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1 Uvod

Vyskyt farmaceutickych pfipravki v ptirodnich vodach je do zna¢né miry pficitdn skutecnosti,
(Dietrich et al., 2002). Farmaceutické latky, konkrétné¢ napt. hypolipidemika, antibiotika
aléky proti bolesti, byly detekovany v odpadnich vodach z domécnosti, z komunalnich,
pramyslovych a lécebnych zatizeni, ale téz v povrchovych, a dokonce i podzemnich vodach
(Chander et al., 2016). I kdyz naméfené koncentrace jsou nizké (v fadech ng/l — ug/l),
kontinudlni uvoliiovani téchto latek do odpadnich vod a odtud do ptirodnich toki ptredstavuje
zavaznou hrozbu pro vodni organismy riznych trofickych trovni. Farmaceutické ptipravky
patii mezi tzv. emergentni polutanty, tedy nové se objevujici zneCistujici latky, jejichz

zkoumani pfitahuje v poslednich letech stale vétsi pozornost po celém svéte.

Statiny jsou skupinou 1é¢iv Siroce pouzivanych pii 1€cbé hyperlipidémie (Santos et al., 2016).
Jejich funkce spo€iva v inhibici enzymu reduktdzy 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzymu A
(HMG-CoA reduktaza), ktery je potiebny pro syntézu cholesterolu. Do této skupiny 1é¢iv patii
napiiklad pravastatin, rosuvastatin, simvastatin a atorvastatin, ktery je jednim z nejvice
uzivanych statini (Montanaro et al., 2009). V Ceské republice se za rok 2018 prodalo pies
647 825 baleni atorvastatinu o riiznych velikostech (SUKL, 2018), ¢imZ zaujal prvni misto
v tabulce nejvice uzivanych 1€ka. V jednom baleni je 7 az 100 tablet s obsahem 10 mg aktivni
latky, tedy pfi primérném baleni o 50 tabletach toto ro¢ni prodané mnoZzstvi predstavuje

324 tun atorvastatinu.

Atorvastatin je nejcastéji Clovékem v nemetabolizované formé vyluovan ztéla ven
(Gracia— Lor et al., 2012) nebo je i1 Casto z neopatrnosti nepouzity rovnou splachnut do
kanalizace. Té€mito zptsoby se dostava do Cistiren komundalnich odpadnich vod. Bézné Cistirny
odpadnich vod nejsou specialn€ navrzeny k odstranéni riznorodych kontaminantl pfitomnych
v nizkych koncentracich (Boleda et al., 2011; Wu et al., 2016), proto jsou zbytky 1é¢iv, v€etné
atorvastatinu, z velké Casti vypoustény s vycisténou odpadni vodou dal do povrchovych vod,
1kdyz v poslednich letech Cisticky zavadéji postupy na co nejvetsi odstranéni i1 téchto

mikrokontaminanti, napt. sorpci na aktivnim uhli (Katsigiannis et al., 2015).



Xenobiotické latky antropogenniho ptivodu mohou v ptirodnich vodéach podléhat biologickym
(mikrobidlnim) i nebiologickym transforma¢nim procesim (Wilde et al., 2016; Liet al., 2017).
Mezi nebiologickymi pfeménami, dilezitymi zejména u latek rezistentnich k mikrobialnimu
odbourani, se uplatiiuji zejména hydrolytické a fotochemické reakce (Xia et al., 2009). Proto
je fotochemické odbourdvani farmaceutickych i jinych mikropolutantii predmétem zajmu

védcu.



1.1 Statiny — vyvoj a mechanismus ucinku

Cholesterol je nezbytny pro fungovani vSech lidskych organti, protoze je soucasti bunéénych
membran, avSak jeho nadbytek v organismu muze byt pfi¢inou srdec¢nich chorob. Za stoleti
vyzkumu védci podali fadu dikazh, které prokazuji pfi¢innou souvislost mezi hladinou
cholesterolu v krvi, ateroskler6zou a srde¢nim onemocnénim. Védci a farmaceuticky primysl
na zéklad¢ téchto znalosti ispé$né€ vyvinuli pozoruhodné i¢innou skupinu 1€k zvanou statiny,
které snizuji hladinu cholesterolu v krvi a v disledku toho i poc¢tu kardiovaskuldrnich

onemocnéni.

V roce 1784 byl cholesterol poprvé izolovan ze Zlu¢ovych kamenii a v roce 1888 piesné
stanoven sumarni vzorec cholesterolu (Li, 2009). Struktura molekuly cholesterolu byla

vysvétlena az na pocatku 30. let minulého stoleti (Vance & Van den Bosch, 2000). Strukturni

vzorec cholesterolu je zndzornén na Obr. 1.

Obr. 1: Strukturni vzorec cholesterolu (ChEBI).

Jiz béhem 19. stoleti byl rozpoznan jev ,kornaténi tepen®, ktery se oznacuje terminem
ateroskler6za. Vroce 1910 Heindrich Otto Wieland a Adolf Windaus zjistili, Ze
aterosklerotické plaky z aort lidskych jedincti obsahuji vice nez 20krat vyssi koncentrace

cholesterolu nez normalni sténa aorty (Goldstein & Brown, 2003).

Zasadni vyzkum tlohy cholesterolu v lidské aterosklerdze ve skute¢nosti nezacal az do 40. let
20. stoleti, a to kviili nazoru, Zze nemoc je dusledkem starnuti organismu a nelze se vici ni
branit. Teprve objeveni genetické souvislosti mezi cholesterolem a srde¢nimi infarkty bylo
pro vyzkum spojitosti cholesterolu se srdec¢nimi infarkty zasadni. Tento objev byl uskute¢nén
vroce 1939 norskym lékatem Carlem Miillerem, ktery popsal né€kolik velkych rodin,
ve kterych se vyskytovaly vysoké hladiny krevniho cholesterolu a dochazelo k pred¢asnym

srdecnim infarktim v mladém véku (Varghese, 2014).



Ovsem az v poloving 60. let 20. stoleti bylo obecné piijato genetické chapéani tohoto syndromu,

ktery se stal znamym pod nazvem familiarni hypercholesterolémie, FH (Khachadurian, 1964).

Na pocatku 50. let 20. stoleti probehly epidemiologické studie spojeni cholesterolu
a koronarnich  onemocnéni, provedené  Gofmanem a jeho  spolupracovniky
(Gofman et al., 1950; Gofman et al., 1956). Studie vedly nejen ke zjiSténi, Ze srde¢ni zdchvaty
korelovaly se zvySenymi hladinami cholesterolu v krvi, ale také k vysledku, Ze cholesterol byl
obsazen v komplexu s lipoproteinem, ktery mél nizsi hustotu nez jiné lipoproteiny; proto tento
lipoprotein dostal oznaceni podle své nizsi hustoty LDL (Low Density Lipoprotein). Studie
provedené Gofmanem et al. (1950) navic potvrdily, Ze srdecni infarkty byly mén¢ Casté, kdyz
krev obsahovala zaroven zvySené hladiny jin¢ho lipoproteinu, lipoproteinu o vysoké hustoté,

oznacovaném zkratkou HDL (High Density Lipoprotein).

Spojeni z pohledu epidemiologie mezi cholesterolem v krvi a koronarni ateroskler6zou bylo
definitivné prokazano vyzkumnou skupinou pod vedenim Ancela Keyse (Keys et al., 1955;
Keys et al., 1966), ktera sledovala vyskyt srde¢nich zachvati u 15 000 muzi ve stitednim véku
po dobu 10 let. Bylo zjiSténo, Ze mnoZzstvi tuku v potravé méa vyznamny vliv na koncentraci

cholesterolu v krevnim séru.

Klinické dasledky zvySené hladiny cholesterolu v organismu stimulovaly od 50. let intenzivni
vyzkum syntézy cholesterolu v lidském téle. VétSina zasadnich krokd v syntéze cholesterolu,
zahrnujicich 30 enzymatickych reakci, byla objasnéna koncem 50. a v prabehu 60. let
minulého stoleti (Bucher et al., 1960; Popjak et al., 1962; Bloch, 1965; Dietschy & Wilson,
1968).

Syntéza cholesterolu probiha v jatrech, a to ve Ctyfech fazich, které jsou znazornény na Obr. 2.
Prvni faze zahrnuje kondenzaci tii acetatovych jednotek za vzniku Sestiuhlikatého
meziproduktu zvaného mevalondt za ucasti enzymu reduktazy 3-hydroxy-3-methylglutaryl
koenzymu A (HMG-CoA reduktaza); tento krok je hlavnim bodem regulace na cesté
k cholesterolu, pravé inhibici této reakce je dosahovéano snizeni hladiny cholesterolu. Druhou
fazi je syntéza isopentenyldifosfatu, tedy preména mevalonatu na aktivované izoprenové
jednotky. Trteti faze zahrnuje syntézu skvalenu, ktery vznikd reduktivni dimeraci
farensyldifosfatu. Ctvrta fize, vniz se tvoii tetracyklické struktury ze skvalenu, vede

ke konecnému produktu — cholesterolu.
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Obr. 2: Syntéza cholesterolu v lidském organismu (upraveno dle Medical Biochemistry) —
znazornéni zakladnich Ctyt fazi syntézy: faze 1 — zeleny ramecek, faze 2 — hnédy

ramecek, fdze 3 — modry ramecek, faze 4 — Zluty ramecek.

Od konce 50. let mnoho farmaceutickych spole¢nosti hledalo latky, které by blokovaly jeden
ze 30 kroki syntézy cholesterolu z acetyl-koenzymu A (Steinberg, 2006). Prvni synteticky
pripravenou latkou, snizujici hladinu cholesterolu, byl triparanol, ktery byl ale brzy stazen

kvtli zdvaznym vedlej$im ucinkim (Kirby, 1967).



Postupné byly jako do jist¢é miry ucinné prokazany kyselina nikotinovd, fibraty,

(napft. klofibrat) a cholestyramin.

Nadéjnym preparatem, vyizolovanym z plisné Penicillium citrinum, byl tzv. kompaktin, ktery
inhiboval syntézu sterolii, a to inhibici enzymu 3-HMG-CoA reduktizy. OvSem testy
na zvifatech mély piekvapivé vysledky, protoze u nékterych druht test nevedl ke snizeni
hladiny cholesterolu v krvi (krysy, psy, opice), naopak napi. u slepic a kocek byl vysoce

ucinny (Endo, 1992). Vzorce vybranych piedchiidct statint jsou znazornény na Obr. 3.

CHj

» -

T
\ \\O
o
CHy

s
Hac/\)m

HaC

Cl

triparanol klofibrat

cholestyramin kompaktin

Obr. 3: Strukturni vzorce triparanolu, klofibratu, cholestyraminu a kompaktinu (ChEBI,;
PubChem).

V predbéznych testech s lidskymi pacienty se ukéazalo, ze hladina cholesterolu, pifi uzivani

wewr

ucinky (Yamamoto et al., 1980). Podobné vysledky poskytly 1 nasledné klinické testy
(Mabuchi et al., 1983).



Protoze ale testy na zvitatech, kterym byly dlouhodobé podavany velmi vysoké davky
(0,1 — 0,2 g/kg/d"), prokazaly iniciaci k tvorbé lymfomd, byla podpofena snaha o nalezeni
jinych latek podobné struktury, které by nedisponovaly takovymito vedlejsimi u¢inky (Endo,
2017).

V roce 1980 byla publikovana prace Albertse et al. o izolaci i¢inného inhibitoru 3-HMG-CoA
reduktdzy izolovan¢ho =z kultury Aspergillus terreus, nazvaného mevinolin a pozdéji

piejmenovaného na lovastatin (Vega & Grundy, 1987; Drugbank, 2020).

Na zéklad¢ ucinnosti téchto prirodnich latek byly postupné uvedeny na trh syntetické latky
s podobnymi ucinky s hromadnym oznacenim statiny (Endo, 2017), z nichZ atorvastatin
a rosuvastatin jsou nejucinnéjsimi co do schopnosti snizeni LDL cholesterolu. Dalsi 1€ky jako
simvastatin a pravastatin, lovastatin a fluvastatin maji slabsi ucinky. Struktury nejvice

pouzivanych latek jsou znazornény na Obr. 4.

atorvastatin rosuvastatin

simvastatin pravastatin

Obr. 4: Strukturni vzorce nejvice pouzivanych statinii: atorvastatin, rosuvastatin, simvastatin,

a pravastatin (ChEBI).

! g/kg/d — Tato jednotka vyjadfuje gramy podévané latky na kilogram hmotnosti pokusného objektu za den.



Za vysoce intenzivni hypolipidemickou 1é¢bu, u které predpokladame snizeni
LDL cholesterolu o 50 % a vice, lze oznacit uzivani 20 —40 mg rosuvastatinu nebo
40 — 80 mg atorvastatinu (proLékare, 2019). Méné potentni statiny jsou i ve svych
maximalnich davkach méné ti¢inné, navic bylo zjisténo, ze zdvojnasobeni davky statinu vede
k poklesu zhruba o 5 % v hladiné celkového cholesterolu a poklesu o 7 % v hlading

LDL cholesterolu.

Z toho vyplyva, Ze v ptipadé nedostatecné terapeutické odpovédi se doporucuje, namisto
zvySovani davky, vystfidat méné potentni statin za 0€innéj$i molekulu. U pacientt

vyzadujicich agresivni hypolipidemickou 1écbu pak volit rovnou rosuvastatin ¢i atorvastatin.



1.2 Charakteristika statini a jejich vedlejsi efekty

Atorvastatin se fadi do skupiny syntetickych statinii (Hajkova et al., 2008), jehoz suméarni
vzorec je C33H3sFN2Os a nazev dle TUPAC? (3R,5R)-7-[2-(4-fluorophenyl)-3-phenyl-4-
(phenylcarbamoyl)-5-propan-2-ylpyrrol-1-yl]-3,5-dihdroxyheptanoic acid;2-methylpropan-
2-amine (PubChem).

Poprvé byl syntetizovan v roce 1985 americkym védcem Brucem Rothem (Corey et al., 2008).
Atorvastatin  je  produkovan jako trihydrat atorvastatinu = vapenatého nebo
trihydrat hemivéapenaté soli atorvastatinu, jejimz vzorcem je (C33H34FN2Os),Ca x 3H>O.
Atorvastatin uvedla na trh firma Warner Lambert ve spolupraci s firmou Pfizer v roce 1996.
Ve Spojenych statech americkych se prodava ptvodni piipravek pod nazvem Lipitor (Roth,
2002), v Ceské republice pod nazvem Sortis (Hajkova et al., 2008), ale v sou¢asnosti existuje
fada generik od rGznych firem se stejnou uCinnou latkou (trihydratem vépenaté soli
atorvastatinu), napi. Atorvastatin Aurovitas ¢i Apo-Atorvastatin, oba s ucinnou latkou

v mnozstvi 10, 20, 40 a 80 mg na tabletu (SUKL, 2020; Zdravotnictvi a medicina, 2020).

Atorvastatin se z vice nez 98 % se vaZze na plazmatické bilkoviny (Vitovec et al., 2017).
Po peroralnim uziti je rychle absorbovan sténou stfeva, pfi¢emz jeho maximalni plazmaticka
koncentrace v krevni plazmé je dosazena po 1 — 2 hodinach po podani (Hajkova et al., 2008).
Systémoveé dosazitelna inhibi¢ni aktivita HMG-CoA reduktazy klesne na hodnotu
30 %. Primérny eliminacni polocas atorvastatinu je pfiblizné¢ 14 hodin, zatimco polocas jeho
aktivnich metabolitli je 20-30 hodin (Mclver & Siddique, 2020). VétSina absorbovaného
atorvastatinu (98 %) je vylucovana v nezménéné podobé stolici nebo moci, pouze asi 20 % je
metabolizovano cytochromem P450 3A4 na hydroxylované metabolity, které také vykazuji
snizeni hladiny cholesterolu (Vitovec et al., 2017). Z tohoto diivodu je riziko interakei s 1€ky
metabolizovanymi timto cytochromem nizké. Souhrn charakteristik vybranych statint je

shrnut v Tab. L.

2 JUPAC — International Uninion of Pure and Applied Chemistry.



Tab. I: Zakladni charakteristika statinh — davkovani, setrvani v organismu a zpusob

vylu€ovani (upraveno dle Vitovce et al., 2017).

setrvani v organismu zpUsob vylucovani
davkovani
priklady statinl (me] (biologicky polocas) moc/stolice
mg
[hod] [%]
atorvastatin 10-80 14 2/70
rosuvastatin 5-40 21 10/90
simvastatin 10-40 1,5 0/60
pravastatin 20-40 1,5 20/80

Z Tab. I vyplyva, Ze atorvastatin a rosuvastatin maji vyrazn¢ (fadov¢) delsi biologicky polocas
nez dva zbyvajici zastupci. U vSech statinli pievlada vyrazné vylucovani stolici nad sekreci

moci.

Ptestoze statiny diky svym ucinkim piedstavuji velmi i€inny nastroj prevence nahlé¢ mozkové
piihody a vzniku aterosklerozy a vykazuji kardioprotektivni Gi€¢inek, mohou se u nekterych
osob (zejména pii uzivani vysSSich davek) objevit nékteré nezadouci ucinky, které pak
predstavuji limitaci pro 1é¢bu (Vitovec et al., 2017). Mezi nejvyznamnéjsi patii neurologické
projevy, zejména vliv na funkcnost svalii, kdy zplsobuji svalovou bolest nebo dokonce
myopatii, postihujici 3 —5 % nemocnych, ktera v extrémnim pifipadé mize vést az
k rozséhlejsimu poskozeni svalti (Céska et al., 2015). Dalsimi moznymi nezadoucimi uinky
je neptiznivy efekt na spousténi funkce hnédého tuku a posSkozeni az dysfunkce jater. Jatra
mohou byt poSkozena, jelikoz jsou primarnim cilem plsobeni statinii (Balaz & Wolfrum,
2019). Statiny jsou téz spojovany se zvySenym vyskytem diabetu 2. typu, ovS§em mechanismus

neni jasny (Henriksbo et al., 2014).
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1.3 Statiny v prirodnich vodach — vyskyt a mozZnosti degradace

V poslednich letech se objevuji prace, prokazujici pritomnost statinli v ptirodnich vodach.
Tak napft. studie z Ontaria (Kanada) prokazala atorvastatin a rosuvastatin ve vzorcich vSech
11 testovanych Cisti¢ek s medianem koncentrace na vystupu 77 ng/l pro atorvastatin a 324 ng/l
pro rosuvastatin (Lee et al., 2009). V hornim toku feky Tennessee River (USA) byly na ptitoku
do nckolika Cisticek odpadnich vod nalezeny koncentrace nckterych —statind
v rozmezi 10 — 20 ng/l1 (Conley et al., 2008). Ve vod¢ z feky Apies v blizkosti mésta Pretorie
v Jihoafrické republice bylo detekovéano pét statinii v koncentracich okolo 100 ng/l u kazdého
jednotlivé (Tete et al. 2020). Langford a Thomas detekovali nékteré zastupce statinli
v povrchovych vodach v okoli hlavniho mésta Norska v koncentracich az vice nez 100 ng/l
(Langford & Thomas, 2011). V Ceské republice byl atorvastatin piitomen v 21 vzorcich, a to
v maximalni koncentraci do 1,5 pg/l (Ministerstvo zeméd¢lstvi, 2018), jiné statiny nebyly

stanovovany.

Prace autorti Lam et al. (2004) a Lam & Mabury (2005) se zabyvaly moznosti fotochemickych
piremén atorvastatinu v ptirodnich vodach. Lam et al. (2004) provedli experiment, pii némz
1éCiva vystavili sluneCnimu zéfeni v rybnicni vodé a ve sterilované rybni¢ni vode¢.
U atorvastatinu zjistili, Zze polocas ubytku je v obou ptipadech prakticky totozny, coz vedlo
k zavéru, Ze biologické odbouravani neni pti¢inou ubytku atorvastatinu, ale Ze je zpiisoben
fotochemickymi pfeménami. Zjistili také, ze nckteré primarné¢ vytvorené produkty
fotodegradace jsou dale rozklddany, takze po 24hodinovém ozafovani nékteré produkty
z reakéni smési vymizely. Lam & Maruby (2005) zkoumali vliv rozpusténych organickych
latek (DOM — dissolved organic matter)® na fotodegradaci atorvastatinu; vysledky ukazaly, ze
pritomnost rozpusSténych organickych latek mé pozitivni vliv na rychlost odstrafiovani
atorvastatinu. Navic zjistili, Ze krom¢ organickych latek mohou mit na fotochemickou
degradaci pozitivni vliv i anorganické ionty, napt. NO3, tak i HCO3. Razavi et al. (2011)
zkoumali vliv rozpuSténych organickych latek (DOM —dissolved organic matter)
na fotodegradaci atorvastatinu s pouzitim standardu fulvokyseliny izolovaného =z ieky

Suwannee a podil reaktivnich slou¢enin kysliku, jako 'O, nebo - OH na degradaci.

3 Zkratkou DOM (dissolved organic matter) se oznacuje riiznorodd skupina piirodnich organickych latek

proménné velikosti a chemickeé struktury, které ve vod¢ vznikaji rozkladem organickych latek a syntézou novych
produktti. Frakce DOM je definovana jako ty latky rozptylené ve vodé, které projdou filtrem o velikosti pori
0,45um. Ve vétsim mnozstvi dodavaji vode zlutohnédé zabarveni.
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Polocas pfetrvani atorvastatinu v ¢isté vodé byl stanoven na 6,9 hodin, zatimco v pfitomnosti
rozpusténych organickych latek v koncentraci 67 mg organického uhliku/l klesl az na

0,6 hodin (Razavi et al., 2011).

Statiny svou pfitomnosti v pfirodnich vodach mohou mit vliv na vodni organismy.
Experimenty na rybadch Danio rerio (Thorpe et al., 2004) a Oncorhynchus mykiss
(Estey et al., 2008; Ellesat et al., 2010) prokéazaly pokles metabolické aktivity. Expozice
motského mlze Mytilus edulis atorvastatinu v koncentraci 1,2 pg/l méla za nasledek vycerpani
télesnych zasob nejen lipidi, ale téz cukrt a bilkovin, ale 1 potla¢enou transkripci klic¢ovych
enzymi mitochondrialni biogeneze (Falfushynska et al., 2019). Liu et al. ve studii
simvastatinu na vodniho koryse Daphnia magna pozorovali, ze dlouhodobé expozice (21denni

test) vede ke snizeni produkce vajicek a nizsi ristové rychlosti (Liu et al., 2019).

Kromé vodnich zivocichi mohou emergentni polutanty ovliviiovat i rostliny. V této
souvislosti se uplatiiuji testy na okiehku (Lemna sp.), protoze se jedna o organismus, ktery je
rozsifen po celém sveété. Lemna sp. jsou cévnaté rostliny volné plovouci po vodni hlading.
Vzhledem k jejich malé velikosti, jednoduché struktute (rostlinné télo redukované na stélku
s jednim kotinkem), vegetativnimu zptisobu rozmnozovani a snadné kultivaci jsou idedlnim
testovacim organismem (Mkandawire et al., 2013). Doba trvani testi toxicity se obvykle udava
4 nebo 7 dni (OECD, 2002). Nejcastéji jsou méfeny parametry jako je listova plocha a délka
kotink. U Lemna gibba pozorovali Brain et al. (2006) ve své studii, zaméfené na latky
v biosyntéze mevalonové kyseliny, snizené koncentrace stigmasterolu a -sitosterolu, coz jsou
kritické komponenty rostlinnych membran a regulatory morfogeneze a vyvoje.

Pro atorvastatin stanovili hodnotu ECio* na 26 pg/l.

4 EC)o-je efektivni koncentrace obvykle udavana v mg/l nebo pg/l., kterd ma za nasledek méfitelny efekt v 10 %
testovanych organismi, napf. redukci fotosyntetické aktivity o 10 % v biotestu s pouzitim Lemny sp.
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2 Material a metody

Atorvastatin byl zakoupen od firmy Merck v €istoté < 99,9 %. Pro dalsi pouziti byl atorvastatin
rozpoustén v Milli-Q® vodé& na koncentraci cca 50 mg/l, coz odpovida molarni koncentraci
4,1x10° mol/l. FeCl; od firmy Lachema byl rozpustén v HCl o koncentraci 0,2 mol/l

na vyslednou koncentraci 26 g Fe/l.

Spektrofotometricka méfeni byla provadéna na spektrofotometru Shimadzu UV-1601 se

softwarem UV-Probe.

Ozatovani bylo provedeno ve fotochemickém reaktoru Rayonet R100 osazeném lampami
RPR 30004, které emituji zateni 250-350 nm. Zaieni o vlnovych délkach kratsich nez 300 nm
bylo odfiltrovano optickym sklem (ozafovani bylo provadéno ve sklenénych kyvetich
opatienych vickem). Zarivy tok (energie vSech vinovych délek v detekénim rozmezi piistroje
vyzatrena za jednotku ¢asu) byl méten pfistrojem Lutron UV A, po piepocteni na ozafovanou

plochu jeho hodnota Cinila 4,5 W.

Chromatografickd stanoveni byla provadéna na piistroji Thermo Scientific Dionex Ultimate
system 3000 (USA) se spektrofotometrickou a fluorescen¢ni detekci na koloné Kinetex C18
(150 x 3,0 mm; Spum). Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu (40 %) a vody s ptidavkem
0,001% kyseliny mravenci (60 %). Pouzity pritok byl 1 ml/min, néstfikovy objem vzorku
5 ul. Eluce byla provadéna isokraticky. Detekce byla provadéna spektrofotometrickym
detektorem s diodovym polem PDA 3000RS svyuzitim vlnové délky 247 nm
a fluorescencnim detektorem FLD 3000RS s excitacni vinovou délkou 245 nm a emisni
vlnovou délkou 390 nm. Pro zpracovani chromatografickych dat byl pouzit program

Chromeleon.

Stanoveni dvojmocného Zeleza v ozafené reakéni smési bylo provedeno s pouzitim
1,10 — fenantrolinu jako komplexacniho ¢inidla, absorbance vzniklého komplexu byla métena

pii 510 nm.

Test toxicity atorvastatinu a produktt jeho fotochemické degradace byl provedena na vodni
rostliné jménem okiehek (Lemna minor) podle metodiky OECD Guideline 221
(OECD, 2002). Okiehek byl odebran z Mollerovského rybnika v Netolicich
(jizni Cechy, soufadnice: 49°02'53";14°12'30").
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Pted testem byla rostlina kultivovana po dobu 3 tydnii v médiu Swedish Standard Lemna
Growth Medium (SIS). Pro ptipravu tohoto média byla pfipraveny zdsobni roztoky, jejichz

slozeni udava Tab. 1L

Tab. II: SloZeni zasobnich roztokl pro pfipravu ristového média (SIS média) pro okiehek.

roztok sloZeni koncentrace [g/]]
I NaNOs3 8,5
KH2PO4 1,34
II MgS0O4.7H,0 15
111 CaCL.2H;0O 7,2
v NaxCOs 4
H3BO3 1,0
\Y4 MnCl,.4H>0 0,2
NaxMo004.2H>0 0,01
ZnS04.7H20 0,05
CuS04.5H,0 0,005
Co(NO3)2.6H20 0,01
VI FeCl3.6H>O 0,17
Na».EDTA.2H>O 0,28
VII MOPS (buffer) 490

Pro piipravu 1 litru SIS média bylo do kidinky na objem 1 litr k cca 750 ml Milli-Q® vody

pridano:

- 10 ml zasobniho roztoku I
- 5 ml z&sobniho roztoku II
- 5 ml zasobniho roztoku III
- 5 ml z&sobniho roztoku IV
- 1 ml z&sobniho roztoku V
- 5 ml z&sobniho roztoku VI

- 1 ml zasobniho roztoku VII
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Nasledovala uprava pH na hodnotu 6,5 (doporucené rozmezi je 6,5 + 0,2, k upravé hodnoty
pH na vyslednou hodnotu v rozmezi 6,5 + 0,2 je doporuceno pouzit 0,1 NaOH nebo 1 M HCI,
v této praci byl pouzit vyhradné roztok NaOH). Po uprave pH byl roztok pteveden do odmérné
batiky a doplnén Milli-Q® vodou na objem 1 litr. Roztok kultivaéniho média i zasobni roztoky
k jeho ptfipravé byly uchovavany pii 4 °C bez ptistupu svétla. Zasobni kultivar okiehku byl

jedenkrat tydné preoCkovavan do Cerstvého kultivaéniho média.

Pro vlastni test bylo do krystaliza¢ni misky o priméru 9,5 cm pfeneseno pinzetou cca 12 listkli
oktehku do 120 ml média. Inkubace v n€kolika paralelnich stanovenich (minimalné ve tiech,
ale pfi opakovani stanoveni s velkym rozptylem hodnot pak ve ¢tyfech nebo v péti). Okiehek
byl kultivovan pti pokojové teploté (22 —25 °C), v podmracenych dnech byl v dennich
hodinach ptisvétlovan LED osvétlenim (LED CRI-300-W, barva bila 6000 — 6500 K), jehoz
spektralni charakteristika je znazornéna na Obr. 5; intenzita pfisvétleni se pohybovala
v rozmezi 2800 — 3500 Ix (méfeno luxmetrem Elvos LM 1010). V poslednim pokusu testu
toxicity fotoproduktli byl ponechan bez pfisvétlovani. Pro vyhodnoceni dopadu atorvastatinu
a produkti jeho fotochemické degradace na celkovy pocet potomki a velikosti téla okiehktli
byl pouzit vyhodnocovaci program Easy leaf area software jednak v mobilni aplikaci jednak

v aplikaci pro PC.

1.2
1.0
0.8
0.6
0. 4 .
0.2

0.0 =
380 430 480 530 580 630 680 730 780

Obr. 5: Emisni spektrum LED CRI-300-W (Aliexpress, 2020).
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3 Vysledky

Obrazek 6 ukazuje absorpcni spektrum atorvastatinu a smeési atorvastatinu s pfidanymi

zelezitymi ionty.

2,5 1

absorbance

0 T T T : 1 T :
200 250 300 350 400 450 500 550

vinova délka [nm]

Obr. 6: Absorpéni spektra roztoku atorvastatinu o koncentraci 36 mg/l a téhoz roztoku

atorvastatinu s ptidavkem Zelezitych iontli o koncentraci 5,0 mg/1.

Z Obr. 6 je patrné, Ze 1 samotny atorvastatin vykazuje ur¢itou absorpci v oblasti vinovych
délek nad 300 nm (do cca 325 nm). Absorpce se vyrazné zvySuje pridavkem zelezitych iontl

v koncentraci 5 mg/l a absorp¢ni spektrum se rozsituje daleko do viditelné oblasti.
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Prubéh fotochemické degradace atorvastatinu ukazuje Obr. 7. Na obrazku je znazornén jednak
casovy prubch odbouravani samotného atorvastatinu bez ptidavku Zelezitych ionti, jednak se

tfemi riiznymi koncentracemi pfidaného Fe’”.

1,00

0,80

0,60

bez Fe

c/c,

1,7 mg Fe/l
0,40
—A— 3,4 mg Fe/I
—B— 5,0 mg Fe/I

0,20

0,00

Cas ozarovani [min]

Obr. 7: Zavislost degradace atorvastatinu na koncentraci piidanych zelezitych iontt.

Z obrazku je videt, ze u atorvastatinu dochazelo k fotochemickému odbouravani i v roztoku,
kde byl pfitomen samotny atorvastatin bez ptidavku Zelezitych iontli, ale odbouravani bylo
zpocatku (v prvnich 10 minutach) pomalé, pii dalSim ozatovani se vyrazné zrychlilo, takze

0 25 minutach ozafovani bylo v reakéni smési o puvodniho mnozstvi atorvastatinu.
25 tach byl k 13 % dnih tvi at tat

Se zvySujicim se mnozstvim piidavanych zelezitych ionti se reakce v pocateCnim stadiu
zrychlovala, u nejvyssi pouzité koncentrace 5 mg Fe/l bylo mozné modelovat reakéni priabéh
exponencialni kiivkou, reakce tedy vtomto piipad¢ probihala podle kinetiky 1. fadu
s rychlostni konstantou 0,130 min™'. Po 25 minutdch ozafovéni zbyla v reakéni smési jen 4 %

z puavodniho mnozstvi atorvastatinu.

Chromatogramy reakénich smési bez ptidavku Zelezitych ionti a s piidavkem
Fe*" v koncentraci 5 mg/l v jednotlivych ozafovacich ¢asech 0—25 minut pofizené UV
a fluorescencnim detektorem jsou uvedeny na Obr. 8 a 9. ZvétSené chromatogramy se

zvyraznénymi retencnimi ¢asy jsou v Ptilohach 1 — 4.
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Obr. 8 ukazuje HPLC diagramy vzorki atorvastatinu bez pridavku Fe’”.
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Obr. 8: HPLC diagramy atorvastatinu bez Fe*" v ¢asovém rozmezi ozafovani 0 — 25 minut:
A — chromatogram z UV detektoru; B — chromatogram z fluorescencniho detektoru.
0 min — ¢erna kiivka, 3 min — modra kfivka, 8 min — rizova kiivka, 15 min — oranzova

kiivka, 25 min — zelena kiivka.

Na Obr. 8 v ¢asti A je Sipkou oznaceny pik pfedstavujici atorvastatin, ktery se objevuje pfi
retencnim Case 6,89 minut. Chromatogram se zvyraznénymi retencnimi ¢asy pro UV detektor
se nachazi v Ptiloze 1 a pro fluorescen¢ni detektor v Ptiloze 2. Kromé atorvastatinu jsou
na obrazku patrné dva produkty fotochemické degradace v retencnich cCasech
9,64 a 10,45 minut. Tyto produkty nevykazuji vyraznou absorpci v UV oblasti, ale vyznamné
fluoreskuji (¢ast B). S pouzitim fluorescen¢niho detektoru byly detekovatelné dal$i minoritni

produkty v reten¢nich ¢asech 13,75 — 15,25 minut.
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HPLC diagramy na Obr. 9 zobrazuji reakéni smési atorvastatinu s pridavkem Fe**

v koncentraci 5,0 mg/I.
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Obr. 9: HPLC diagramy atorvastatinu s 5,0 mg Fe/l v casovém rozmezi ozafovani
0 — 25 minut: A —chromatogram z UV detektoru; B — chromatogram z fluorescen¢niho
detektoru. 0 min — ¢erna kiivka, 3 min — modra kfivka, 8 min — rizova ktivka,

15 min — oranzova kfivka, 25 min — zelena kiivka.

V Obr. 9 jsou v ¢asti A (chromatogram s UV detekci) vidét zietelné Ctyfi nové produkty,
fluorescenéni detektor ale odhalil, Ze v ptitomnosti Fe** vznik4 cela fada novych produkti.
Chromatogram se zvyraznénymi reten¢nimi ¢asy pro UV detektor se nachazi v Ptiloze 3 a pro

fluorescenéni detektor v Priloze 4.
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Chromatogramy se dvéma koncentracemi niz§imi nez nejvyssi pouzita koncentrace Zelezitych
iontll 5 mg/l (1,7 mg/1 a 3,4 mg/1) ukazuji postupnou zménu v tvorbé produktii se zvySujici se
koncentraci Fe**. V roztoku atorvastatinu s koncentraci Zelezitych iontt 1,7 mg/l byla patrna
tvorba jednoho nepatrného piku s reten¢nim ¢asem 13,96, jinak nebyl zaznamendn rozdil
oproti reakéni smési pii ozafovani atorvastatinu bez piidavku Fe**. V chromatogramu
s fluorescen¢ni detekci byla zietelné¢ vidét tvorba dalSich pikli s retencnim casem
13,75 -22,4 minut.  Z chromatogramti s koncentraci  zelezitych ionti 3,4 mg/l
z fluorescencniho detektoru byl patrny zvySeny pocet fotoproduktli oproti UV detekci.
Konkrétné v chromatogramu s UV detekci se nachazi pouze 3 fotoprodukty a s fluorescen¢ni
detekcti je jich celkem 8. Koncentrace fotoproduktl roste se zvySujicim se ozarovacim ¢asem,
ale koncentrace fotoproduktu v reten¢nim case 8,28 minut zac¢ina od Casu ozafeni — 15 minut

klesat, produkt za¢ind degradovat.

V reakéni smési atorvastatinu + 5mg/l Fe** byl proveden test fotoredukce Zelezitych iontd.
Vysledek odhalil, Ze z celkového piidaného mnozstvi Fe** je po 1 minuté zredukovano

cca 6 % ptidanych ionti, ale toto mnozstvi se jiz s delSim ozafovanim neméni.

U roztoku atorvastatinu a roztoku reakéni smési po 25minutovém ozéafeni byla testovana

stabilita po dobu 7 dnli. U obou vzorkill byla pozorovana zména koncentrace do 5 %.

Pro test toxicity atorvastatinu na okiehku (Lemna minor) byly pouzity koncentrace
0, 25, 50, 100 a 200 pg/l. Bylo vyhodnocovano procento ptirtistku plochy listl za 7 dni trvani
testu. Vysledky jsou shrnuty v Tab. III.

Tab. III: Koncentrace neozaieného atorvastatinu a procentudlni ptiristek plochy listl

okiehku.
koncentrace atorvastatinu [pg/l] 0 25 50 100 200
prirastky plochy lista [%] 18561 19511 }(5)2 };g 19575
133 87 111 82 100

Z Tab. Il je vidét, Ze hodnoty v jednotlivych paralelnich stanovenich vyrazné kolisaji, ale neni

patrny toxicky efekt atorvastatinu se zvysujici se koncentraci.
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Pro test toxicity smési produktl fotochemické degradace atorvastatinu byl atorvastatin
s pridavkem Fe®" 5 mg/l ozafovan po dobu 15 minut (po této dobé& ozafovani jsou jiz v reakéni
smési pfitomny vSechny fotoprodukty). Testovany byly pouze vzorky kontroly a smés
fotoproduktii odpovidajici nejvyssi testované koncentraci samotného atorvastatinu. Protoze
zbytkova koncentrace atorvastatinu ve smési fotoprodukti po 15 minutach ozatovani €inila
15 % pivodni koncentrace, byl k okiehku pfidan takovy objem reakéni smési, aby v ném
koncentrace atorvastatinu byla stejna jako v pfipad¢ testu samotného atorvastatinu
s koncentraci 200 pg/l, tj. 3040 pl. Pokus byl proveden nejprve ve tfech paralelnich
opakovanich, ale rozptyl ptirastki plochy listd byl pfili§ velky pro jakékoli vyhodnoceni
(u kontroly €inily piiriistky plochy listi 122, 128 a 291 %, u fotoproduktt 120, 144 a 225 %).
Pokus byl proto zopakovdn se cCtyfmi paralelnimi stanovenimi. Tentokrat pfirtstky
u fotoproduktli byly stabilné;si u tiech stanoveni (83, 94 a 98 %), jedno stanoveni se vymykalo
(58 %), ovSem u kontroly byly ziskdny dva pary naprosto odliSnych hodnot (117 a 128 %
a 300 a 300 %). Nicmén¢ je vidét, Ze priristek plochy listli ve vzorcich se smési produktti byl
rozptylu hodnot kontrolnich stanoveni zopakovéan jesté jednou v péti paralelnich stanovenich,

tentokrat bez ptisvétlovani. Vysledky tohoto pokusu jsou shrnuty v Tab. IV.

Tab. IV: Test toxicity produktd fotodegradace atorvastatinu (15 min) a procentualni ptirtstek

plochy listli v sedmidennim testu.

vzorek priristek plochy vzorek priristek plochy
listii [%] listii [%]
kontrola 1 61 fotoprodukty 1 14
kontrola 2 51 fotoprodukty 2 -8
kontrola 3 36 fotoprodukty 3 -7
kontrola 4 28 fotoprodukty 4 12
kontrola 5 56 fotoprodukty 5 -8

V Tab. IV jsou hodnoty pfirastku u kontroly i fotoprodukti vyrazné nizsi nez v predchozim
pfipadé kvuli absenci ptisvétlovani, ale je jednoznacné vidét vyrazné nizs§i piirtstky

v prostiedi se smési fotoprodukti.
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4 Diskuze

Wang et al. (2018) ve své praci uvadéji, Zze fotodegradace samotného atorvastatinu probihala
dle kinetiky prvniho fadu srychlostni konstantou 0,0369 hod! (reakce provadéna
ve fosfatovém pufru). Reakci v naSem uspotféddani u samotného atorvastatinu neni mozné
modelovat kinetikou prvniho fadu, nebot’ reakce probihala v pocatecnich stadiich (prvnich
10 minut) pomaleji nez v nasledujicich 15 minutach. Podobna lag faze na poc¢atku reakce byla
pozorovana pii fotochemické degradaci verapamilu (Klementova et al., 2017), tam ale nebyl
prvnich 20 minut pozorovan prakticky zadny ubytek a celkové pak za 50 minut ozafovani bylo
odbourano cca45 % verapamilu. Rychlost reakce atorvastatinu (ubytek cca 87 %
v 25 minutach ozafovani) byla proto dosti piekvapiva, zejména kdyz uvazime slabou absorpci
atorvastatinu v oblasti vinovych délek nad 300 nm. ProtoZe reakce probihala v Milli-Q® vodg,
nelze povazovat za pravdépodobné, ze by dochazelo ke katalyze stopovym mnozstvim iontil
kovi. Vysvétlenim muze byt bud piitomnost katalyzujicich necistot ve standardu nebo
fotochemicka tvorba produktu, ktery pak plsobi jako sensitizator degradace atorvastatinu,
tzv. self-sensitization (Calzaferri & Spahni, 1986). Self-sensitizaci atorvastatinu naznacuji ve
své praci v souvislosti s produkty fotodegradace atorvastatinu ve fosfatovém pufru i Wang et
al. (2018) s tim, Ze excitovany tripletovy stav atorvastatinu miize pisobit jako sensitizator

tvorby singletového kysliku z kysliku rozpusténého v roztoku.

Wang et al. zkoumal téz vliv riznych latek na fotochemické odbourdvani atorvastatinu, a to
huminovych latek, n€kterych aniontl jako dusi¢nantl, siranti, hydrogenuhli¢itanti, a vliv iont
v této praci, vedl k rychlostni konstant& 0,2864 hod™!, konstanta byla ziskana opét z modelu
kinetiky 1. fadu. Ve zde predkladané praci byly pouzity nizké koncentrace ptidanych
zelezitych iontd, coz znemoznilo pouzit kinetiku 1. fadu k ziskani rychlostni konstanty,
protoze degradace za téchto podminek ma zpocatku pomalejsi prabeh, nez by odpovidalo
exponencidlnimu priibéhu. Teprve u koncentrace Fe** iontli 3,4 mg/l 1ze body prolozit
exponencialu, ovSem az od tfeti minuty ozafovani — rychlostni konstanta by pro tento ptipad
¢inila 0,103 min™!, coz odpovida polo&asu reakce 6,73 min. Pro koncentraci Fe** ionti 5 mg/1
odpovida priibéh kinetice 1. fadu, rychlostni konstanté 0,130 min! a tedy polocasu reakce
5,33 min. Hodnoty rychlostnich konstant (a polocast) ziskané v této praci jsou fadovée odlisné

od hodnoty ziskané¢ Wangem et al. (2018).
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Rozdil by mohl byt ¢aste¢né zplisoben odliSnou intenzitou pouzitého zafeni, ale tady piimé
porovnani neni mozné, protoze Wang et al. udavaji intenzitu svétla pii jedné vinové délce

(365 nm), v nasem piipad¢ byl méten celkovy zativy tok v oblasti citlivosti méficiho pfistroje.

V reakénim systému byla pozorovana fotochemicka redukce Fe** iontii na Fe?" ionty (pomoci
komplexace s 1,10-fenantrolinem), ustidleny stav redukované formy se ustavil velmi
rychle — v prib¢hu prvni minuty ozafovani, ale dosahoval relativné nizkych hodnot (cca 6 %
celkového ptidaného Fe) ve srovndni napi. s hodnotami dosazenymi pii fotochemické
degradaci hydrokortizonu, B-estradiolu, parabenti (Klementova et al., 2017) a verapamilu
(Klementova et al., 2020), kde hodnoty redukované formy Zzeleza dosahovaly 60-70 %
celkového pridaného mnozstvi. Z rychlosti vytvoteni ustdleného stavu, z mnozstvi redukované
formy Zeleza v ustaleném stavu a z prabéht degradace pii nizsich koncentracich zeleza, neni
tedy mozné predpokladat, Ze by fotoiniciovand reakce atorvastatinu probihala
fotokatalytickym mechanismem, kdy ozatfovani zplsobi za ptitomnosti organického substratu,
ktery je donorem elektronu, redukci iontd kovu, pfi¢emz redukovanéd forma je pak aktivni
katalytickou formou (Klementovda & Wagnerova, 1994). SpiSe se bude jednat o pfimou

fotodegradaci v disledku vyznamného zvySeni absorpce komplexu atorvastatinu s Fe(III).

Wang et al. (2018) navrhli schéma degradace atorvastatinu zaloZené na procesu extrakce
na pevné fazi a nasledné analyze ionexovou chromatografii a kapalinovou chromatografii
s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem. Ve své praci uvadéji podrobné schéma pro
degradaci v pritomnosti vSech komponent, které studovali (huminové latky, dusi¢nany, sirany,
hydrogenuhlicitany, Zelezité ionty), v némz jsou patrné dvé zékladni cesty: Jedna spociva
v hydroxylaci na nefluorovaném fenylovém kruhu vazaném na pyrol, druhd v odstépeni
dihydroxyheptanové kyseliny a nasledném rozstépeni pyrolového kruhu a jeho oxidaci
na diketon plus hydroxylaci jako u prvni cesty. Cesta 1 pak vede dal k tvorbé laktonu
z dihydroxyheptanového fetézce. Z celkového mnozstvi 9 navrzenych struktur jich v reakéni
smési atorvastatinu ozafovaném ve fosfatovém pufru nasli 7, ovSem vytézky ve srovnani

s reak¢ni smési s pridanymi huminovymi latkami a testovanymi ionty byly vyznamné nizsi.
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Z udaji prezentovanych v této praci neni mozné rozhodnout, zda vznikajici produkty
pozorované pii HPLC analyze reakéni smési, mohou odpovidat nékterym z popsanych
produktit Wanga et al., nicméné vzhledem k rozdilnym kinetickym pribéhiim by bylo Zadouci

v praci pokracovat a vznikajici produkty porovnat.

Pokud jde o toxicitu atorvastatinu vici okiehku, nebyl v této praci prokazan toxicky vliv
v rozmezi az do koncentrace atorvastatinu 200 ug/l, piestoze Brain et al. (2006) fytotoxicky
efekt u Lemny gibba pozorovali, a to s hodnotou ECio rovnou 26 ug/l. Je ovsem mozné,

ze jednotlivé variety Lemna sp. jsou rizn¢ citlivé k toxickym G¢inkiim statint.

U testu toxicity fotoproduktl se i ptes velmi kolisavé hodnoty paralelnich stanoveni podaftilo
prokézat, ze smés fotoproduktli mé negativni vliv na rst okiehku. Z vysledkt ziskanych v této
praci neni mozné ¢init zaveéry ohledné skutecnosti, zda je za tento negativni efekt zodpovédny
jeden urcity produkt, ¢i zda se jedna o kumulativni vliv vice latek, vznikajicich fotochemickou

degradaci atorvastatinu.

Pro kolisani hodnot mezi paralelnimi stanovenimi neni vysvétleni — testy byly provadény
piesné podle navodu OECD, kultivace byla provadéna tak, aby vSechny vzorky mély stejné
svételné podminky (at’ uz s prisvétlovanim ve form¢ ploSného panelu osazeného LED pasky
nebo bez tohoto prisvétlovani). V literatufe se nepodafilo najit vysvétleni ve vztahu k pouzité
metod¢ vyhodnocovani. Ahmad et al. (2015), ktefi porovndvali manualni urovani plochy
s metodami digitalniho zobrazovani Easy Leaf Area and Image J, uvad¢ji, ze nalezli rozdil
mezi digitalnimi technikami na jedné stran¢ a manualnim odecitani na stran¢ druhé, neuvadeé;ji
ale ve své préci nic o rozdilech mezi paralelnimi stanovenimi jednotlivymi digitdlnimi
metodami. Autofi testu Easy Leaf Area (Easlon & Bloom, 2014) nenabizeji zadny kli¢

k vysvétleni takové variability.
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Navzdory slabé absorpci zaifeni v oblasti nad 300 nm atorvastatin podléhd vyznamné
degradaci 1 bez pfitomnosti piidanych iontd kovi. Za reaktivitu je patrné zodpovédna

tzv. self — senzitization vznikajicim produktem.

Ptidavek iontii kovii méni charakter zavislosti, pritbéh odbouravani samotného atorvastatinu
a atorvastatinu s nizkymi piidavky Fe** nelze popsat kinetikou 1. fadu, pii koncentraci Fe**

5 mg/l probiha degradace podle kinetiky 1. ¥adu s rychlostni konstantou 0,130 min™.

Pti degradaci jsou na HPLC diagramu patrné dva hlavni produkty, se zvySujici se koncentraci

pfidanych Fe*" iontii se zvySuje mnoZstvi detekovatelnych produktd.

Rozsah fotoredukce Zelezitych iontl na Zeleznaté naznacuje, ze fotochemicka degradace

atorvastatinu neprobiha fotokatalytickym mechanismem.

Test toxicity s pouzitim Lemna minor neprokazal toxicky efekt atorvastatinu na rist této vodni
rostliny ani v koncentraci 200 pg/l. Byl prokézan negativni u¢inek smési fotoproduktli na riist

plochy listt.
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7 Ptilohy
Piiloha 1: Chromatogram vzorku atorvastatinu bez Fe’* — UV detektor. Casové rozmezi
ozafovani 0 — 25 minut: 0 min — ¢erna kfivka, 3 min — modré kiivka, 8 min — rizova

kiivka, 15 min — oranzova kiivka, 25 min — zelena kiivka.
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Piiloha 2: Chromatogramy vzorki atorvastatinu bez Fe** — fluorescenéni detektor. Casové
rozmezi ozafovani 0 — 25 minut: 0 min — ¢erna kiivka, 3 min — modra kiivka, 8 min

—rizova kiivka, 15 min — oranzova kiivka, 25 min — zelena kiivka.
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P#iloha 3: Chromatogram vzorku atorvastatinu s piidavkem Fe** v koncentraci 5 mg/l — UV
detektor. Casové rozmezi ozafovani 0 — 25 minut: 0 min — &erna k¥ivka, 3 min — modra

kiivka, 8 min — rizova kiivka, 15 min — oranzova kiivka, 25 min — zelena kfivka.
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Ptiloha 4: Chromatogram vzorku atorvastatinu s piidavkem Fe** v koncentraci 5 mg/l —
fluorescen¢ni detektor. Casové rozmezi ozarovani 0 — 25 minut: 0 min — ¢erna kiivka,
3 min — modra kfivka, 8 min — rizova kiivka, 15 min — oranzova kiivka, 25 min —

zelena kiivka.
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