnotu vétsi nez 0,16. Nejvice pozadavkiim na optimalni prubéh analyzy odpovidal

18



vysledek pii pouziti 67 % MFA a 33 % MFB. Za ti€elem snizeni Sitky piku a faktoru asymetrie
byla v dalsim kroku optimalizovana hodnota pH MFA.

Na zéklad¢ prace Skibinského & Misztalského (2001), ktefi provadeéli analyzu
fluvoxaminu pfi pH mobilni faze 2,65 byla v dal§im kroku zvolena Mobilni faze 2. Slozeni
mobilni faze bylo v porovnani s citovanou literaturou modifikovano za ucelem vylouceni
pouziti fosfatového pufru pro moznost pfipadného vyuziti metody ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (MS). Byla tedy zvolena obdobna mobilni faze jako Mobilni fdze I, namisto
50 mM octanu amonného a kyseliny octové byl pouzit 50 mM mravencan amonny a kyselina
mravenci s upravou pH na 3,9. Nasledné byla provedena analyza roztoku fluvoxaminu za
pouziti izokratické eluce pii teploté kolonového prostoru 35 °C, prutoku mobilni faze
I ml/min a nastfikovém objemu vzorku 20 pl. Byl pouzit pomé& mobilnich fazi jako
v poslednim piipadé€ u Mobilni faze 1, tedy 67 % MFA a 33 % MFB. Retenc¢ni faktor zistal
zachovan (3,9) a faktor asymetrie piku se snizil na hodnotu 1,5. Pik analytu byl vyssi a uzsi,
Sitka piku v poloving vysky méla hodnotu 0,14. Vlnova délka detekce byla zvolena na zaklade
analyzy ABS spektra naméfeného DAD detektorem. V rozsahu 230 — 260 nm byla nejvySsi
intenzita detekce u vinové délky 240 nm.

Takto optimalizované podminky separace byly vyhodnoceny jako dostatecné pro

sledovani kinetiky fotochemické degradace fluvoxaminu a jsou uvedeny v Tab. IV.

Tab. IV: Souhrn optimalizovanych podminek HPLC metody pro stanoveni fluvoxaminu.

Optimalizovany parametr Hodnota
Chromatograficka kolona Arion Plus C18 (150 x 3 mm; 5 pm)
Objem nastiiku 20 ul
Teplota v kolonovém prostoru 35°C

50 mM mravencan amonny (pH 3,9) (MFA)
acetonitril (MFB)

Pouzita mobilni faze

Slozeni mobilni faze 67 % MFA a 33 % MFB

Prutok mobilni faze 1 ml/min
Vlnovéa délka detekce 240 nm
Celkova doba analyzy 15 min
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Rovnéz bylo provedeno zavedeni HPLC metody pro stanoveni sertralinu. Pozornost
byla zaméfena na volbu a optimalizaci slozeni mobilni faze, teplotu kolonového prostoru a
objem nastfikovaného vzorku.

K vyvoji analytické metody pro analyzu vodného roztoku standardu sertralinu byla
vybrana kolona Kinetex Biphenyl 100 A s rozméry 150 x 3 mm a primérem &4stic 2,6 um na
zakladé jesté neobhajované diplomové prace studentky Prirodovédecké fakulty Anezky
Vancurové, zabyvajici se analyzou aromatickych amini pomoci HPLC. Davodem bylo, ze
sertralin obsahuje rovnéz aminoskupinu vazanou na 1,2,3,4-tetrahydronaftalen.

ZkuSebni analyzy byly provadény celkem se Ctyfmi riznymi mobilnimi fazemi
oznacenymi Mobilni faze 1 —4 (viz Tab. IlII). Nastavené vinové délky UV detekce byly
v rozmezi 210 — 260 nm (Ferrarini et al., 2010; Bonchev et al., 2017; Rosetti et al., 2020; Calza
et al., 2021).

Prvni testovanou mobilni fazi byla okyselena voda a methanol (Mobilni fdze I) na
zakladé kombinace praci Grabicove et al. (2018) a Zhenga et al. (2021). Postupné byly
provadény analyzy roztoku sertralinu za pouziti izokratické 1 gradientové eluce s obsahem
MFB 5 -75 % pii teploté kolonového prostoru 30 °C, pritoku mobilni faze 0,5 ml/min a
nastfikovanymi objemy vzorku 10 nebo 50 pl. Zménou poméru MFA a MFB nebylo dosazeno
uspokojivého tvaru chromatografického piku, v nékterych ptipadech se pik za celou dobu
analyzy ani nevytvoril. To mohlo byt zptisobeno nizkym kapacitnim pomérem, tedy Ze retence
sertralinu na koloné nebyla dostate¢na a nemohlo proto dojit k dostatecné separaci od oblasti
mrtvého objemu.

Mobilni faze 2 - 4 byly zvoleny na zékladé neobhajované diplomové prace Anezky
Vancurové. V piipadé Mobilni faze 2 byly provedeny analyzy za pouziti izokratické i
gradientové eluce s obsahem MFB 0 — 100 % pii teploté kolonového prostoru 30 °C, pratoku
mobilni faze 0,6 ml/min a néstfikovymi objemy 20 nebo 50 ul. Ani v téchto ptipadech nebylo
dosazeno uspokojivého tvaru chromatografického piku.

Stejny proces jako u Mobilni fdaze 2 byl proveden u Mobilni fdzi 3, pouze s rozdilem,
Ze byla pouzita jina amonna sul —octan amonny (koncentrace stejna jako u mravencanu
amonného v predchozim piipad¢€) a teplota kolonového prostoru byla vjednom piipadé
snizena z 30 °C na 20 °C. V prvnim piipadé€, kdy byla pouzita jina amonna stl a snizeny podil
MFB o 10 % oproti predeslé metod€, doslo ke zvySeni retencniho faktoru z hodnoty 2,4 na
hodnotu 4,3. Soucasné doslo ke snizeni intenzity signalu a rozsiteni piku (faktor asymetrie

3,4). Zménou izokratické eluce na gradientovou a snizenim teploty kolonového prostoru
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vzrostl reten¢ni faktor az na 12,5. Faktor asymetrie mél hodnotu 2,6 a Sitka piku v poloviné
vySky hodnotu 0,11.

U Mobilni faze 4 byla zvySena koncentrace octanu amonného z 10 mM na 20 mM.
Analyzy byly provedeny za pouziti gradientové eluce s obsahem MFB 5 — 75 % pfi teploté
kolonového prostoru 30 °C nebo 35 °C, pratoku mobilni faze 0,5 ml/min nebo 0,7 ml/min a
nastfikovanym objemem vzorku 20 pl. ZvySenim koncentrace soli v mobilni fazi doslo ke
snizeni retenc¢niho faktor na hodnotu 6,2 a vznikly pik sertralinu byl vy§si, ale faktor asymetrie
(3,0) vyrazné presahoval doporuc¢enou hodnotu 2,0. Proto byla zvySena teplota kolonového
prostoru z 30 °C na 35 °C a prutok byl zvySen z 0,5 ml/min na 0,7 ml/min. To mélo za
nasledek zuzeni piku, ale na faktor asymetrie méla zména pouze maly vliv (3,0). Pro ucel
sledovani kinetiky fotodegradace sertralinu byla takto zavedena metoda HPLC vyhodnocena

jako dostacujici. Optimalni podminky HPLC metody jsou shrnuty v Tab. V.

Tab. V: Souhrn optimalizovanych podminek HPLC metody pro stanoveni sertralinu.

Optimalizovany parametr Hodnota
Chromatograficka kolona Kinetex Biphenyl 100 A (150 x 3 mm; 2,6 pum)
Objem nastiiku 20 wl
Teplota v kolonovém 35 0C
prostoru
0,1% kyselina mravenci, 20 mM octan amonny, 5% ACN ve
o vod& (MFA)
Pouzita mobilni faze ; — -
0,1% kyselina mravenci, 20 mM octan amonny, 50% ACN ve
vodé (MFB)
Slozeni mobilni faze gradient
Cas [min] Priitok MF [ml/min] % MFB
0 5
2 5
3 75
0,7
9 75
10 5
16 5
Prutok mobilni faze 0,7 ml/min
Vinova délka detekce 225 nm
Celkova doba analyzy 16 min
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3.2. Fotochemické odbouravani fluvoxaminu

Standart fluvoxaminu byl rozpustén v ultracisté vodé (Milli-Q ®), pH nebylo
upravovano a ¢inilo 7,1.
Fluvoxamin jen nepatrné absorbuje zafeni o vinovych délkach delSich nez 300 nm

(Obr. 4). Pridavkem zelezitych iontt se absorpce zvysi v uvedené oblasti minimalné (Obr. 4).
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Obr. 4: Absorpéni spektrum roztoku fluvoxaminu (30 mg/l) a roztoku fluvoxaminu

s pfidavkem Fe (III) o koncentraci 2,5 mg/1.

Fotochemickou degradaci fluvoxaminu zobrazuje Obr. 5. Pocate¢ni koncentrace

fluvoxaminu byla 60 mg/I.
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Obr. 5: Fotochemicka degradace fluvoxaminu: A —ubytek fluvoxaminu v ozafovacich
casech 0 — 75 minut; B — ubytek fluvoxaminu v ozafovacich ¢asech 0 — 45 minut pro

vypocet rychlosti konstanty.

Z Obr. SA je patrné, ze po 45 minutach ozafovani zbyva vroztoku cca 33 %
fluvoxaminu, toto mnozstvi se delSim ozafovanim (dal§ich 30 minut) vyrazné nemeéni. Pro
kinetické vyhodnoceni byl pouzit prabéh degradace v prvnich 45 minutach (Obr. 5B).

V tomto Casovém useku probiha fotochemicka degradace fluvoxaminu podle kinetiky 1. fadu
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s rychlostni konstantou 0,024 min™! a to bez piidavku jakékoli pomocné latky, napf. iontd
kovi. Pfi ozafovani roztoku po dobu 45 minut ¢inil celkovy ubytek fluvoxaminu témer 65 %.

V pritomnosti zelezitych iontd o koncentraci 5,0 mg/l doslo po 60 minutach ozarovani
k degradaci cca 90 % fluvoxaminu, del§i ozafovani (celkem 120 minut) nevedlo k dalSimu
vyznamnéj$imu ubytku fluvoxaminu.

Chromatogramy reak¢nich smési, fluvoxaminu bez ptidavku Zzelezitych ionti a
fluvoxaminu s pridavkem Zelezitych iont o koncentraci 5,0 mg/1 zjisténé UV detektorem jsou
zobrazeny na Obr. 6.

Pii fotochemické degradaci samotného fluvoxaminu byl na chromatogramu patrny
jeden degradacni produkt sretencnim casem 3,5 minuty (Obr. 6A), pfi fotochemickeé
degradaci fluvoxaminu s pfidavkem Zzelezitych iont pak dva produkty s reten¢nimi Casy cca
3,5 minuty a 13 minut (Obr. 6B). Pii ozafovani reakcni smési s piidavkem Zelezitych ionti se
pii ozafovacich Casech delsich nez 60 minutach tvorilo nékolik dalSich minoritnich produktt

(Obr. 6B).
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Obr. 6: HPLC chromatogramy fluvoxaminu bez a spfidavkem Zzelezitych iontl:
A — chromatogram fluvoxaminu bez Fe (III): 0 min — Cerné kiivka, 20 min — modra
kiivka, 45 min—razova kiivka, 75 min-—hnéda kfivka; B —chromatogram
fluvoxaminu s Fe (III) o koncentraci 5,0 mg/l: 0 min — Cerna kiivka, 60 min — modra

kiivka, 120 min — rizova kiivka.
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Stabilita neozafeného fluvoxaminu a stabilita smési ozafené po dobu 45 minut byla
testovana po dobu 7 dnli. Roztok fluvoxaminu i ozafena smés byly stabilni (odchylka 1,4 % u
neozareného fluvoxaminu a 3,8 % v piku fluvoxaminu v ozéafené smési).

Z absorp¢niho spektra fluvoxaminu vyplyva, ze fluvoxamin jen nepatrné absorbuje
zateni o vlnovych délkach delsSich nez 300 nm, nelze oCekavat rychlou pfimou fotochemickou
degradaci fluvoxaminu ve vodném prostiedi. AvSak pii 45 minutovém ozarovani roztoku
samotného fluvoxaminu v této studii doslo ke snizeni koncentrace témet o 65 %. Pridavek
zelezitych iontli mél za nasledek, ze po 60 minutach ozarovani doslo k degradaci az 90 %
fluvoxaminu.

Guo et al. (2022) pozorovali, ze v Cisté vodé pii pH 6 — 9, ozafované vodou chlazenou
500 W stredotlakou rtut ovou vybojkou s odfiltrovanym zarenim o vinové délce kratsi nez 290
nm, dochazi k degradaci fluvoxaminu, kterou lze vyjadfit kinetikou prvniho fadu a neni
nikterak patrné zavisla na pH, rychlostni konstanty se pohybovaly v rozmezi 1,34 — 1,59 hod™.
Zavislost na pH v predkladané praci testovana nebyla, pH roztoku fluvoxaminu nebylo ani
upravovano, jeho hodnota ¢inila 7,1. Po pocatecni fazi reakce (prvnich 45 minut), kdy
degradace probihala dle kinetiky 1. fadu byla ziskana rychlosti konstanta 0,024 min™. Protoze
v praci autord Guo et al. (2022) neni uvedena intenzita pouzitého zafeni, neni mozné
rozhodnout, zda toto mohl byt faktor, ktery by mohl byt zodpovédny za rozdil rychlostnich
konstant.

Stejné jako v predkladané praci i1 autoii Miolo et al. (2002), Kwon & Armbrust (2005)
a Wawryniuk et al. (2017) nalezli pfi fotochemické degradaci fluvoxaminu jeden fotoprodukt.
Jednalo se o cis-izomer fluvoxaminu. I kdyz v této praci nebyl proveden pokus o identifikaci
vzniklého produktu, 1ze predpokladat, ze produkt nalezeny v této praci je praveé cis-izomer

fluvoxaminu.
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3.3. Fotochemické odbouravani sertralinu

Standart sertralinu byl rozpustén v ultracisté vodé (Milli-Q ®), pH nebylo upravovano
a bylo 6,2.

Obr. 7 ukazuje absorpCni spektrum roztoku sertralinu a sertralinu s pfidanymi
zelezitymi ionty.
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Obr. 7: Absorp¢ni spektrum roztoku sertralinu (8,8 mg/l) a roztoku sertralinu s pridavkem

Fe (IIT) o koncentraci 1,0 mg/I.

Z Obr. 7 je patrné, ze samotny sertralin prakticky neabsorbuje v oblasti vinovych délek
nad 300 nm. Absorpce se mirné¢ zvysi a prodlouzi k delSim vlnovym délkdm piidavkem

zelezitych iontd v koncentraci 1,0 mg/l v uvedené oblasti pfiblizné o sedm setin, az do cca

360 nm.

Ozarovani sertralinu bez i s pfidavkem Zzelezitych iont zobrazuje Obr. 8.

27



100 @ ................... @ ................... @ ........................................... @

60 +

40 1

Pocatecni koncetrace [%o]

20 +

0 } t } } } } } |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Cas ozafovani [min]

Obr. 8: Fotochemicka degradace sertralinu bez pfidavku Zzelezitych iontd a s piidavkem
Fe (IIT) o koncentraci 5,0 mg/l. Poc¢atecni koncentrace sertralinu 44 mg/l pro roztok

bez ptidavku Fe (III) a 52 mg/l pro roztok s ptidavkem Fe (III).

Z Obr. 8 je videét, ze u roztoku sertralinu bez ptidavku zelezitych ionti nedochazelo
témer k zadnému fotochemickému odbouravani, pti ozarfovani po dobu 60 minut ¢inil celkovy
ubytek sertralinu pouze 4 %.

V pritomnosti zelezitych iontli o koncentraci 5,0 mg/l byl po 75 minutach ozafovani
celkovy ubytek sertralinu téméf 70 %. Reakcni prubéh degradace sertralinu s pfidavkem
Zelezitych iontd bylo mozné modelovat exponencialni kiivkou, reakce tedy v tomto piipadé
probihala podle kinetiky 1. fadu s rychlostni konstantou 0,015 min™".

V reakéni smési sertralinu s 5,0 mg Fe/l byl proveden test fotoredukce zelezitych ionta.
Jiz po jedné minuté ozafovani doslo k redukci cca 28 % pridanych Zelezitych iontd, po tiech
minutach to bylo 37 % a po péti minutach 38 %. K dosazeni ustaleného stavu zeleznatych
iontl v roztoku je tedy tieba Cas kratsi nez tfi minuty. Lze tedy predpokladat, ze odbouravani
sertralinu probihé fotokatalytickym mechanismem (Klementova, 2018), kdy je trojmocné
zelezo fotochemicky redukovano na dvojmocné za pritomnosti donoru elektronu (substratu),
pficemz dvojmocné Zelezo ma vyssi katalytickou aktivitu pro oxidativni reakce.

Chromatogramy reak¢nich smési, neozareného sertralinu a sertralinu s ptfidavkem

Zelezitych iontl v ozafovacim Case 45 minut zjiS§téné UV detektorem jsou zobrazeny na

Obr. 9.
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Obr. 9: HPLC chromatogramy sertralinu: A —neozafeny sertralin; B — sertralin s pfidavkem

zelezitych iontd o koncentraci 5,0 mg/l v ozafovacim Case 45 minut.

Z Obr. 9 1ze vidét, ze se po 45 minutach ozafovani smési s pridavkem zelezitych iontt
tvorila fada fotoproduktt s krat§imi retencnimi Casy, nez byl retencni ¢as sertralinu. Nebyl
pozorovan zadny produkt s delsim retencnim Casem. Piky produktt vzniklych fotochemickou
degradaci nebyly vyhodnocovany, protoze jejich plochy i v maximalni hodnoté jsou velmi

malé a v mnoha ptipadech i ne dobfe oddélené.
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Degradaci v ultracisté vodeé testovali Calza et al. (2021), vysledky ukazaly, ze se jedna
o kinetiku prvniho fadu a rychlostni konstanta ¢inila 0,012 hod™. To je v rozporu se zde
prezentovanymi vysledky, kdy v ultracisté vodé€ sertralin prakticky nereagoval. Nicméné
velmi podobna hodnota rychlostni konstanty byla v této praci zjisténa pro reakcni smeés
sertralinu s pfidavkem Zelezitych iontd. ZvySeni degradace sertralinu pomoci zeleza
v oxida¢nim stavu 3+ uvadi Pliego et al. (2014), ktefi vyhodnotili foto-Fentoniv proces jako
ucinny pro odbourdvani sertralinu ve vodném roztoku, i kdyz v jejich préci byl do reakcni
smesi pridavan jeste peroxid vodiku.

Vysledky ziskané v predkladané praci spolu s vysledky studii Calza et al. (2021) a
Pliega et al. (2014) naznacuji, ze v prostiedi povrchovych vod, kde lze predpokladat
pfitomnost Zelezitych iontd, muze fotoiniciovana degradace predstavovat vyznamnou

moznost transformace sertralinu.
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4. ZAVER

Byl podan ptehled mechanismu ptsobeni antidepresiv fluvoxaminu a sertralinu a byl
zmapovan vyskyt téchto latek v pfirodnich vodach a jejich toxicita na vodni organismy. Bylo
predlozeno né&kolik praci zabyvajicich se moznostmi degradace danych antidepresiv
v prostredi prirodnich vod a provedena reSerSe stanoveni fluvoxaminu a sertralinu pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Byla zavedena metoda HPLC pro stanoveni fluvoxaminu a sertralinu.

Byla otestovana moznost fotochemické degradace zkoumanych antidepresiv:
fluvoxamin se odbourava pii ozafovani UV zafenim v oblasti 300 — 350 nm 1 bez pifidavku
Fe (IIT) s rychlostni konstantou 0,024 min™!. Sertralin se bez ptidavku Fe (III) prakticky
neodbourava pii ozafovani za svételnych podminek relevantnich pfirodnim vodam, pridavek
Fe (III) vede k odbouravani s rychlostni konstantou 0,015 min™. Byla prokazana rychla
fotochemicka redukce vyznamné ¢asti piidanych Fe (III) iontd — za 5 minut bylo 38 %
pfidanych iontl zredukovano.

Fotoiniciovana degradace muze predstavovat vyznamnou moznost transformace

fluvoxaminu i sertralinu v pfirodnich povrchovych vodach.
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