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1 Uvod

Ve vodnim prostiedi vV povrchovych vodach se nachazi mnoho latek, které mohou
ovlivilovat vodni organismy. V této dob¢ jsou velice diskutovana 1é¢iva a jejich vliv na
necilové organismy, jelikoZ se dostavaji do recipienti spolu s vyc¢isténou odpadni vodou
z ¢istiren odpadnich vod (aus der Beek akol., 2016; Boxall akol., 2012; Khetan
a Collins, 2007). Tyto ¢lanky sumarizuji vyskyt 1é¢iv ve vodnim prostedi, jak ve vodé,
tak ve vodnich organismech a dalsi vlivy, které mohou mit na organismy Zzijici ve
vodnim prostfedi. Nejvice nachdzena 1éCiva jsou antibiotika, psychoaktivni latky,

antihistaminika, analgetika a kardiovaskularni latky. Zduraziuji také fakt, ze vzhledem

ke stoupajici konzumaci 1é¢iv se jedna 0 globalni problém, ktery je nutné sledovat.

Tato bakalatska prace se zabyva distribuci vybranych 1é¢iv mezi ¢lanky potravniho
fetézce ve vodnim prostiedi. Jsou zde diskutovany vlivy 1éCiv, které plisobi na vodni
organismy, jako je napiiklad jejich bioakumulace, zmény chovani, histologické zmény
organt nebo zmény funk¢nosti. Dale jsou zde diskutovana 1é¢iva, jejichz ptitomnost ve

vode, bentickych organismech ¢i rybach jiz byla prokédzana.

Cilem této prace je stanoveni koncentrace dvaceti vybranych Ié¢iv a jejich
metaboliti pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii a nasledné
posouzeni jejich vyskytu (bioakumulace) v organismech z rtznych trofickych trovni.
Bylo vybrano deset lokalit na vyznamnych tocich v Ceské republice, které spadaji do
kazdoro¢niho monitoringu Ceského hydrometeorologického ustavu. V ramci této prace
jsou sledovana vybrana léCiva Vv péti typech matrice — plasma a sval dospélct jelce
tlousté (Squalius cephalus), slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha), bentické

organismy (pievazn¢ Hydropsyche sp.) a juvenilni ryby.



2 Literarni resSerse

2.1 Léciva ve vodnim prostiedi

V této dob€ jsou léciva velmi béznou zélezitosti a jejich uzivani kazdym dnem
stoupd. Uzivaji se ve velkém mnozstvi, a do Iékaren a lécebnych zatizeni je kazdorocné
dodavan stale vétsi pocet baleni (viz graf 1). Z grafu je také patrny pokles dodavek
1é¢iva karbamazepin a nartst dodavek lé€iva lamotrigin, které v poslednich letech
nahrazuje karbamazepin (Bolin a kol., 2017). Po konzumaci jsou lé¢iva spolu s jejich
metabolity, které¢ vznikaji v lidském téle, vylu¢ovany do odpadnich vod. Odpadni vody,
které se dostavaji do Gistiren odpadnich vod (COV) obsahuji mnoho organickych

a anorganickych latek, vétSina znich je vnékolika stupfiovém procesu Cisténi
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Graf 1. Rust dodavek 1é¢iv do lékaren a lé¢ebnych zafizeni (Statni tstav pro kontrolu 1éCiv,
2010-2020)

odstranéna. Od farmak neni odpadni voda zcela zbavena, vétSina COV neni ani stavéna
na to, aby tyto latky byly zvody uplné odstranény. LéCiva pii Cisticich procesech
degraduji, mohou byt sorbovany na urcité latky nebo do kalli a odstranény tak
z odpadnich vod (Verlicchi a kol., 2012). N¢ktera 1é¢iva nelze odstranit, néktera jsou
malo odstranitelna, stfedné odstranitelna a jsou i 1é¢iva, ktera jsou G¢inné odstranitelna

vice nez z 80 % (Vieno a kol., 2007a).



Odstranéni 16¢iv v. COV se Vpriabéhu roku méni. V zimnim obdobi jsou
koncentrace 1é¢iv v odpadnich vodach nejvyssi, mize to byt dusledek vétsi konzumace
1éCiv a mensi ucinnosti odstranéni latek Vv tomto obdobi. V 1été jsou koncentrace
vV odpadnich vodach mens$i. Touto problematikou se zabyva studie Golovko a kol.
(2014a, 2014b), ve které byly studovany natoky aodtoky odpadnich vod z COV
v Ceskych Budgjovicich a koncentrace vybranych 16&iv Vv téchto vodach. Také bylo
zjisténo, ze 1 kdyz Vv jarnich mésicich stoupa konzumace antihistaminik kvili sezonnim

alergiim, na vytoku z COV nebyly jejich koncentrace zaznamenany.

Jako dalsi stupen cisténi odpadnich vod slouzi biologické docistovaci nadrze, které
dokézi odstranit mnoho organickych mikropolutanti a probihaji zde biodegradacni,
fotodegrada¢ni a sorpéni procesy. Usp&snost odstranéni zneéistujicich latek zavisi
naptiklad na tom, jak byly nadrze vybudovany, na obsahu latek v odpadnich vodach
nebo typu chemické latky. Uspd$nost odstranéni téchto latek zavisi také na ro¢nim

obdobi a teploté. Pfi nizsich teplotach Cistici procesy stagnuji (Gruchlik a kol., 2018).

V rybnice Cezarka (Koba akol., 2018), ktery slouzi pro dodate¢né biologické
dogisténi vy¢isténé odpadni vody z COV Vodhnany, byla téméf viechna studovana
1é¢iva z vice jak 90 % odstranéna z vody v obdobi od ¢ervence do srpna, az na nékteré
metabolity, které prokazaly urcitou rezistenci. Velka ucinnost odstranéni téchto latek

wrwe

nebo vstfebavanim rostlinami.

Rezidua farmak ajejich metaboliti se S vyc¢isténou odpadni vodou dostavaji do
recipientu a putuji vodnim prostiedim, kde mohou negativné ovliviiovat necilové vodni
organismy (Boxall a kol., 2012; Verlicchi a kol., 2012). Léc¢ivé latky se mohou ukladat
V jejich tkanich, neboli bioakumulovat (Grabicova a kol., 2017). Jejich bioakumulace
zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech a rychlosti metabolické pfemény. Vodni
ekosystém je propojen jednotlivymi trofickymi urovnémi a bentické organismy jsou

potravni zékladnou mnoha ryb (Hellman a kol., 2013).

Ve vybranych rybach a vodnich bezobratlych byly studovany biokoncentrace péti

1é¢iv v rybnice Robick ve Svédsku. T#i 1égiva byla nalezena u viech zkoumanych

vvvvvv

u dna rybniku. Bentické organismy se tak zdaji byt prvofadymi konzumenty 1é¢iv na
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nizsi trofické urovni a jejich bioakumulace muze dale ovliviiovat ryby skrze jejich

potravu. Farmaka tak prostupuji dale v trofickych trovnich (Lagesson a kol., 2016).

Hlavni skupiny 1é¢iv nalezenych Vv povrchovych vodach ovlivnénych odtokem
zCOV jsou kardiovaskularni 1éGiva, psychoaktivni 1é¢iva, antibiotika, analgetika

a antihistaminika.

V rybnice Cezarka byly ve vodé nalezeny kardiovaskularni 1é¢iva v primérnych
koncentracich 62—-1200 ng-I?, psychoaktivni 1é¢iva 9,1-520 ng-I?, antibiotika
8,1-280 ng-I"%, analgetika 190-260 ng-1" a antihistaminika 47410 ng-I™. Mezi 1é¢iva
s nejvyssi koncentraci patfil irbesartan, diklofenak, metoprololova kyselina, tramadol ¢i

karbamazepin (Koba a kol., 2018)

V ¢lanku Cunha a kol. (2017) byl na zakladé ziskanych dat z 219 ¢lankt z 34 zemi
sumarizovan vyskyt psychoaktivnich latek v povrchovych vodach, jejichz koncentrace

se pohybovala v rozmezi 0,14-840 000 ng-1™.

Ve vodach Jiho¢inského mote bylo zkouméno 19 antibiotik. Prokdzana byla
pritomnost 11 antibiotik v moiské vodé pii pobiezi Vv souCtu primért koncentraci
jednotlivych 1é¢iv 4,17 ng-1* (Zhang akol., 2020). V &inském jezete Dongting byla
zkoumana pfitomnost 1éCiv ve vod¢é. Nalezeny byly koncentrace nasledujicich
terapeutickych skupin 1é¢iv. Analgetika byla nalezena v koncentracich az 11,30 ng-1?,

antibiotika az 9,32 ng-1" a psychoaktivni latky az 1,42 ng-1"* (Wang a kol., 2019).

Fick akol. (2010) na zakladé modelu vytipovali kritické koncentrace 500 1é¢iv,
ktera by v povrchovych vodach mohla mit vliv na ryby. Bylo zjisténo, ze 25 IéCiv ma
kritickou koncentraci mensi nez 10 ng-1"%, 39 16¢iv mezi 10 a 100 ng-1?, 63 1é¢iv mezi
100 a 1000 ng-1* a dalsi 1é¢iva vyssi jak 1000 ng-1™.

2.2 Vliv 1é¢iv na necilové organismy

Vodni ekosystém je pfirozenym habitatem pro mnoho organismd, ktefi jsou uzce
vazéni na vodni prostfedi. Vodni organismy tak mohou obyvat mista S vycisténou
odpadni vodou obsahujici rezidua farmak, ty mohou pronikat do jejich t€l a negativné je
tak ovliviiovat (Jjemba, 2008). Vliv 1é¢iv na vodni organismy muze byt studovan
nékolika rGznymi pfistupy. Jednim znich jsou laboratorni experimenty, kdy jsou
organismy vystaveny piisobeni 1éCiva 0 zvolené koncentraci po urcitou dobu expozice
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(Buri¢ akol., 2018; Guo a kol., 2020). Dalsim zpisobem je studium nepiimého vlivu
farmak vychazejici z pfirodnich podminek (Grabicova akol., 2015). Je dulezité
studovat nepiimé vlivy 1éCiv na organismy, protoze existuje mnoho riznych ekosystémui
s riznymi podminkami a diverzitou organismt na vsech trofickych trovnich (Saaristo
a kol., 2018).

Léciva mohou mit na vodni organismy rizné vlivy, napiiklad se 1é¢iva mohou
bioakumulovat, mtze dochazet ke zménam chovani, zménam funkc¢nosti, histologickym
zménam nebo zménam V jejich metabolismu. Tyto zmény jsou popsany V nasledujicich

kapitolach.

2.2.1 Bioakumulace

Ptitomnost 1é¢iv V povrchovych vodéch piedstavuje riziko pro ukladani téchto latek
Vv télech necilovych organismt, které obyvaji tyto vody. Bioakumulace farmak jiz byla
prokézana ve vodnich organismech na mnoha trofickych urovnich. Léciva byla nalezena
Vv bentickych organismech, jako jsou chrostici ¢i pijavice (Grabicova a kol., 2015), ty
mohou tvoftit potravni zdkladnu pro dal§i organismy, ptredevSim ryby, a tak se 1éCiva
dostavaji vyse Vv potravnim fetézci (Hellman a kol., 2013). Bioakumulace 1é¢iv byla
prokéazana Vv rybach Zijicich v rybnice Cezarka ovlivnéném vy¢isténou odpadni vodou.
Koncentrace 1é¢iv byly nalezeny ve svalech, ledvinach, jatrech, plasmé a mozku ryb
(Grabicova akol., 2018). Nejcastéji nalezenymi léCivy byla antidepresiva, jejichz
cilovym orgénem pisobeni je mozek. Z publikovanych studii je patrné, Zze

bioakumulace 1é¢iv zavisi na cilovém organu (Grabicova a kol., 2014).

Zivny potok (Prachaticko) je maly tok, do kterého Gisti vy¢isténa odpadni voda
zCOV Prachatice. V rybach zjicich vtomto toku bylo nalezeno nékolik
psychoaktivnich latek. Jednalo se napf. o citalopram, sertralin, mirtazapin, tramadol ¢i
venlafaxin. Tato 1é¢iva se vyskytovala nejvice v ledvinach a jatrech, jakozto v organech
zodpovédnych za odstranovani cizorodych latek. Antidepresivum sertralin bylo
nalezeno i v mozku téchto ryb. Tendence bioakumulovat se ve vodnich organismech
byla zjisténa pro léCiva citalopram, mianserin, mirtazapin a sertralin (Grabicova a kol.,
2017). Vstup 1é¢iv do vodnich organismu se v Case 1isi. Néktera 1é¢iva vstupuji jiz po
kratkém case. Citalopram byl nalezen ve svalech a mozku ryb jiz po n€kolika minutové

expozici (Sackerman a kol., 2010).
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V fece v Texasu (Spojené staty americké) ovlivnéné vodou z COV byly potvrzeny
koncentrace 1éCiv V rybach, v jejich jatrech, mozku asvalu. Antidepresiva sertralin,
fluoxetin a jejich metabolity byly nalezeny ve vSech zkoumanych tkanich v koncentraci
nad 0,1 ng-g™* (Brooks a kol., 2005).

Ve Spojenych statech americkych byla dale studovana ptitomnost 1é¢iv v rybach
odlovenych z fek z nékolika riznych lokalit, které jsou ovlivnény odtokem vyc¢isténé
odpadni vody z COV. Byly analyzovany jatra a sval ryb. Z celkového podtu 24 16¢iv
bylo 7 nalezeno v jatrech a5 ve svalu ryb. Vyssi koncentrace sledovanych latek byly
nalezeny v jatrech ryb. Antidepresivum sertralin bylo nalezeno v koncentracich az
149 ng-g’* (Ramirez a kol., 2009).

Reka v provincii Ontario (Kanada) je ovlivnéna vy&isténou odpadni vodou z COV.
Studie de Solla akol. (2016) popisuje bioakumulaci 1é¢iv v mlzich z Cceledi
velevruboviti Lasmigona costata, v nichz byly nalezeny koncentrace antidepresiv,
antibiotik, antihistaminik a kardiovaskularnich 1é¢iv na koncentra¢ni trovni dosahujici

77ng-gt.

Ve studii Zhang a kol. (2020) bylo sledovano 19 antibiotik a jejich koncentrace
Vv 18 druzich ryb koralového utesu Jihocinského moie. Vysledky experimentu potvrdily
koncentrace 17 antibiotik ve zkoumanych rybach. Maximalni hodnoty primérné

koncentrace dosahovaly 0,79 ng-g™*.

Mnoho laboratornich experimentll je zaméfeno na studium jedné, maximalné
nékolika latek. Zatim ale nikdo piesn¢ nevi, jak ptisobi smési téchto latek na vodni
organismy. Néktera 1é¢iva mohou zvysit ucinek jinych 1é¢iv a mize naptiklad dochazet
Kk vyssi bioakumulaci, nez kdyby pisobilo dané 1é¢ivo samostatné (Xie a Lu, 2019).
Bioakumulace jednoho 1é¢iva nebo kombinace vice 1é¢iv tak mize dale vést ke zménam

chovani organismdu.

2.2.2 Zména chovani

Vodni organismy vystavené Zivotu V habitatech ovliviiovanych vyc¢isténou odpadni
vodou Se smési farmak mohou ménit své chovani riznymi zpusoby. Antidepresiva

ovlivituji chovani vodnich bezobratlych i obratlovct, uryb mohou ménit strukturu
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mezi dominantnimi versus podfizenymi vztahy jedinci nebo sexualni chovani,

u obojzivelniki naptiklad socialni chovani (Sehonova a kol., 2018).

Blaha a kol. (2019) sledovali vlivy antidepresiva citalopram, analgetika tramadol
a vycisténé odpadni vody na larvalni stadia Sidla modrého (Aeshna cyanea) jakozto
predatora plidku kapra obecného (Cyprinus carpio). Byly zaznamenany zmény chovani
Sidla v jeho stravovacich navycich. Pfi expozici tramadolem byl u predatora (Sidla)
zaznamenan znaCny vzrust Casu ve vyhledavani kofisti (plidku kapra) a delsi ¢as ve
zpracovani kofisti. U expozice $idel citalopramem a vycisténou odpadni vodou nebyly

zaznamenany zadné vétsi zmeény v chovani.

Dalsi zména chovani byla zaznamenana pti expozici zivorodek duhovych (Poecilia
reticulata) antidepresivem fluoxetin. Zjistény byly zmény ovliviiyjici reprodukci

u samciho pohlavi. Pozorovana byla zména ve strategii pafeni (Fursdon a kol., 2019).

Pfi experimentu Sraky mramorovanymi (Procambarus virginalis) vystavenymi
pusobeni citalopramu a tramadolu byla zjisténa zména jejich aktivity, rychlosti pohybu,
pohybovych vzdalenostech a v Case, ktery stravi v ukrytu ¢i mimo né&j (Bufi¢ a kol.,
2018). Pii expozici tramadolem se raci, kteti neméli poskytnuty ukryty, pohybovali
mén¢é neZ raci v kontrole, a raci, ktefi mé¢li k dispozici tkryty, z nich téméf nevylézali.
Pti expozici citalopramem se raci pohybovali pomaleji v porovnani s kontrolou bez
ptidavku citalopramu. Dalsi testovanou latkou na racich mramorovanych bylo
antidepresivum sertralin (Hossain akol., 2019). U raki byla zaznamenana vyssi
pohybova aktivita oproti kontrole i v ptipad¢, ze méli k dispozici tkryty. Nicméné
pokud neméli kdispozici ukryty, raci se pohybovali ve vétSich vzdalenostech
a vykazovali vétsi rychlost pohybu. Zmény v aktivité rakli a vzdalenosti, kterou urazi,

byly sledovany i po expozici oxazepamu (Kubec a kol., 2019).

Guo akol., (2020) poprvé zdokumentovali vliv tramadolu anelegalni drogy
metamfetaminu (pervitinu) na raky cervené (Procambarus clarkii) a stavéni nor. Po
expozici byly zjistény zmény chovani ve stavéni nor liSici se mezi samci a samickami,

V porovnani s Kontrolou samicky stavély mensi nory a samci vetsi.
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2.2.3 Zména funkénosti

Antidepresiva mohou mit vliv na pfezivani a vyvoj ryb Vraném stadiu zivota.
U obojzivelnikti a bezobratlych organismti dochazi také ke zméndm vV jejich vyvoji

(Sehonova a kol., 2018).

Khetan a Collins (2007) v ¢lanku zpiehlednili fakt, ze pfitomnost antibiotik
VvV povrchovych vodidch miZze negativné ovliviiovat predev§im bakterie, fasy, virniky,
koryse ¢i nekteré vodni rostliny. Velkym a casto diskutovanym problémem je vznik

rezistence bakterii na antibiotika pfitomna ve vodnim prostiedi.

Ve spojitosti s resistenci bakterii vici antibiotikim byla studovana i jina 1é¢iva
(napt. karbamazepin a tramadol). Bylo zjisténo, ze ne pouze antimikrobialni latky, jako
jsou antibiotika, mohou ovliviiovat rezistenci bakterii vaci antibiotikim (BiroSova

a kol., 2020).

2.2.4 Histologické zmény

Nékolik studii odhalilo negativni vliv farmak na histologii organismti, 1é¢iva dokazi

U zasazenych organisml ménit tkan€ a bunky.

Ve studii Naslund akol. (2017) jsou popsany vlivy po expozici analgetikem
diklofenak. U koljusky tiiostné (Gasterosteus aculeatus) doslo k rtstu krvetvorné tkané

v ledvinach.

Antidepresiva setrvavajici ve vodnim ekosystému jsou schopna zpomalovat
metamorfozu U zab a vyvoj U ryb s moznym zpomalenim pohlavniho vyvoje u samct

(zprehlednili Khetan a Collins, 2007).

Dalsi latkou, ktera zpiisobuje histologické zmény je metamfetamin. Je to sice
nelegalni droga, ktera se také pouziva klécbé ADHD (porucha pozornosti
s hyperaktivitou) aobezity. K degenerativnim zménam jater asrdce doslo jiz pii
expozici koncentrace metamfetaminu, ktera je nalezena v povrchovych vodach Ceské
republiky (Sancho Santos a kol., 2020).
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2.3 Léc¢iva vybrana pro experimentalni ¢ast

Léciva byla vybrana na zékladé predchozich vysledkd nalezenych koncentraci ve
vodé, prokazané pritomnosti ve vodnich organismech andsledném vyhodnoceni
toxikologické relevance, popsané Vv kapitolach vyse. Koncentrace nalezené ve vodé jsou
uvedeny u jednotlivych 1é¢iv. Sumarni vzorec, molarni hmotnost a registraéni ¢islo
CAS jednotlivych 1é¢iv jsou uvedeny V tabulkach 1-20, strukturni vzorce piedstavuji
obrazky 1-20.

2.3.1 Antibiotika

Tabulka 1: Klarithromycin (PubChem, 2020)

sumarni vzorec C3sHesNO13

molarni hmotnost 748 g-mol?

CAS 81103-11-9 "
‘N

Klarithromycin je antibiotikum vhodné pro 1é¢bu

mnoha bakteridlnich infekci. Hlavnim metabolitem toho

lé¢iva je 14-hydroxyklarithromycin (PubChem, 2020). oL
Obrdazek 1: Klarithromycin

Légivo bylo nalezeno V potoce Zivny (Prachaticko, Ceska (ChemSpider, 2020)

republika) v koncentracich ve vodé 88-120 ng-l?

(Grabicova a kol., 2015). V rybniku Cezarka byl nalezen v primérnych koncentracich
11-200 ng-1? (Koba akol., 2018). V Jiho¢inském mofi V piibfezni vodé byl
klarithromycin nalezen v priméru Vv koncentracich 0,29 ng-1 (Zhang akol., 2020).
Klarithromycin byl zafazen na seznam lécCiv, ktera se maji monitorovat vV povrchovych

vodach v Evropské unii (European Commission, 2018).

Tabulka 2: Klindamycin (PubChem, 2020)

cl
sumarni vzorec Ci18H33CIN20sS | O| |
molarni hmotnost 425 g-mol*? N ..o\“k R O
CAs 18323-44-9 : )
HO “OH
Klindamycin je Sirokospektralni antibiotikum OH

uzivané na lécbu rhznych bakterialnich infekci. Obrizek 2: Klindamycin
V lidském t&le se klindamycin pfeméiiuje na (ChemSpider, 2020)
metabolity klindamycin sulfoxid a N-desmethyl-klindamycin (PubChem, 2020).

Koncentrace toho 1é¢iva se v potoce Zivny pohybovaly od 5 do 8 ng-1* (Grabicova
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akol., 2015). V rybniku CeZzéarka byl nalezen v pramérnych koncentracich 33-71 ng-1*
(Koba akol.,, 2018). Klindamycin byl v c¢inském jezefe Dongting nalezen
v maximalnich koncentracich 1,29 ng-1* (Wang a kol., 2019).

Tabulka 3: Klindamycin sulfoxid (PubChem, 2020) Y,
sumarni vzorec C1sH34CI2N206S
molarni hmotnost 477,4 g-mol? /
CAS 22431-46-5 N

Klindamycin  sulfoxid je  metabolitem —H o"’/é“NH
antibiotika  klindamycin ~ (PubChem,  2020). . /LH o Lt
Metabolit byl nalezen vrybniku Cezarka [ (L /L

o ‘*.:,/ “l?

Vv primérnych koncentracich 41 az 160 ng-I* hooX oo

H

(Koba a kol., 2018). Obrazek 3: Klindamycin
sulfoxid (PubChem, 2020)
Tabulka 4: Sulfamethoxazol (PubChem, 2020)

sumarni vzorec C10H11N303S

—

molarni hmotnost 253,28 g-mol* 1) )

~

CAS 723-46-6 s M—
Antibiotikum sulfamethoxazol je vhodné pro /@/
H2N

lébu  bakterialnich  infekci  zpusobujicich

I=

Obrdzek 4: Sulfamethoxazol

bronchitidu, zanét prostaty ¢i infekce mocovych )
(ChemSpider, 2020)

cest. Pouziva se v kombinaci s trimethoprimem.

Hlavnim metabolitem je N4-acetyl-sulfamethoxazol (PubChem, 2020). V potoce Zivny
byly nalezeny koncentrace 20-32 ng-I"* (Grabicova a kol., 2015). V rybniku Cezarka
byl nalezen v primérnych koncentracich 33-280 ng-I? (Koba akol., 2018).
V Jiho¢inském mofi Vv pfibfezni vodé byl sulfamethoxazol nalezen v primérnych
koncentracich dosahujici 1,07 ng-I"t (Zhang a kol., 2020).

Tabulka 5: Trimethoprim (PubChem, 2020) ~ o
sumarni vzorec C14H18N40O3 H H
molarni hmotnost 290,32 g-mol* ~ O N N \f NH
CAS 738-70-5
~ . NH
Pro 1écbu infekci mocovych cest se uziva o

Obrazek 5: Trimethoprim

antibiotikum trimethoprim. Je ho mozné uzivat i (ChemSpider, 2020)

proti infekcim dychacich cest (PubChem, 2020).

Toto 1é¢ivo se vyskytovalo v potoce Zivny V koncentracich Vv rozmezi 55-84 ng-I*
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(Grabicova akol., 2015). V Jihocinském mofi V pfibfezni vodé byl trimethoprim
nalezen v priméru Vv koncentracich 0,43 ng-I (Zhang a kol., 2020). V &inském jezefe

Dongting byl nalezen v koncentracich az 0,78 ng-1":(Wang a kol., 2019).

2.3.2 Psychoaktivni lé¢iva

Tabulka 6: Karbamazepin (PubChem, 2020) —
sumarni vzorec CisH12N20
molarni hmotnost 236,27 g-mol*? N

CAS 298-46-4 A\

Karbamazepin je 1€k, ktery se uziva pro o) NH2

1é¢bu epileptickych zachvati apro zmirnéni Obrdzek 6:Karbamazepin
bolesti nervového plivodu. Z této latky vzniké (ChemSpider, 2020)

metabolit karbamazepin-10,11-epoxid, ktery ma také antiepileptické ucinky (PubChem,
2020). Karbamazepin ajeho metabolity byly ¢asto nalezeny V povrchové vodé a jsou
jednémi z nejvice perzistentnich farmak (zptehlednili Khetan a Collins, 2007). V potoce
Zivny byly nalezeny koncentrace 76-110 ng:I* (Grabicova a kol., 2015). V rybniku
Cezarka byl nalezen v primérnych koncentracich 350440 ng-I" (Koba a kol., 2018).
Ve Finsku ve vycisténych odpadnich vodach byly zjiStény koncentrace karbamazepinu
290-2440 ng-It (Vieno akol., 2007a) a viece Vantaa 21-80 ng:I* (Vieno akol.,
2007b). Lécivo bylo nalezeno i v ¢inském jezeife Dongting, ale v koncentracich pouze

0,16 ng-1"! (Wang a kol., 2019).

Tabulka 7: Citalopram (PubChem, 2020)

sumarni vzorec C20H21FN20
molarni hmotnost 324,4 g-mol*
CAS 59729-33-8

Citalopram se vyuziva pro 1écbu depresi

spojovanych S poruchami nalad nebo i1 pfi zméndch /

chovani po prodélani mozkove mrtvice. Patii do  Oprgzek 7:Citalopram
kategorie selektivnich inhibitorti zpétného vychytavani (ChemsSpider, 2020)
serotoninu (SSRI) (PubChem, 2020). V koncentracich do 58 ng-I* (Grabicova a kol.,
2015, 2017) byl citalopram nalezen ve vodé z Zivného potoka. V rybniku Cezarka byl

nalezen v priimérnych koncentracich 8 az 32 ng-I"* (Koba a kol., 2018).
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Tabulka 8: N-Desmethylcitalopram (PubChem, 2020)

~N
sumarni vzorec C19H19FN20 O o
molarni hmotnost 310,4 g:mol?
CAS 62498-67-3
N_
. o ) H
Citalopram se Vv lidském organismu O
metabolizuje na N-Desmethylcitalopram (PubChem, F

Obrdzek 8: N-Desmethylcitalopram
2020). Tento metabolit byl nalezen ve vodé (ChemSpider, 2020)

v rybniku CeZarka v koncenracich 5,8 az 12 ng-1"* (Koba a kol., 2018).

Tabulka 9: Lamotrigin (PubChem, 2020) HaN
e
sumarni vzorec CoH7Cl2Ns \r
molarni hmotnost 256,09 g-mol* Ns
CAS 84057-84-1

Lamotrigin patfi do skupiny antiepileptik. Lé¢i se jim .. i g- Lamotrigin
epilepsie a také se vyuziva pro 1ébu bipolarnich poruch. (ChemSpider, 2020)
Tento 1ék mize metabolizovat na lamotrigin-2-N-glucuronid, ktery neni farmakologicky
aktivni, dale na lamotrigin-5-N-glucuronid a 2-N-methyllamotrigin (PubChem, 2020).
Ve Svédském jezefe Milaren, které je zasobarnou pitné vody, bylo nalezeno az

140 ng-1"! tohoto 1é¢iva (Rehrl a kol., 2020).

Tabulka 10: Venlafaxin (PubChem, 2020)

sumarni vzorec C17H27NO2 O ~
molarni hmotnost 277,4 g-mol?
CAS 93413-69-5
OH
Venlafaxin se vyuziva k1écbé depresi, tuzkosti, -

N
panickych  zachvati nebo napiiklad obsedantné |

kompulsivni poruchy. Patii do skupiny inhibitori zpétného Obrdzek 10: Venlafaxin
vychytavani serotoninu a noradrenalinu (SNRI). Toto (ChemSpider, 2020)
1é¢ivo se metabolizuje na aktivni metabolit O-Desmethylvenlafaxin (PubChem, 2020).
V Zivném potoce byl 1ék nalezen v koncentracich do 170 ng-I" (Grabicova a kol., 2015,
2017). V rybniku Cezarka byl nalezen v primérnych koncentracich 32—150 ng-1" (Koba

a kol., 2018).
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Tabulka 11: O-Desmethylvenlafaxin (PubChem, 2020)
sumarni vzorec Ci6H2sNO2
molarni hmotnost 263,37 g-mol*?
CAS 93413-62-8

O-Desmethylvenlafaxin ~ je  aktivnim  metabolitem
venlafaxinu amuze mit stejné ucinky (PubChem, 2020).
Koncentrace tohoto metabolitu byly nalezeny ve vod¢ v rybnice

Cezarka v priméru 53-520 ng-1™ (Koba a kol., 2018).

2.3.3 Antihistaminika

Tabulka 12: Cetirizin (PubChem, 2020)

HO
\ o}
N H

/
Obrazek 11:

O-Desmethylvenlafaxin
(ChemSpider, 2020)

OH

J

sumarni vzorec C21H25CIN203 )
molarni hmotnost 388,9 g-mol* H
CAS 83881-51-0 \
Lécivo cetirizin je vyuzivané pro 1é¢bu sezonni a celoro¢ni E j
N

alergické rymy nebo chronické kopfivky (PubChem, 2020).

V rybniku Cezirka byl nalezen Vv primérnych koncentracich

210410 ng-I"* (Koba a kol., 2018).

Tabulka 13: Fexofenadin (PubChem, 2020)

sumarni vzorec C32H39NO4
molarni hmotnost 501,7 g-mol?
CAS 83799-24-0

Obrazek 12: Cetirizin
(ChemSpider, 2020)

Fexofenadin se vyuzivd pro pfiznivé GO¢inky na
alergickou rymu a lécbu chronické koptivky. Je vhodny pro
ulevu pii kychani, svédéni o¢i, nosu akrku (PubChem,
2020). Jeho koncentrace byly nalezeny ve vodé z Zivného

0

potoka Vrozmezi 9-15 ng:l* (Grabicova akol., 2015). o
V rybniku Cezérka byl nalezen v primémych koncentracich Obrdzek 13: Fexofenadin

(ChemSpider, 2020)
210410 ng-I"t (Koba a kol., 2018).

20



2.3.4 Analgetika

Tabulka 14: Diklofenak (PubChem, 2020)

Cl
sumarni vzorec C14H11C2NO2 HN
molarni hmotnost 296,1 g-mol? HO 0
CAS 15307-86-5

Cl

Diklofenak se podava pti bolestech a zanétech rizného Obrisek 14 Diklofenak
pivodu vcetné artritidy. Patii do skupiny analgetik (ChemSpider, 2020)

a nesteroidnich  protizanétlivych 1ékt. 4'-hydroxydiklofenak je jeho hlavnim
metabolitem (PubChem, 2020). Lé¢ivo bylo nalezeno ve vodach V riznych
koncentracich. V potoce Zivny byly zjistény koncentrace od 65 az po 94 ng:-I?
(Grabicova a kol., 2015). V rybniku Cezarka byl nalezen v primérnych koncentracich
190-660 ng-I" v zavislosti na roénim obdobi (Koba a kol., 2018). Ve finské fece Vantaa
byly zjistény koncentrace 10-55 ng-I* (Vieno a kol., 2007b). Diklofenak byl v ¢inském

jezete Dongting nalezen vV maximalnich koncentracich 11,10 ng-1* (Wang a kol., 2019).

Tabulka 15: Tramadol (PubChem, 2020)

— ~N . 7
sumarni vzorec C16H25NO2
molarni hmotnost 263,37 g-mol*?
CAS 27203-92-5

Tramadol patfi mezi opioidni analgetika a uziva se pti

mirnych aZ stfedné silnych bolestech. Vznikaji z ngj

metabolity O-desmethyltramadol a N-desmethyltramadol.

- Obrazek 15: Tramadol
Tramadol i jeho metabolity maji i SNRI aktivitu (PubChem, (ChemSpider, 2020)
2020). Tato latka byla ve vodé z Zivného potoka nalezena V nejvyssich koncentracich
ze viech zkoumanych 1é¢iv, primémé koncentrace dosahovaly hodnot az 1400 ng-I?
(Grabicova akol., 2015, 2017). Vrybniku Cezarka byl nalezen v primérnych
koncentracich 47-160 ng:I"! (Koba akol., 2018). Ve $védském jezefe Milaren byl

nalezen v maximalni koncentraci 46 ng:I* (Rehrl a kol., 2020).
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2.3.5 Kardiovaskularni latky

Tabulka 16: Irbesartan (PubChem, 2020)

sumarni vzorec C2sH2sNsO

N
AN

N

H

molarni hmotnost 428,5 g-mol?

N-

|

N <
CAS 138402-11-6 3
Lék irbesartan se pouziva k1é¢bé vysokého krevniho NAN
tlaku (PubChem, 2020). V Zivném potoce byly jeho d‘\‘{
0

koncentrace ve vodé 74-88 ng:I"t (Grabicova a kol.,

2015). Obrazek 16: Irbesartan
V rybniku Cezarka byl irbesartan nalezen Vv primérnych (ChemSpider,2020)

koncentracich 57-230 ng-I" (Koba a kol., 2018).

Tabulka 17: Metoprolol (PubChem, 2020) —0
sumarni vzorec C1sH25NOs
molarni hmotnost 267,36 g-mol*?
CAS 51384-51-1 H‘<
o N
Metoprolol je latka s G¢inky snizujicimi krevni tlak _>—/
HO

aje vhodna pro 1é¢bu anginzf pectoris (PubChem, 2020). Obrézek 17: Metoprolol
Koncentrace této latky Vv Zivném potoce byly jedny (ChemSpider, 2020)

Z nejvyssich nalezenych, a to od 130 do 210 ng-I* (Grabicova a kol., 2015). V rybniku
Cezarka byl nalezen v primérnych koncentracich 60-340 ng-1" (Koba a kol., 2018). Ve
Finsku ve wvycisténych odpadnich vodach byly zjistény koncentrace metoprololu
280-1600 ng-I* (Vieno akol., 2007a) a v fece Vantaa 9-107 ng-I"t (Vieno akol.,

2007b). V cinském jezefe Dongting byl metoprolol nalezen v maximalnich

koncentracich 0,24 ng-1"t (Wang a kol., 2019). OH
Tabulka 18: Metoprololova kyselina (PubChem, 2020) ©
sumarni vzorec C14H21NO4
molarni hmotnost 267,32 g-mol?
CAS 56392-14-4 0

Metoprololova kyselina je metabolitem
metoprololu (PubChem, 2020). Jeji koncentrace ve \{,”H
vodé v rybnice Cezarka byla v rozmezi 620-920 ng-I?,

Obrazek 18: Metoprololova
vyssi nez koncentrace metoprololu (Koba a kol., 2018).  kyselina (ChemSpider, 2020)
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Tabulka 19: Telmisartan (PubChem, 2020) Q
OH

sumarni vzorec C33H30N402

molarni hmotnost 514, 6 g-mol*? ©

CAS 144701-48-4 /' O
Latka telmisartan je pouzivana pro lécbu vysokého

krevniho tlaku (PubChem, 2020). Telmisartan je jednim N/)\/\

z vyznamnych kardiovaskularnich 1é¢iv, ktera se v natokuna .. .1 19: Termisartan

slovenské COV  vyskytuje Vv koncentraci az 17000 ng-1t (ChemSpider, 2020)

(Faberova a kol., 2017), na odtoku je jeho koncentrace niz$i, nicméné stale vysoka
(rozmezi 930—1800 ng:1™; Szabova a kol., 2020). V povrchovych vodach ve Spanélsku
byl nalezen v koncentracich az 788 ng-I* (Castro a kol., 2019).

Tabulka 20: Verapamil (PubChem, 2020)

sumarni vzorec Ca7H38N204 N o
molarni hmotnost | 454,6 g-mol™ N
CAS 52-53-9
Verapamil je vyuzivan pro lécbu vysokého krevniho —u
tlaku, anginy pectoris nebo naptiklad srdecni arytmie.
Hlavnim metabolitem tohoto IéCiva je mnorverapamil
(PubChem, 2020). Lé¢ivo bylo nalezeno ve vodé z Zivného N

. 1 . Obrazek 20: Verapamil
potoka v koncentracich pouze 4-9 ng:I™ (Grabicova akol.,  (chemspider, 2020)

2015).
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3 Material a metodika

Pro stanoveni koncentrace vybranych 1é¢iv a jejich metabolitd V jednotlivych
druzich vodnich organismli byla pouzita vysokou¢inna kapalinovd chromatografie
s vysokorozli$ujici hmotnostni detekci (HPLC-HRMS). Diky validované metodé
uvedené ve studii Grabicova a kol. (2018), kde byla validovana piiprava a analyza
nékolika typt biologickych vzorki, bylo mozné metodu vyuzit pro pfipravu a stanoveni
vzorku rybich tkani, ale i pro ostatni organismy, jako jsou naptiklad bentické organismy

¢i slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha).

Odlovy testovanych organismu byly provadény v souladu se Zakonem na ochranu
zvitat proti tyrani (246/1992 Sb.) a wvnitinimi etickymi piedpisy Fakulty rybatstvi

a ochrany vod JihoCeské univerzity.

3.1 Pouzité chemikalie, vybaveni a pristroje

Zpracovani vzorkd bylo provedeno za pomoci nasledujicich chemikalii, vybaveni
a ptistroji. Chemikalie acetonitril (LC-MS ¢Cistota, Merck) a ultra ¢ista voda (AquaMax
Basic 360 Series and Ultra 370 Series instrument Younglin, Korea), oboje okyselené
kyselinou mravenci (0,1%), byly pouzity jako mobilni faze. Pro extrakci byl pouzit
okyseleny acetonitril a isopropanol (LC-MS grade, Merck).

Obrdzek 21.: Homogenizdtor Obrazek 22: “Ce‘ntrifuga

Standardy 1é¢iv byly pouZzity na piipravu kalibra¢ni kiivky, fortifikovanych vzorkt
a matricovych  standardt:  Cetirizin, diklofenak, fexofenadin, karbamazepin,
klarithromycin, klindamycin, lamotrigin, metoprolol, N-Desmethylcitalopram,
O-Desmethylvenlafaxin, tramadol, trimethoprim, verapamil (ziskany od Sigma
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Aldrich); citalopram, telmisartan, venlafaxin (AK Scientific); metoprololova kyselina,
klindamycin sulfoxid (Toronto Research Chemicals); irbesartan (Chemos GmbH);
sulfamethoxazol (Riedel-de Haen).

Izotopicky znadena 1éCiva byla pouzita jako vnitini standard: Venlafaxine_De,
tramadol_Ds (Lipomed); trimethoprim_13Cs, klindamycin_Ds, klarithromycin_Ds
(TRC); metoprolol_D- (Alsa Chim); diklofenak_'3Cs (Sigma Aldrich).

Obrazek 23: Kapalinovy choromatograf S vysokorozlisujicim hmotnostnim  detektorem
Q-Exactive (foto Katerina Grabicova)

Pro extrakci a analyzu vzorkl byly pouzity nasledujici pfistroje: Homogenizator
(TissueLyser 1l, Quiagen, Némecko, obrazek 21), centrifuga (Mini spin, Eppendorf,
Némecko, obrazek 22), tfepacka vortex (Biosan Ltd., Lotyssko), kapalinovy
chromatograf s vysokorozlisujicim hmotnostnim detektorem Q-Exactive (Thermo
Fisher Scientific, USA, obrazek 23). Dale byly pouzity pipety, vialky, zkumavky

Eppendorf, homogenizacni kulicky, stiikackové filtry S naplni regenerované celuldzy.
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3.2 Testované organismy a vybrané lokality

Pro stanoveni vyskytu vybranych 1é¢iv bylo vybrano nékolik druht a skupin

vodnich organismu — juvenilni stadia kaprovitych ryb, napiiklad plotice obecna (Rutilus

rutilus), jelec tloust (Squalius cephalus), bolen dravy (Leuciscus aspius), hrouzek

obecny (Gobio gobio) nebo ouklej obecna (Alburnus alburnus), dale dospélci jelce

tlouste (Squalius cephalus, obrazek 24), slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha)

a bentické organismy (ptevazné larvy chrostiki Hydropsyche sp., pokud jich na

nékterych lokalitach byl nedostatek, tak pijavky Erpobdella sp.). Tyto vodni organismy

Obrazek 24: Jelec tloust (Squalius cephalus)

viacuany
]

Obrdzek 25: Mapa odbérovych lokalit (prevzato a uprav

26

Mapov data B2

Altenbirg gy iadins i Klueshock
Gera Freiberg Pira Jeleni Hora
( P -} o,
o Chemnit Z { { 3 Svidnice o . -
o W oy Liberec oo Valbtich 1) Bilina - Usti nad Labem &
r " L e P Oc? o
Cviko sz nad ® 2) Ohre - Terezin
o G 'f Jem £z | ) 30
Aue W I e o | o 3) Vltava - Zel¢in
g (i o Lnomerice . ciiko 4) Labe - Obfistvi
Plaviio & Most & o i Broumoysko s % T
R " gy “Cromutov 2 ) 4 Eolasle KudoweHZdeo) Klads! 5) Jizera - Pfedméfice
Siav o
7 6) Sazava - Porici
R Karlowy Vary 3 5 Hradec 7) Otava - Topélec K
°cn s 8) Svratka - Zidlochovice
- Podébrady 5
¢ g‘,wkmff’yw Praha = EEI : 9) Morava - Lanzhot
akt Keivoklateko Lab Sifgpice 10) Be&va - Troubky
6 Kutna Hor:
50 | ’ Ostgava Y Bi
Plzen
& A =1 2 Rok Pfibram A 3
Weiden in % {153 | oloinouc Frydek-Mistek “
ler Oberpfalz  Cesky les [t 3 {75 |
5 €55 | Prostéjov  {alroy i > -
vl S | 7 Tébor €
N o E Blansko “
cwaert i s Pisek B © yskovm: Krometiz B ..
Strakoniceo fre) indhelity 5 El  rebic Brno 2 B 2in Zilina
Hradec 25550 ] b Povazska
7 = <lew“\<!o . X
Rezno \ Ceské {551 | fawr] adis AL "
o | Narodn Budgjovice b5
Straubir pafk Sumava Chranéns = L~ 1
S80I oot o/ o B krajinna obla & Znojfo B wodoyin Wa i
o Cesky Krumlov Treborisko ) S PR NS o MLy
S ik Qo evidza
55 = ¢
Llu 1'vr Jonal » .{“‘ -\“
Landshut Pason s [ Hollabrunn m f ™ Topoléany. \Ponitrie
Google 53]

¢ N :
020 GeoBasis-DE/BKG (92009).Google | Cesko  Smiuvni podminky  Odeslat zpétnou vazbu

eno, Mapy Google 2020)



byly odloveny vramci kazdoro¢niho monitoringu povrchovych vod ve spolupraci
s Ceskym hydrometeorologickym ustavem (CHMU) na jimi vybranych lokalitach, které
jsou ovlivnény nejen vycisténou komunalni odpadni vodou, ale nékteré také vodami
Z nemocnic ¢i primyslu. Poloha vybranych lokalit je zaznamenana body na mapé¢ na

obrazku 25 a GPS soufadnice a primérné ro¢ni pratoky fek v lokalit¢ je mozné nalézt

v tabulce 21.

Tabulka 21: Vybrané lokality a jejich GPS soufadnice a pritok (data z CHMU).

lokalita GPS soufadnice pramérny roéni pratok [m3-s?]
Labe-Obfistvi N 50,2964° E 14,4818° 104
Séazava-Pofici N 49,8570° E 14,6580° 19
Jizera-Predméfice N 50,2510° E 14,7744° 25
Otava-Topélec N 49,3433° E 14,1521° 23
Vitava-Zelcin N 50,2804° E 14,3138° 152
Svratka-Zidlochovice N 49,0929° E 16,6198° 15
Morava-Lanzhot N 48,6874° E 16,9897° 61
Ohte-Terezin N 50,4069° E 14,0701° 37
Bilina-Usti nad Labem N 50,6458° E 14,0065° 7,2
Becva-Troubky N 49,4481° E 17,4081° 17

3.3 Priprava vzorki

Vybrané druhy nebo skupiny vodnich organismt byly pro experiment odloveny
prislusnymi zptsoby na kazdé lokalité. Ryby byly odloveny za pomoci elektrického
agregatu. Slavicky mnohotvarné z referencni lokality byly umistény do kleci
a exponované po dobu dvou mésicii. Bentické organismy byly sesbirany pinzetou ze

spodni strany kament, které byly ponotfené ve vodé.

Tiem dospélcim jelce tlousté z kazdé lokality byla odebrana krev, tyto vzorky krve
byly centrifugovany, aby bylo mozné ziskat plasmu. Poté byly ryby usmrceny a mohly
tak byt odebrany vzorky svaloviny. Z kazdé lokality byl ptipraven jeden smésny vzorek

svaloviny. Vzorky byly zmrazeny v —20 °C do dalsiho zpracovani (extrakce a analyzy).

Juvenilni stadia ryb, slavicka mnohotvarné a bentické organismy byly pro extrakci
pfipraveny jako homogenizovany smésny vzorek pro kazdou skupinu organismi
a jednotlivou lokalitu. Nasledovalo zmrazeni vzorkt v —20 °C pied finalni extrakci

a analyzou.
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3.4 Extrakce vzorkua

Nejprve bylo navazeno 0,5 g vzorku bentosu, juvenilnich ryb, slavi¢ky a svalu
dospélych ryb jelce tlousté z jednotlivych odbérovych lokalit do zkumavek Eppendorf.
Ke kazdému vzorku bylo pfidano 10 ng vnitiniho standardu (tzn., bylo pifidano 10 ul
koncentrace 1 pg-ml?), poté byla piidana homogenizaéni kuli¢ka a 1 ml extrakéniho
rozpoustédla (acetonitril, ACN: isopropanol, ISP v objemovém poméru 3:1, okyselené
kyselinou mravenci). Takto pfipravené vzorky byly homogenizovany po dobu 10 minut
pii kmito¢tu 30 Hz. Po homogenizaci byly vzorky centrifugovany po dobu 5 minut pfi
10 000 otackach za minutu. Poté byly vzorky filtrovany pomoci filtri S péry 0,45 pm
a nasledné¢ zmrazeny v -20 °C na 24 hodin. Po uplynul¢ dobé¢ mrazeni bylo nutné
vzorky znovu centrifugovat, a to 3 minuty pii 10 000 ota¢ek/minutu, aby bylo mozné
odebrat potiebny alikvot 100 pl do inzertu vialek. Vzorky byly poté zanalyzovany
pomoci HPLC-HRMS (Grabicova a kol., 2018). Extrakce vzorku je zdokumentovana na
obrazku 26 a 27.

Obrazek 26: Extrakce vzorki Obrazek 28: Vzorky plasmy pred zmrazenim

Ptiprava vzorkil plasmy jelce tlousté se liSila od ptipravy zbylych vzorki. Do
zkumavek Eppendorf bylo napipetovano 0,25 ml plasmy. Ke vzorku bylo poté ptidano
5 ng vnitiniho standardu (5 pl koncentrace 1 pg-mlt) a 0,25 ml ACN (okyseleného
kyselinou mravenci). Pfipraveny vzorek byl promichan na vortexu a zmrazen v —20 °C
na 24 hodin. Zkumavky Eppendorf se vzorky plasmy jsou zdokumentovany na obrazku
28. Po 24 hodinach byly vzorky centrifugovany 5 minut pii 10 000 otackach za minutu.

Do inzertu ve vialce byl odméien alikvotni podil 100 pl vzorku, ktery byl analyzovan.
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Pro pokus byl stejnym zptisobem piipraven blank, slepy vzorek, pouze bez ptidani
zkoumané matrice. Slepy vzorek tedy obsahoval pouze vnitini standard, homogeniza¢ni

kulicku a extrakéni rozpoustédlo.

Pro kontrolu opakovatelnosti analyz bylo ptipraveno nékolik duplikatt, kdy

Z jednoho vzorku byly pfipraveny a analyzovany vzorky dva. Ptiprava byla stejna, jako

bylo popsano vyse.

Obrazek 27: Vzorky pripravené pro analyzu pomoci HPLC-HRMS

Pro ovéfeni spravnosti metody byly pfipraveny fortifikované vzorky, které byly
navic obohacené nativnim standardem. Pfiprava vzorku se liSila pouze tim, ze byl na
zacatku pied homogenizaci pfidan i nativni standard, ato 50 ng (5 ul koncentrace 10
ug-ml?). K zohlednéni vlivu matrice, tkang, byly pfipraveny matricové standardy, kdy
interni a nativni standard (10 ng a 50 ng) byly ptidany do extraktu vzorku tésné pred

odebranim alikvotu pro analyzu.

Kalibra¢ni ktivka byla pfipravena do smési ACN:destilovana voda (1:1) v rozsahu
0,05 az 50 ng-ml! pro homogenizované tkané a v rozsahu 0,02 az 50 ng-ml? pro

plasmu.
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3.5 Zpracovani dat

Po naméteni vzorka kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci byla ziskana
data zpracovana pomoci softwaru TraceFinder (Thermo Fisher Scientific). K vypoctu
koncentraci vybranych 1é¢iv a jejich metaboliti Vv jednotlivych matricich byla pouzita

metoda vnitiniho standardu v kombinaci s matricovym standardem.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Porovnani duplikati a vzorki obohacenych nativnim standardem

Pro kontrolu opakovatelnosti analyz bylo pfipraveno nekolik kontrolnich vzorkd,
duplikatii, kdy jeden vzorek byl pfipraven a zanalyzovan dvakrat. Tabulka 22
porovnava koncentraci vzorku bentickych organismt z lokality Bec¢va-Troubky
s ptipravenym duplikatem u 1éCiv, kterd byla nad mezi stanovitelnosti. Duplicitni
vzorky se lisily o n¢kolik procent, chyba stanoveni nepfesahovala kvalifikovany odhad
30 % stanoveny na zaklad¢ validace metody. Jelikoz se duplicitni vzorky témét nelisily,
je mozné konstatovat, Ze metoda pfipravy a mécfeni vzorkll byla spradvna aze byly

vybrany reprezentativni vzorky.

Tabulka 22: Porovnani koncentraci pozitivné nalezenych 1é¢iv ve vzorku ajeho duplikatu
Vv bentickych organismech na lokalité¢ Be¢va-Troubky

[ng-g!] chyba stanoveni < 30%

léciva vzorek 1 spodni hodnota | horni hodnota duplikat
Metoprololova kyselina 1,3 0,91 1,7 1,7
N-Desmethylcitalopram 0,25 0,18 0,33 0,24
O-Desmethylvenlafaxin 0,14 0,10 0,18 0,17
Telmisartan 5,7 4,0 7,4 6,5
Tramadol 0,72 0,50 0,94 0,82
Venlafaxin 0,32 0,22 0,42 0,36
Verapamil 0,30 0,21 0,39 0,30
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Pro kontrolu spravnosti metody vyuzité pro analyzu vzorkli byly dale pfipraveny
vzorky obohacené 0 nativni standard (fortifikované vzorky, na koncentra¢ni hladin¢ 100
ng-gl). V tabulce 23 jsou zaznamenana procenta hodnotici spravnost metody, ¢im vice
se ziskana hodnota blizi 100 %, tim je mozné s vétsi jistotou konstatovat, ze vysledky
jsou spravné. Procenta V tabulce se pohybuji vV rozmezi 65 az 140 %. Podle parametrii
pro hodnoceni analytickych metod danych smérnici Evropské Unie (2002) je metoda

spravna, pokud se ziskana data pohybuji v rozmezi 60 az 140 %.

Tabulka 23: Fortifikované vzorky - vytéznost metody

sval ryb juvenilni P bentické plasma
IéCiva (dospélci) ryby slavicka organismy ryb
Cetirizin 101 % 94 % 85 % 135% 74 %
Citalopram 122 % 123 % 99 % 97 % 83 %
Karbamazepin 93 % 113 % 99 % 103 % 89 %
Klarithromycin 102 % 100 % 89 % 90 % 100 %
Klindamycin 112 % 102 % 109 % 114 % 120 %
Klindamycin sulfoxid 85 % 92 % 95 % 96 % 97 %
Diklofenak 122 % 133 % 99 % 95 % 130 %
Fexofenadin 122 % 95 % 86 % 140 % 79 %
Irbesartan 84 % 113 % 86 % 103 % 86 %
Lamotrigin 79 % 85 % 83 % 114 % 99 %
Metoprolol 112 % 113 % 109 % 114 % 83 %
Metoprololova kyselina 112 % 100 % 109 % 89 % 110 %
N-Desmethylcitalopram 112 % 123 % 109 % 135% 75 %
O-Desmethylvenlafaxin 94 % 102 % 99 % 75 % 89 %
Sulfamethoxazol 112 % 113 % 109 % 103 % 120 %
Telmisartan 112 % 90 % 84 % 97 % 65 %
Tramadol 92 % 96 % 91 % 91 % 90 %
Trimethoprim 102 % 113 % 98 % 103 % 110 %
Venlafaxin 102 % 113 % 109 % 114 % 94 %
Verapamil 94 % 102 % 90 % 140 % 74 %
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4.2 Porovnani celkové koncentrace 1é¢iv mezi lokalitami

Léciva byla nalezena na vSech lokalitach nad mezi kvantifikace alespoil ve tfech
riznych matricich. Graf 2 znazoriiuje celkovou miru zneciSténi na jednotlivych
lokalitach udanou v ng-g* (pro plazmu v ng-ml?). Na zakladé vysledki bylo zjisténo,
ze lokality  Otava-Top€lec,  Ohfe-Terezin,  Labe-Obitistvi,  Sazava-Pofici,

Morava-Lanzhot a Jizera-Piedméfice patii mezi nejméné zneCisténé. Z vysledki

Koncentrace léCiv na jednotlivych trofickych urovnich -
porovnani lokalit
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Graf 2: Celkova koncentrace 1é¢iv v ng g (pro plazmu v ng-ml™?) na jednotlivych trofickych
urovnich

vyplyva, ze lokality Svratka-Zidlochovice a Bilina-Usti nad Labem jsou nejvice
zneCisténé vybranymi léCivy, sumy koncentraci vSech 1é¢iv ve vSech testovanych

matricich u obou lokalit presahly 90 ng-g™.

Z grafu 2 je patrné, Ze nejvyssi koncentrace 1éCiv byly nalezeny v bentickych
organismech amlzich (slavi¢ce). Rozdil v expozici téchto dvou organismi je, Ze
slavicka mnohotvarnd byla odebrana z referencni lokality (koncentrace vSech 1éciv ve
vSech vzorcich z této lokality byly pod mezi kvantifikace) a na sledovanych lokalitach
byla exponovana V klecich pouze po dobu dvou mésicii, zatimco bentické organismy

ziskané pro experiment obyvaji jednotlivé lokality cely svij Zivot (viz kapitola 3.2).
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Z toho vyplyva, ze slavicka exponovand po urcitou dobu je vhodnym bioindikatorem

znec€iSténi farmaky, kterd se kumuluji v bioté.

Graf 3 znazornuje zastoupeni individudlnich 1é¢iv Vv jednotlivych trofickych
trovnich nejzneéisténgjsi lokality Svratka-Zidlochovice. Na této lokalité se nasla 1égiva
celkové nejvice Vv bentickych organismech. Suma farmak u bentickych organismi Cinila
58 ng-g. V bentickych organismech bylo nalezeno nejvice diklofenaku o koncentraci
25ng-g*, dale 11 ng-g' telmisartanu, 6,1 ng-g* citalopramu a2,6 ng-g*

klarithromycinu. Slavi¢ka byla na dal$im misté v bioakumulaci 1é¢iv. V mlzich bylo

Koncentrace léciv v jednotlivych matricich na lokalité
Svratka-Zidlochovice
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Graf 3: Koncentrace 1é¢iv v ng-g(pro plazmu v ng-ml) na lokalité Svratka-Zidlochovice

nalezeno nejvice tramadolu (5,8 ng-g?) a citalopramu (5,7 ng-g?). Z t&chto vysledki
vyplyva, Ze rizné organismy bioakumuluji rtiznd léCiva, coz mlze odpovidat jejich
postaveni v potravnim fetézci. Nejveétsi znecisténi na této lokalité tvofila analgetika
v celkové koncentraci vSech testovanych matrici 36 ng-g? apsychoaktivni 1é¢iva

v celkové koncentraci 29 ng-g™.

Reka Svratka méa v odbérové lokalité pramémy roéni pritok 15 m®s? a protéka
naSim druhym nejvétsim méstem Brnem. Do feky jsou vypoustény vycisténé odpadni

vody z COV Brno, ktera ¢&isti vodu pro 382000 stalych obyvatel. Maly pritok feky
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nenafedi takto velké znecisténi, a proto jsou koncentrace 1é¢iv ve vodnich organismech

vy$si (viz kapitola 3.2; Grabicova a kol. 2020).

V grafu 4 jsou znazornény koncentrace druhé nejzne¢isténgjsi lokality Bilina-Usti
nad Labem. Na rozdil od lokality Svratka-Zidlochovice byla nejvyssi celkova
koncentrace 1é¢iv nalezena ve slaviéce, ato celkem 49 ng-g?, z toho nejvice 16 ng-g*
tramadolu a 12 ng-g* citalopramu. Dalsi misto Vv bioakumulaci 1é¢iv piedstavovaly
bentické organismy, kde byly nejvice zastoupené telmisartan (10 ng-g*), diklofenak

(5ng-g') ametoprololova kyselina, ktera byla u tohoto organismu nalezena ve vyssi

£ we

Koncentrace léciv v jednotlivych matricich na lokalite
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Graf 4:Koncentrace 1é¢iv v ng-g* (pro plazmu v ng-ml™) na lokalité Bilina-Usti nad Labem

koncentraci (4 ng-gt) nez metoprolol, ze kterého je metabolizovana. Nejveétsi znecisténi
na této lokalité tvofily psychoaktivni 1é¢iva Vv celkové koncentraci 32 ng-g™

a kardiovaskularni 1é¢iva v celkové koncentraci 29 ng-g™.

odbéru vzorki pro analyzu &ini pouze 7,2 m3s™ a vtéka do ni vycisténa odpadni voda
ze stfedné velkych mést v celkovém poctu 158000 obyvatel (viz kapitola 3.2; Grabicova
a kol. 2020).
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Vzhledem k tomu, Ze feka Vltava protéka nékolika velkymi mésty vcetné€ hlavniho
meésta Prahy, dalo by se predpokladat, ze zneCisténi Vv lokalit¢ Vltava-Zel¢in bude
podobné ¢i vysSi nez U piedchozich dvou nejvice zneciSténych lokalit. Podle
koncentraci nalezenych v organismech bylo zjisténo, ze lokalita Vitava-Zel¢in je méné
znedisténa. Je to zplsobeno tim, Ze jeji pritok v této lokalité je vyssi a ¢ini 152 m3-s?,

tudiz se vypousténé vycisténé odpadni vody V fece natfedi (Grabicova a kol. 2020).

Z pohledu vyse znecisténi ve stanovovanych organismech je nejméné zneciSténa
lokalita Labe-Obiistvi. Suma koncentraci farmak na této lokalité ¢inila pouze 7,2 ng-g™.
Nejvetsi znecisténi zde tvofila analgetika se zastoupenim tramadolu o celkové
koncentraci 2,7 ng-g™*. Suma farmak v jednotlivych trofickych Girovnich je znazornéna

v grafu 5.
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3,5
3 Citalopram
M Klarithromycin
2,5 Lamotrigin
M N-Desmethylcitalopram
2 B O-Desmethylvenlafaxin
m Telmisartan
1,5
m Tramadol
1 H Venlafaxin
m Verapamil
) I
0

svalryb ( dospe\cu juvenilni ryby sldvictka bentické plasma ryb
organismy

ng-g™* {pro plasmu v ng:ml)

Graf 5: Koncentrace 1é¢iv v ng-g* (pro plazmu v ng-ml?) na lokalité Labe-Obiistvi.

Labe v Obristvi protéka nékolika sttedné velkymi mésty, ale v odbérovém misté je
pramérny roéni pritok 104 m3s?, a vycisténa odpadni voda je tedy dostateéné nafedéna
a koncentrace vybranych 1é¢iv v analyzovanych organismech je nizsi (viz kapitola 3.2).
Podobn¢ jako u ryb (Grabicova a kol.,, 2020), koncentrace farmak v ostatnich
bioindikatorech odpovidd natfedéni odpadnich vod recipientem. Lokality s vyS$S§im

v

nafedénim vy¢isténé odpadni vody tedy vykazuji nizsi koncentrace 1é¢iv v bioté. V této
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préci je jasny rozdil mezi tfemi zatizenymi lokalitami Svratka-Zidlochovice, Bilina-Usti
nad Labem a Vltava-Zel¢in a zbytkem odbérovych mist, kde byly nalezeny podobné

koncentrace jako v Labi-Obfistvi.

4.3 Vyskyt léCiv v jednotlivych organismech

Koncentrace 1¢é¢iv ve vodnich organismech se mohou lisit na zéklad¢ pfijimané
potravy. Wetzel (2001) zptehlednil potravni fetézec vodnich organismu. Pijavice
(Hirudinea) jsou bud'to ektoparazité a zivi se tudiz krvi a télni tekutinou obratlovct
nebo mohou byt dravé a zivit se bezobratlymi organismy. Larvy chrostikt (Trichoptera)
mohou byt dravé, rostlinozravé, v§ezravé nebo detritofagové. Sladkovodni mlzi, jako je
napiiklad slavicka, filtruji pfevazné fytoplankton. Potrava ryb se lisi, filtruji
zooplankton (naptiklad juvenilni ryby), zZivi se bentickymi organismy nebo jsou dravé.
Nékteré¢ druhy ryb jsou omnivorové, napiiklad jelec tloust’ (Dauba a kol., 1997).

Pijavice a chrostici mohou tvofit potravu ryb (Hellman a kol., 2013).

V tabulce 24 jsou uvedeny hodnoty medianu koncentraci 1éCiv v jednotlivych
biologickych matricich ve vSech lokalitach, koncentrace 1éCiv jsou uvedeny v ptilohach
1 az 5. Zohlednuje bioakumulaci 1é¢iv u zastupcli jednotlivych trofickych urovni
testovanych organismi. Nejvy$s$i koncentrace 1éCiv vV sumé na vSech sledovanych
lokalitach byly nalezeny Vv bentickych organismech. Celkova koncentrace byla vyssi nez
190 ng-g?. Dalsi organismus, ve kterém bylo nalezeno nejvice 1é¢iv byla slavicka

mnohotvarna, v sumé pies 100 ng-g™ 1é¢iv.
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Tabulka 24: Median koncentraci 1é¢iv vSech lokalit v jednotlivych matricich (jednotky v ng-g?,

plasma ng-1?)

matrice juvenilni .y bentické
. sval slavicka . plasma
|écCiva ryby organismy
Antibiotika
0,21+0,02 0,36 0,24+0,068 | 0,85+1,3
KI H h H 7’ 7’ ’ ’ 7’ ’ ’ L
arithromycin (20 %) (10 %) (50 %) (80 %) <LOQ
. . 0,037+0,02 0,25
Klindamycin <L0Q <L0Q 3 (30 %) (10 %) <LOQ
Klindamycin sulfoxid <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Sulfamethoxazol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
. . 0,36 1,2
Trimethoprim <L0Q <L0Q (10 %) (10 %) <LOQ
Psychoaktivni lé¢iva
. 0,74£1,1 0,6513,79 0,37+1,9
Citalopram <L0Q (70 %) (100 %) (100 %) <LOQ
. 0,3310,36 0,3611,1 0,41+0,69
N-Desmethylcitalopram <L0Q (80 %) (90 %) (90 %) <LOQ
. 0,46+0,18 | 0,61+0,45
Karbamazepin <L0Q <L0Q (30 %) (40 %) <LOQ
Lamotrigin 0,074+0,051 <L0Q 0,18+0,007 | 0,27+0,15 0,16
& (50 %) (20 %) (30 %) (10 %)
0,28+018 0,31+1,9 0,2610,71
Venlafaxi L ! y ! y ! L
enlafaxin <LOQ (80 %) (90 %) (100 %) <LOQ
0,24+0,05 | 0,18+0,51 | 0,43%0,54 0,026+0
-D h I I f ] L ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
O-Desmethylvenlafaxin <LOQ (40 %) (70 %) (60 %) (20 %)
Antihistaminika
- 0,10 0,47+0,53
Cetirizin <LOQ <LOQ (10 %) (40 %) <LOQ
. 0,14
Fexofenadin <L0Q <L0Q <L0Q (10 %) <LOQ
Analgetika
. 4,9+11 o
Diklofenak <L0Q <L0Q <L0OQ (40 %) 2,3 (10 %)
Tramadol 0,11+0,01 | 0,96%0,80 0,83+4,9 1,2+1,2 0,081+0,00
(30 %) (100 %) (100 %) (80 %) 8 (90 %)
Kardiovaskuldrni IéCiva
0,12+0,02
L L L ! ! L
Irbesartan <L0Q <L0Q <L0Q (30 %) <LOQ
3,82,3 2,2+0,92
I_ L 7’ ’ ’ ’ L
Metoprolol <L0Q <LOQ (20 %) (20 %) <LOQ
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. . 1,1+0,28 1,3+1,2
Metoprololova kyselina <L0Q <L0Q (20 %) (70 %) <LOQ
. 0,40+0,81 | 1,05+0,90 4,249,1
Telmisartan <LOQ (70 %) (100 %) (100 %) <LOQ
0,31+0,48 | 0,29+0,92
. [v) 7’ ? ? ’
Verapamil <LOQ 0,12 (10 %) (30 %) (80 %) <LOQ

Mediantsmérodatnd odchylka [ng-g™; plasma ng-ml?], <LOQ = pod limitem kvantifikace.
Cisla v zavorce uvadéji Cetnost 1éCiva v matrici, tzn. pocet pozitivnich nalezli ku poctu vsech
vzorkd [%].

Nejvyssi  koncentrace antibiotik byly nalezeny v bentickych organismech,
predevsim klarithromycin. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky publikované studie,
kde byl klarithromycin nalezen v larvach chrostikii v koncentraci 3 ng-g™ (Grabicova
akol., 2015). Klarithromycin byl také nalezen ve slavi¢ce v rozmezi koncentraci
0,16-0,35 ng-gt. Ve studii de Solla akol. (2016) byl klarithromycin nalezen ve
sladkovodnim mlZi z ¢eledi velevruboviti Lasmigona costata z kanadské feky ovlivnéné
vy&isténou odpadni vodou z COV v koncentraci az 9,0 ng-g?, coz je fadové vyssi
koncentrace nez ve sledovanych slavickach. Klindamycin byl nalezen pouze v nizkych
koncentracich v bentickych organismech a slaviéce, ajeho metabolit klindamycin
sulfoxid nebyl v Zzadném organismu nalezen nad mezi kvantifikace. Trimethoprim se
vyskytoval pouze v jenom piipadé v bentosu a jednom ptipadé ve slavicce, oba druhy
z lokality Bilina-Usti nad Labem. Tato pozorovani souhlasi s vysledky studie

Vv bentickych organismech ze Svédského rybnika (Lagesson a kol., 2016).

Psychoaktivni 1é¢iva byla nalezena v nejvyssich koncentracich ve slaviéce
a bentickych organismech. Nejvice zastoupeny byl citalopram, kde ¢etnost vyskytu byla
100 % ve slavicce 1 bentickych organismech a 70 % V juvenilnich rybach. Jeho stfedni
hodnota byla vyssi ve slavicce. I jeho metabolit N-Desmethylcitalopram byl detekovan
ve vySe zminénych matricich s ¢etnosti 90 % ve slavicce a bentosu a 80 % v juvenilnich
rybach. U obou téchto latek byla stfedni hodnota mensi nez smérodatnd odchylka, coz
znaci velky rozptyl koncentraci mezi jednotlivymi odbérovymi lokalitami. Citalopram
byl diive nalezen ve vodnich organismech pochéazejicich z lokality ovlivnéné
vy¢isténou odpadni vodou, v larvach chrostiki (6,1 ng g™, Grabicova a kol., 2015) a ve
sladkovodnim mlzi (37 ng-g, de Solla a kol., 2016). Dals§im nalezenym antidepresivem

byl venlafaxin. Cetnost vyskytu klesala v pofadi bentické organismy (100 %), slavicka
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(90 %) a juvenilni ryby (80 %). Jeho maximalni koncentrace 5,9 ng-g* byla nalezena ve
slaviéce z lokality Bilina-Usti nad Labem a odpovida niz§im koncentracim, které byly
nalezeny ve sladkovodnich mlZich (4,625 ng-g, de Solla a kol., 2016). Antiepileptika
karbamazepin a lamotrigin byly nalezeny s relativné nizkou cetnosti v bentosu a
sldviéce s maximélni koncentraci pro karbamazepin 1,2 ng-g™* a lamotrigin 0,27 ng-g™*.
Karbamazepin nebyl nalezen nad mezi kvantifikace ani v juvenilnich rybach, ani
V plazmé a svalu dospélych ryb. Tyto vysledky jsou v rozporu se studii ze Spojenych
stati americkych, kde byl karbamazepin nalezen ve svalu ryb v primérné koncentraci

2,3 ng-gt (Ramirez a kol., 2009).

Vv

prevazné v bentickych organismech. Fexofenadin byl nalezen v jediné matrici (bentosu)
na lokalité Bilina-Usti nad Labem v relativné nizké koncentraci 0,14 ng-g™. Jeho nizké
koncentrace v bioté byly potvrzené i z lokality Zivny potok, kde nebyl nalezen ani

Vv larvach chrostiki, ani v pijavkach (Grabicova a kol., 2015).

Analgetika byla nalezena v nejvétsich koncentracich v bentickych organismech.
Analgetikum tramadol bylo nalezeno ve vSech matricich. Stfedni hodnota koncentrace
byla nejvyssi ve slaviéce (1,2 ng-g') nasledovana hodnotou v juvenilnich rybéach
(0,96 ng-g™) a v bentickych organismech (0,83 ng-g™). Hodnoty v dospélych jelcich
tloustich byly nizsi, ve svalu 0,11 ng-g? s&etnosti vyskytu 30 % a v plazmé
0,081 ng-ml?* (90 %). Smérodatna odchylka byla vysokd, coZ opét znamend vysoce
rozdilné koncentrace mezi lokalitami. Analgetikum diklofenak bylo nalezeno pouze
v bentickych organismech s relativné nizkou Cetnosti vyskytu (pouze ve vzorcich ze
¢tyt lokalit). Koncentrace pozitivné nalezené¢ho diklofenaku byly riizné v zavislosti na
odbérovém mist¢ vrozmezi 1,3 ngg! (Vltava-Zel¢in) az 25 ngg?
(Svratka-Zidlochovice). Jeho koncentrace v hltanovkach bahennich (Erpobdella
octoculata) ze Zivného potoka dosahovala 30 ng-g? (Grabicova a kol., 2015), coZ je

v souladu s nasimi vysledky z vice zneéisténych lokalit.

Posledni terapeutickou skupinou, na kterou byla tato prace zamétena, jsou
kardiovaskularni 1é¢iva. Telmisartan, pouZzivany k lécbé vysokého krevniho tlaku
a srdecniho selhani, byl kardiovaskuldrnim léCivem s nejvyssi stfedni hodnotou

koncentrace a s nejvyssi Cetnosti vyskytu. V bentickych organismech byla jeho stfedni
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hodnota 4,2 ng-g! se 100% &etnosti vyskytu, hodnoty se vyskytovaly v rozmezi
0,67 ng-g! (Otava-Topélec) az 31 ng-g? (Vltava-Zel¢in). Ve slaviéce byla nejnizsi
koncentrace 0,24 ng-g' (Jizera-Pfedméfice) a nejvyssi koncentrace 3,0 ng-g?
(Svratka-Zidlochovice). Irbesartan byl nalezen pouze u bentickych organismi v nizkych
koncentracich se stfedni hodnotou 0,12 ng-g? a 30% &etnosti vyskytu. Metoprolol byl
nalezen pouze v bentosu a slavicce spolu s jeho metabolitem metoprololovou kyselinou,
ktera byla v bentickych organismech nalezena dokonce vicekrat nez metoprolol. Na
rozdil od kapra z rybnika (Grabicova a kol., 2018), v plasm¢ ani svalu tlousté z této
studie nebyl metoprolol ani jeho metabolit pfitomen. Verapamil byl nalezen v 80 %
lokalit ve vzorcich bentosu, jeho koncentrace odpovidala koncentracim nalezenym

v larvach chrostikii z Zivného potoka (Grabicova a kol., 2015) a sladkovodnich mlzich

z kanadské feky (de Solla a kol., 2016).

Ve svalech ryb byly nalezeny vyrazné niz$i koncentrace 1€Civ nez v ostatnich
organismech. Pouze tii zdvaceti vybranych 1é¢iv byla nad mezi kvantifikace
(antibiotikum klarithromycin, antiepileptikum lamotrigin a analgetikum tramadol).
Koncentrace 1é¢iv v dospélych jedincich jelce tlouste (jak ve svalu, tak v plazmég) byla

nejnizsi v porovnani s ostatnimi sledovanymi organismy.
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V grafu 6 je znazornéna cetnost vyskytu léCiv V jednotlivych matricich na
sledovanych lokalitdch. Nejvice 1é¢iv bylo nalezeno v bentickych organismech, celkem
18 z 20, z toho 3 1é¢iva byla nalezena na vSech lokalitach, a to antidepresiva citalopram
a venlafaxin akardiovaskularni 1é¢ivo telmisartan. Ve slavicce mnohotvarné bylo
nalezeno celkem 15 1é¢iv z 20, z toho 3 1éCiva na vSech lokalitach. Kromé citalopramu
a venlafaxinu i tramadol, ktery byl jako jediny nalezen ve v§ech matricich. Ve slavicce
a juvenilnich rybach na vSech lokalitach, v plasmé byl nalezen tramadol na 9 lokalitach,
v bentosu na 8 a svalu ve 3 z 10 sledovanych. V juvenilnich rybach bylo nalezeno
7 1é¢iv z 20. Sulfamethoxazol a klindamycin sulfoxid nebyly nalezeny v zadné matrici

a na zadné lokalité.
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Graf 6: Cetnost 1é¢iv v matricich na sledovanych lokalitach (celkem z 10 lokalit)
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5 Zavér

Cilem této prace bylo stanoveni koncentrace dvaceti vybranych 1éciv a jejich
metaboliti pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii a nasledné
posouzeni jejich vyskytu (bioakumulace) v organismech na riznych trofickych
trovnich. Bylo vybrano deset lokalit vyznamnych toki v Ceské republice, které spadaji
do kazdoroéniho monitoringu CHMU. Sledovano bylo pét riznych typt
matric — plasma a sval dospé€lct jelce tlouste (Squalius cephalus), slavicka mnohotvarna

(Dreissena polymorpha), bentické organismy a juvenilni ryby.

Z vysledki vyplyva, jakd 1é¢iva se kumuluji v jednotlivych organismech a jaké
lokality jsou méné¢ ¢i vice znecCisténé vybranymi 1é¢ivy. LécCiva byla nalezena na vSech
lokalitach v koncentracich nad mezi kvantifikace, alesponi ve tfech riznych matricich.
Nejvyssi koncentrace 1éCiv byly nalezeny v bentickych organismech a slavicce.
Nejvyssi pocet 1é¢iv byl nalezen v bentickych organismech, celkem 18 z 20, z toho
31éciva byla nalezend na vSech lokalitaich (antidepresiva citalopram a venlafaxin
a kardiovaskularni 1é¢ivo telmisartan). Lécivo tramadol bylo jako jediné nalezeno ve
viech sledovanych matricich. Mezi nejvice zne¢isténé lokality patii Bilina-Usti nad
Labem a Svratka-Zidlochovice. Vysledky této prace poukézaly na to, Ze nafedéni
vypousténé odpadni vody zCOV vede kniz§im koncentracim 1é¢iv ve vodnich
organismech. Vysledky také ukazuji, Ze v jednotlivych vodnich organismech se

kumuluji rozdilna 1éc¢iva.

Na zakladé vyssi cCetnosti vyskytu léCiv a vySSich nalezenych koncentraci
Vv bentickych organismech a slavicce je mozné konstatovat, ze niZsi trofické urovné jsou

lepSimi bioindikatory pro sledovani vyskytu lé€iv ve vodnim prostiedi.

Vzhledem k potvrzenym koncentracim vybranych 1é¢iv ve vodnich organismech, je
vhodné nadale pokracovat ve vyzkumech, kdy a jak dochazi k jejich ovlivnéni. Tyto
vlivy mohou narusit nejen skupinu konkrétnich organism, ale i dalsi trofické urovné,

a timto mize byt narusen cely vodni ekosystém.
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Seznam zKkratek

ACN acetonitril

CHMU Cesky hydrometeorologicky tstav

cov Cistirna odpadnich vod

HPLC-HRMS vysokoucinna kapalinova chromatografie S hmotnostni detekci
ISP isopropanol

SSRI selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu

SNRI inhibitor zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu
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Prilohy

Pfiloha 1: Koncentrace 1é¢iv ve svalu dospélych ryb jelce tlousté (Squalius cephalus) na jednotlivych lokalitach [ng-g™].

Iécivo/lokalita Otava-Topélec | Ohie-Terezin|Labe-Obfistvi|Sdzava-Pofici| Morava-Lanzhot |Svratka-Zidlochovice|Beéva-Troubky| Vitava-Zel¢in | Bilina-Usti | Jizera-Pfedméfice
Cetirizin <LO0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0OQ <L0Q <L0Q <L0Q
Citalopram <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <LoQ <LOQ <LOQ <LoQ <LOQ
Diklofenak <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Fexofenadin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Irbesartan <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Karbamazepin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ
Klarithromycin <L0Q 0,22 <L0OQ <L0Q 0,19 <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ <L0Q
Klindamycin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Klindamycin sulfoxid <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Lamotrigin 0,074 0,074 0,17 0,071 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q 0,16 <LOQ
Metoprolol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0OQ <LO0Q <L0Q <L0Q <LO0Q <LOQ
Metoprololova kyselina <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0OQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
N-Desmethylcitalopram <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
0O-Desmethylvenlafaxin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Sulfamethoxazol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Telmisartan <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q
Tramadol <LOQ 0,11 <L0Q <LOQ 0,12 0,11 <LoOQ <L0Q <LOQ <L0Q
Trimethoprim <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <LOQ
Venlafaxin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Verapamil <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ

<LOQ = hodnoty pod mezi kvantifikace
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Piiloha 2: Koncentrace 1é¢iv v juvenilnich rybach na jednotlivych lokalitdch [ng-g™].

Iécivo/lokalita Otava-Topélec |Ohie-Terezin|Labe-Obfistvi|Sazava-Pofici| Morava-Lanzhot |Svratka-Zidlochovice|Beéva-Troubky| Vitava-Zel&in | Bilina-Usti | Jizera-Pfedméfice
Cetirizin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Citalopram 0,55 <LOQ <LOQ 0,88 <LOQ 3,5 0,81 0,74 0,43 0,38
Diklofenak <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LoQ
Fexofenadin <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Irbesartan <Lo0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <Lo0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Karbamazepin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Klarithromycin <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,36 <LOQ <LOQ <LO0Q
Klindamycin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Klindamycin sulfoxid <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Lamotrigin <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Metoprolol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Metoprololova kyselina <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
N-Desmethylcitalopram 0,57 <L0Q <L0Q 0,22 0,22 1,3 0,3 0,32 0,33 0,37
0-Desmethylvenlafaxin 0,27 <L0Q <LOQ <LOQ <L0Q 0,25 <L0Q 0,16 0,22 <LOQ
Sulfamethoxazol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Telmisartan 0,14 <L0Q 0,25 <L0Q 0,17 0,49 2,4 <L0Q 1,1 0,4
Tramadol 1,3 0,26 0,40 1,0 0,47 1,1 2,2 0,26 2,6 0,91
Trimethoprim <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Venlafaxin 0,66 <LOQ 0,15 0,25 <LOQ 0,3 0,37 0,13 0,51 0,24
Verapamil <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <L0Q 0,12 <L0Q <L0Q <L0Q

<LOQ = hodnoty pod mezi kvantifikace
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Piloha 3: Koncentrace 1é¢iv ve slaviéce mnohotvarné (Dreissena polymorpha) na jednotlivych lokalitach [ng-g™].

lécivo/lokalita referenéni | Otava-Topélec |Ohe-Terezin| Labe-Obfistvi |Sazava-Pofici| Morava-Lanzhot | Svratka-Zidlochovice |Beéva-Troubky| Vitava-Zeléin | Bilina-Usti | Jizera-Pfedméfice
Cetirizin <L0Q <L0Q <L0Q <LO0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q 0,1 <LOQ
Citalopram <L0Q 0,37 0,14 0,45 0,83 0,78 5,7 0,45 1,4 12 0,51
Diklofenak <L0Q <LOQ <LOQ <LO0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Fexofenadin <L0Q <L0Q <L0Q <LO0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Irbesartan <L0Q <L0Q <L0Q <LO0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Karbamazepin <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q <LO0Q 0,37 0,72 <LOQ <LOQ 0,46 <L0Q
Klarithromycin <LOQ <LOQ <LOQ 0,16 0,35 0,25 <L0Q 0,24 <L0Q <LOQ 0,23
Klindamycin <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,076 <LOQ <L0Q 0,034 0,037
Klindamycin sulfoxid <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0OQ <L0Q <L0OQ
Lamotrigin <L0Q <L0Q <L0Q <LO0Q <L0Q <LOQ 0,17 <L0Q <L0Q 0,18 <L0Q
Metoprolol <LOQ <LOQ <LO0Q <L0Q <LOQ <L0Q 2,1 <LOQ <LOQ 5,4 <L0Q
Metoprololova kyselina <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q 0,9 <L0OQ <L0Q 1,3 <LOQ
N-Desmethylcitalopram <L0Q 0,14 <LOQ 0,11 0,36 0,45 2 0,17 0,46 3,2 0,12
0O-Desmethylvenlafaxin <L0Q <L0Q <L0Q <LoQ 0,11 0,13 0,9 0,24 0,18 1,4 0,14
Sulfamethoxazol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0OQ <L0Q <L0Q <L0Q
Telmisartan <L0Q 0,64 0,15 0,68 1 2 3 1,1 1,9 1,7 0,24
Tramadol <L0Q 0,36 0,69 0,64 0,73 1,9 5,8 2,1 0,59 16 0,92
Trimethoprim <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0OQ <L0Q 0,36 <LOQ
Venlafaxin <L0Q <L0Q 0,17 0,22 0,24 0,43 2,2 0,31 0,43 5,9 0,27
Verapamil <LOQ <LOQ <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q 0,31 <LOQ 0,24 1,1 <L0Q

<LOQ = hodnoty pod mezi kvantifikace
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Piloha 4: Koncentrace 1é¢iv v bentickych organismech (pfedeviim Hydropsyche sp.) na jednotlivych lokalitich [ng-g™].

Iécivo/lokalita Otava-Topélec | Ohie-Terezin|Labe-Obfistvi|Sdzava-Pofici| Morava-Lanzhot |Svratka-Zidlochovice|Beéva-Troubky| Vitava-Zel&in | Bilina-Usti | Jizera-Pfedméfice
Cetirizin <L0Q 0,17 <LOQ <LOQ <LOQ 0,73 <LOQ 0,21 1,3 <L0Q
Citalopram 0,13 0,35 0,32 0,38 0,18 6,1 0,31 2,8 2,2 0,38
Diklofenak 4,8 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 25 <LOQ 1,3 5 <L0Q
Fexofenadin <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q 0,14 <L0Q
Irbesartan <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0OQ 0,12 <L0OQ 0,12 0,15 <L0Q
Karbamazepin <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,2 <LOQ 0,38 0,84 0,22
Klarithromycin <LOQ 0,76 0,34 0,94 0,52 2,6 <LOQ 3,9 2,3 0,29
Klindamycin <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,25 <LOQ <LOQ
Klindamycin sulfoxid <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
Lamotrigin <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q 0,4 <L0OQ 0,27 0,11 <L0Q
Metoprolol <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,5 <LOQ <LOQ 2,8 <LOQ
Metoprololova kyselina <L0Q 2,7 <L0Q 1,3 <LoOQ 1,6 1,3 0,89 4 0,7
N-Desmethylcitalopram <L0Q 0,41 0,23 0,86 0,3 2 0,25 1,8 1,1 0,28
0O-Desmethylvenlafaxin <LOQ <L0Q 0,11 <L0Q 0,14 0,99 0,14 1,4 0,72 <L0Q
Sulfamethoxazol <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q
Telmisartan 0,67 3,8 0,9 2,3 4,5 11 57 31 10 2,1
Tramadol <LOQ 0,29 1,6 0,29 0,79 1,7 0,72 3,3 3 <L0Q
Trimethoprim <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,2 <LOQ <LOQ
Venlafaxin 0,16 0,22 0,3 0,16 0,20 1,1 0,32 1,1 2,3 0,12
Verapamil <LOQ 0,28 0,06 <LOQ 0,27 1,5 0,3 2,5 1,7 0,15

<LOQ = hodnoty pod mezi kvantifikace
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Ptiloha 5: Koncentrace 1é¢iv v plasmé dospélych ryb jelce tlousté (Squalius cephalus) na jednotlivych lokalitdch [ng-ml™].

IéCivo/lokalita Otava-Topélec | Ohie-Terezin|Labe-Obfistvi|Sazava-Pofici| Morava-Lanzhot |Svratka-Zidlochovice|Beéva-Troubky| Vitava-Zel¢in | Bilina-Usti | Jizera-Pfedméfice
Cetirizin <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Citalopram <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q
Diklofenak <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 2,3 <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q
Fexofenadin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q
Irbesartan <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Karbamazepin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Klarithromycin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Klindamycin <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Klindamycin sulfoxid <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q
Lamotrigin <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,16 <LOQ <LOQ <L0Q
Metoprolol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0OQ
Metoprololova kyselina <L0Q <L0Q <LOQ <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ
N-Desmethyicitalopram <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
0-Desmethylvenlafaxin <L0Q 0,026 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q 0,026
Sulfamethoxazol <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Telmisartan <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q
Tramadol 0,10 0,081 0,092 <LOQ 0,089 0,097 0,081 0,081 0,081 0,081
Trimethoprim <L0Q <L0OQ <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q <L0Q <LOQ
Venlafaxin <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Verapamil <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q

<LOQ = hodnoty pod mezi kvantifikace
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Abstrakt

Distribuce vybranych 1é¢iv mezi ¢lanky potravniho retézce ve vodnim prostiedi.

Tato bakalaiska prace se zabyva vyskytem 1é¢iv ve vodnich organismech. Léciva se
dostavaji do recipientu s vy¢isténou odpadni vodou z COV. Nejvice nachazena 1é¢iva
Vv povrchové vodé a vodnich organismech patii do skupiny antibiotik, psychoaktivnich
latek, antihistaminik, analgetik a kardiovaskularnich 1é¢iv. Byla sledovana ptitomnost
20 vybranych 1é¢iv na 10 lokalitach ¢eskych fek v nékolika typech matric. Léciva byla
zkoumana V juvenilnich rybach, plasmé a svalu dospé€lych ryb jelcu tlousté (Squalius
cephalus), slavicce mnohotvarné (Dreissena polymorpha) a v bentickych organismech.
Z vysledku vyplyva, ze nejvyssi koncentrace byly nalezeny V bentickych organismech
a slavicce mnohotvarné. Nejvyssi pocet 1é¢iv byl nalezen v bentickych organismech,
byl nalezen ve svalu a plasmé¢ dospélych ryb. Mezi nejvice zneéisténé lokality patii
Bilina-Usti nad Labem a Svratka-Zidlochovice. Tyto feky maji maly pratok
a vypousténé odpadni vody se mén¢ nafedi a koncentrace 1é¢iv ve vodnich organismech
je vyssi.

Kli¢ova slova: vodni organismy, koncentrace 1é¢iv v bioté, feky Ceské republiky,

antibiotika, psychoaktivni 1é¢iva, antihistaminika, analgetika, kardiovaskularni 1é¢iva.
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Abstract

Distribution of selected pharmaceuticals in a food chain of an aquatic ecosystem.

This bachelor thesis deals with occurrence of pharmaceuticals in aquatic organisms.
Sources of pharmaceuticals in recipients are treated effluents from sewage treatment
plants. The mostly found in surface water and aquatic organisms are antibiotics,
psychoactive pharmaceuticals, antihistamines, painkillers and cardiovascular
pharmaceuticals. The occurrence of 20 selected pharmaceuticals at 10 localities affected
by treated effluents from sewage treatment plants was studied in several types of
matrices, in juvenile fish, plasma and muscle of adult common chub (Squalius
cephalus), zebra mussel (Dreissena polymorpha) and benthic organisms. Based on the
results, the highest concentrations of pharmaceuticals were found in benthic organisms
and zebra mussels. The highest number of pharmaceuticals was found in benthic
organisms (18 of 20 analysed) and 3 pharmaceuticals were found at all localities. The
lowest number of pharmaceuticals was found in plasma and muscle of adult fish.
Bilina-Usti nad Labem and Svratka-Zidlochovice belong to the most polluted localities.
These rivers have low flows and treated wastewater from sewage treatment plants are
less diluted therefore the concentration of pharmaceuticals in aquatic organisms is

higher.

Keywords: aquatic organisms, concentration of pharmaceuticals in biota, rivers of the
Czech Republic, antibiotics, psychoactive compounds, antihistamines, painkillers,

cardiovascular drugs.
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