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1 UvoD
1.1 Z&kladni charakteristika hydrokortizonu

Hydrokortizon, 1ékova forma endogenniho glukokasitidu kortizolu, ma systematicky
nazev 11,17,21-trihydroxypregn-4-en-3,20-dion a &umhvzorec @H300s Jeho relativni
molekulovd hmotnost je 362,5. Vyskytuje se v paddlié, krystalické latky (Plenadren,
2011). Strukturni vzorec této latky je znazorma obr. 1 (Wikipedial, 2007).

Obr. 1: Strukturni vzorec hydrokortizonu (Wikipetj&2007).

Hydrokortizon je hormon d&y nadledvin a pat mezi hlavni glukokortikoidni
(kortikosteroidni) hormony. Je produkovan v zonscfeulata a zona reticularis. Vylwvani
hydrokortizonu jetizeno adrenokortikotropnim hormonem (ACTH), kteey yvohovan
lalokem hypofyzy. Vyldovani ACTH jeiizeno hypotalamickym peptidem kortikotropin.
Centralni nervovy systém takdi vylucovani glukokortikoid, coz je nazorny ifklad uzké
spoluprace mezi nervovym a endokrinnim systémendrékprtizon je také vykovan i

stresu a P poklesu hladiny glukokortikoidlv krvi (Karlikova a kol., 2013).

Hydrokortizon byl syntetizovan Wendlerem v roce A9®/elichar a kol., 1987).
Pripravuje se selektivni mikrobialni hydroxylaci jm@steroidniho hormonu kortexolonu (tzv.
Reiehsteinova steroidu) v poloze 11 pomoci huln @dnninghamella blakesleangk je
znazorgno na obr. 2. Esterifikace alkoholické skupiny Vgze 21 se provadiips 21-
halogenderivat, ktery reakci iglusnou soli kyseliny poskytne Zadany este;asgji octan

nebo hydrogenjantaran (Melichar a kol., 1987).



kortexolon hydrokortizor

Obr. 2: Priprava tydrokortizonu : kortexolonu selektivni mikrobialni hydroxylaci poloze

111 pomoci hub rodGunninghamella blakeslea.

Za den sevytvori vlidském tle asi 25 mg hydrokortizonuVétSina (cca 8 %)
hydrokortizonu wbehu je vazana vysokou afinitou na globulin vazici korosteroidy
(transkortin). Biologicky aktivni frakce twb hydrokortizonslaké vazany na albumin (cc
15 %) a hydrokortizorolny (cca ! %). Vice nez 95 % metabdlihydrokortizonuse v jatrech
konjuguje za vzniku glukuronid nebo sulfat a vyluje se moi. Méré nez 2 %

hydrokortizonuse vylituje mai v neznénéné podob (Karlikova a kol., 201,

Hlavni funkci hydrokortizont je zvySovani hladiny glukézy krvi prostednictvim
glukoneogeneze, suprese imuiho systému a regulace metabmu tuka, bilkovin a
sacharid. Stanoveni hydrokortizoni se pouziva i diagnosticc chorob spojenych
snedostaténou produkci nebo nadprodukci steroidnich horimomag. Cushingova

syndromu, naddrnadledvin, Addisonovy chorobdeficitu ACTH (Karlikova a kol., 2013

Hlavni &inky hydrokortizonu Ize rozdit do 3 kategor, inky na intermediarn
metabolismus, proteokatabolickéiniky a protizastlivé Gcinky (Trojan a kol., 200x.

Uginky na intermediarni metabolismus se projevujatrech a 'tukové tkani.
V jatrech hydokortizon zvySuje glukoneogenezu (tvorbu gluké necukernych substi@ta
potencuje dinek i jinych glukoneogenetickych hormon(glukagonu, katecholamin
Zvysuje tvorbu glykogenu (coz zavisi ndatpmnosti inzulinu) a sniZuje chytavani glukozy
ve svalech a vtuku #im Seti glukdézu vitalg nezbytnou pro mozelZ homeostatického
hlediska je vyznamné, Ze nadbytek hydrokortizondevé hyperglykemii (tzv. steroidr
diabetes, kdyZz dojde \ycerpani Bbuntk) a nedostatek hypoglykemii (pro zast:
glukoneogeneze). Ykoveé tkani hydrokortizon zvySuje lipolyzu (uveéti mastnych kyseli

a glycerolu a jejich dalSi zuzitkovatr



Proteokatabolické dinky se projevuji tak, Ze v ékterych tkanich hydrokortizon
inhibuje tvorbu proteif a zrychluje jejich rozpad. To nastava zejménajiwpee tkani (kize
se i nadbytku hydrokortizonu zténje a roviéz vznikaji strie — rozestupy povrchnim vrstev
ktize s obnazenim vaskularnich hlubSich vrstev— phistu rudé€). ZvySena hladina
hydrokortizonu zpomaluje hojeni ran a v kostechojemadbytek psobi proti tvork
mineralizace kosti.

Protizartlivé ucinky hydrokortizonu potléuji zaretlivé projevy, a to i pi alergickych
reakcich. RestoZze hydrokortizon nemacé&bné dinky (nel&i pricinu), je farmakologicky

vyuzivan pi lécbé specifickych zagta (nag. revmatoidni artritida).

1.2 Glukokortikoidy (kortikosteroidy)

Glukokortikoidy jsou nejtinnéjSimi protizartlivymi lIéky v terapii astmatu, potta;ji
bronchialni za& a snizuji hyperreaktivitu bronéhzlepsuji funkci plic, zmituji ptiznaky a
shiZujicetnost a zavaznost onemeon a tim také zlepSuji kvalitu Zivota pacientassratem.
Jejich |€ba je symptomaticka, a proto byinbyt [Ekem ,pomocnym®. V posledni déljsou
k dispozici nejiiznéjSi derivaty glukokortikoid, které se jednak vyzuiaji odliSnou @innosti
(Hynie, 2001).

Glukokortikoidni latky nemaji pouze pozitivni vliassti vyuzitelné pro farmaceuticky
pramysl, jejich gitomnost v povrchovych vodachude mit i negativni vliv na organismy
Zijici vtomto prostedi, a proto se jejich koncentrace museji hlidasé®, Garric, 2008).
Mohou mit také nezadoucicibky na ¢lovéka. U inhalénich glukokortikoidi mize dojit
k vétSimu vyskytu dysfonie (chrapot) a kaSle z hornielst dychacich. Celkové nezadouci
Ucinky se vyskytuji po inhatanich kortikosteroidech jen vz&empro Spatnou vitbatelnost
pouzivanych latek (Hynie, 2001).

1.3 Biologické hladiny hydrokortizonu v organismu

Sekrece hydrokortizonu se skem nendni. V &hotenstvi dochazi vidledku zvyseni
koncentrace transkortinu k progresivnimuiséu hladin hydrokortizonu. V pok&dém stupni
tehotenstvi jsou hladiny zvySeny az 2,5x. Sekrecediyaitizonu se vyraznmeéni bshem dne.
Hladiny hydrokortizonu jsou regulovany ACTH syntetvanym hypofyzou v odpédi na
CRH (hormon uvalujici kortikotropin). CRH je cyklicky vyltiovan hypotalamem, a tak
koncentrace hydrokortizonu a ACTH v plazmykazuji denni vrchol mezi 6. - 8. hodinou
ranni a denni minimum kolem 23. hodiny. Typickédimig celkového hydrokortizonu v séru
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nebo plazm jsou znazorény v tab. |. Hladiny hydrokortizonu lze téZ staneabv mai, coz
je zobrazeno v tab. Il. Mge shirdna v gibéhu 24 hodin (Karlikova a kol., 2013).

Tab. I: Typické hladiny celkového kortizolu v séru nebazste (Karlikova a kol., 2013).

Vzorek Referenéni interval
(sérum nebo plazma) (nmol/l)
Pupe&nikova krev: 138 — 469
Jedinec: O - 2 roky 27,6 — 966
Jedinec: 2 - 6 let 27,6 — 1049
Jedinec: 6 - 11 let 55,2 — 690
Jedinec: 11 - 15 let 27,6 — 856
Dosgli — zmeny v priibéhu dne:
8:00 hod 138 — 635
16:00 hod 83 -441
20:00 hod < 50 % hodnoty pro 8:00 hod
T¢hotné Zeny na koncthotenstv 1500 + 86

Vzorek Referenéni interval
(moc) (nmol/l)
1-10let 6,0-74
11 - 20 let 14 — 152
Dosgli 55 — 248

Tab. Il: Typické hladiny volného hydrokortizonu v igKarlikova a kol., 2013).

ZvySend hladina hydrokortizonu a #igpmnost denniho kolisani byly nalezeny u
pacienti s Cushingovou chorobou a také u padieatnadory nadledvin. Nizké hladiny
hydrokortizonu se nachazeji u primarni nedostaisti nadledvin (Addisonova choroba,
vrozena adrenalni hyperplazie) a u deficitu ACTHzhMdem ktomu, Ze hladiny
hydrokortizonu se #ni v pribéhu dne, nize byt rozliSeni normélni a abnormalni nizké
hladiny hydrokortizonu obtizné. Proto se prayjadizné testy umatujici hodnoceni funkce
osy hypofyzy nadledvin detrg inzulinem indukované hypoglykémie, stimulace ACTH,
stimulace CRH a ustého zablokovani syntézy hydrokortizonu. MnoZstytiokortizonu

v plazme pii vybranych onemocimich je znazormno v tab. Il (Karlikova a kol., 2013).



Tab. lll: MnoZstvi hydrokortizonu v plazémpii vybranych onemocmich (Karlikova a kol.,
2013).

Hydrokortizon v plazmé

Zvyseny Snizeny
Cushingiv syndrom Sheehativ syndrom
Depresivni poruchy Addisonova choroba
Hypoglykémie Tuberkuldza
Obezita Vrozena adrendlni hyperplazie
Hypertyredza Cirhoza
Mentalni anorexie Hepatitida

Mezi nefasgjSi nemoci spojené s obsahem hydrokortizonu v édskgle pati
Cushingiv syndrom, Addisonova choroba, vrozena adrenalrpetptazie a Sheehaw
syndrom.

Cushindgiv syndrom je nemoc #gobena nadbytkem glukokortik@idv organismu.
Mezi typické projevy Cushingova syndromu ipatyrazré centralizovana obezita, resp.
piibyvani na hmotnosti bez zjevné&iginy, mesicovity obltej, kozni zmniny zejména ve
smyslu purpurovych strii a snadné tvorby hemdtoporuchy menstruace u zen ve fertilnim
véku, rozvoj osteoporozy, bolesti swia svalova slabost, zmy psychické, atd Ifurovcova a
kol., 2009).

Addisonova choroba je pammé vzacné onemoa@ni zpisobené snizenou funkciry
nadledvin, nejastji v disledku poskozeni autoimunitnim procesem. V klinickébraze
dominuji Unava, nevykonnost, nechutenstvi, boldsticha, zvraceni, hubnuti, atd.
K dramatickému zhorSeni klinického stavu az k obndZivota dochazi typicky v z&ovych
situacich, kdy stoupa peba hydrokortizonu (Chval, 2005).

Vrozena adrenalni hyperplazje heterogenni soubor oneménn kiry nadledvin.
Pricinou jsou deficity v enzymovém vybaveni adrenalfiiyk vétSinou jde o mutace genu,
nekastji CYP 21c (gen pro 21-hydroxyldzu). Uvadi se, Ze deficit 3thoxylazy se
vyskytuje ve gtdoevropské populaci v @i 1 postizené dit na 10000 az 12000
novorozend. V zemich provéagicich novorozenecky screening je frekvence vyskgse|Si
(Lis4, 2001).

Sheehaiiv syndrom neboli hypopituitarismus znamena sniZemkce hypofyzy,

zejména pedniho laloku. Mze byt zmisoben gkolika mechanismy. Jednim z nich je



poskozeni hypofyzy tumorem mozku, kdy tumor &uja hypofyzu. DalSi moznost je&imo
tumor hypofyzy vychazejici z bgk vliastni hypofyzy, ktery svoji velikosti a tlakgmoSkodi
zbytek zdravé tkana posSkodi jeji funkci. PoSkozeniuae vzniknout i i poraréni hlavy,
krvaceni nebo na podklagoporodniho odubeni hypofyzy u mladych zZen s komplikovanym
porodem (Budikova, 2004).

1.4 Farmakologické pouziti hydrokortizonu

Hydrokortizon ma porrné vysoky mineralokortikoidni &inek (Melichar a kol.,
1987). Mineralokortikoidni &nek znamena, Ze se jednd o hormony, které mwjiv
metabolismus minenélv téle. Ridi predevsim udrzovani normalni hladiny sodiku a draslik
v krevni plaznd a objemu extracelularni tekutifyrojan a kol., 2003).

Pouziti hydrokortizonu je velmi Siroké zvI&Sv terapii zastlivych a alergickych
onemockni, nag. pii akutnich a chronickych artritidach, Addisogoghorol, stavech po
hepatiti¢ a rad dalSich nemoci. U nas se vyratlydrocortison Spofa tabletg obsahem
20 mg hydrokortizonu v tabkst dale Hydrocortison Spofa suspeng®o inj. obsahujici
125 mg hydrokortizonacetatu v5 ml mikrokrystalick@ispense eHydrocortison Spofa
solubiles obsahem 133,7 mg sodné soli hydrokortizonsukei(/tl00 mg hydrokortizonu)
v 1 lahvicce po 10 ml (Melichar a kol., 1987).

V dermatologii se pouzivaripléc¢eni fiznych ekzém mastHydrocortison M Spofa
s obsahem 50 mg nebo 100 mg mikrokrystalického dkgaitizonacetatu v 10 g masti.
Ophthalmo-Hydrocortison ~ Spofa  ung. obsahuje 25 mg  mikrokrystalického
hydrokortizonacetatu v 5 g masti. Pouziva séijalergickych zastech spojivky a rohovky a

rovnéz pii nosnich a usnich alergézach (Melichar a kol.,7)98

1.5 Hydrokortizon v p Firodnim vodnim prostiredi

Ve vodnim progedi je gitomno mnoho lidskych tdv. Je velmi obtizné s &itosti
zjistit, které z nich by mohlyfpdstavovat hrozbu pro vodni organismy a které imsapuji
zadné znepokojeni ohledlrzivotniho prostedi. Proto je obtizné navrhnout vyzkumnou
strategii, kterd nejefektiwji maximalizuje moznost identifikac&dhto I&iv predstavujicich
nejwtsi riziko. Runnalls a kol. (2010) analyzovali kdeyni britské databaze zahrnujici
vSechny pedpisy I€iv urcujici ratni vyuziti vSech steroidnich a anti-steroidnichvézjistili,

Ze gestageny i glukokortikoidy se pouZzivaji v mmohetSim mnozstvi nez estrogeny,

piicemZ androgeny jsou pouZzivany v obdobnych mnoZsjalahestrogeny. Velmiidezité je
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také pouzivani anti-estroggranti-androgein a anti-mineralokortikoidl. U vSech &chto |&iv

je pravdpodobnost neustalého vstupu do vodniho pedstzcisticek odpadnich vod fgemz
piedpokladana koncentracihto I&€iv v fekach je velmi nizka (v rozsahu ng/l nebo ®)én
Nicmeére i tyto nizké koncentrace staléeplstavuji hrozbu pro vodni organismy, zejména pro
ryby (Runnalls a kol., 2010). Jini adtéaké vyuZili predikce koncentrace hydrokortizore
vodach z analyzy mnozstviiqiepsanych farmak (Richardson, Bowron, 1985; Kpstik
Lazorchak, 2008). Vigsledku velmi malych mnozZstvi nejsou k dispozicijada skuténych
koncentracich vifirodnich vodach (Boreen a kol., 2003). Stejak se literatura dosud
nezabyva chemickou reaktivitou ¥igpdnich vodnich podminkach a moZnostmi degradace
hydrokortizonu.

Ve studii Ellis a kol. (2004) byla studovana konitace hydrokortizonu ve vodnim
prostedi uvohovaného ze pstrih praw pii stresu ve srovnani sipodni koncentraci
obsazenou ve veédkde se pstruzi vyskytovaliiRodni koncentrace ve vodnim priasti byla
2,7 £ 0,3 ng/l (Ellis a kol., 2004). &feni hladiny hydrokortizonu ve véde miZze ukézat jako
uzitetny ukazatel hladiny stresu, coz bylo zjig i u kapra (Cyprinus carpio) Zzijiciho
v tancich. Po fidani velkého mnozstvi kaprdo nadrze doSlo k n@stu stresu, a tim se
zvysSila i hladina hydrokortizonu (Ruane, Komen, 200

Vzhledem k neustalému vstupu farmakologickytipravka véetrg hydrokortizonu do
piirodnich vod je &elné se zabyvat modelovymi mechanismy, které mqtiispivat k jejich
transformaci v firodnim prosiedi. Jednim z vyznamnych mechanisisou swtlem
iniciované gemeny, fotochemické reakce.

Hydrokortizon absorbuje #éni v oblasti vinovych délek v rozmezi 220 - 275,nm
a proto pima fotochemicka reakce wippdnim prosiedi (v girodnich vodach) neni mozna,
protoZze hydrokortizon neabsorbuje slémiez&eni dopadajici na zemsky povrch. Je ovSem
ucelné prozkoumat, zda zma absorpniho spektra po interakci naps Fe (nejhoj&sim
kovem v povrchovych jfirodnich vodach v naSich podminkaati) fotokatalytické @inky
kovii mohou mit vliv na odbourani tohoto hormonu. Hegermi fotokatalyza na polovitich
(nag. TiO,) miZe jednak do jisté miry modelovat podminky na jiish mikrocasticich

v prirodnich vodach, jednak vypékt o mozném zfpsobu odbouravani v odpadnich vodach.

1.6 Homogenni fotokatalyticka degradace

U homogenni fotokatalytické degradace je katalyzagostejné fazi jako ostatni latky

Gcastnici se reakce. &b u homogenni fotokatalytické degradace produlkkgealyticky



aktivni formy katalyzatoru, obvykle redukovanourfer daného kovu - n&pCu* nebo F&'
(Klementov4, 2012), ktera vykazuje mnohem vyS&ligdtkou aktivitu.

Prvni reakci i homogenni katalyze je fotochemicka redukce katalyru
v pifitomnosti donoru elektronu (obvykle organické latkyniz je kov vazan v komplexu).

Proces je shrnut v rovnici 1.
h
Fe3* = Fe?* (1)
Druhou reakci je pak vlastni katalyzovana reakdmstsatu, obvykle oxidace substratu

kyslikem - rovnice 2.

FeZ+

Substrat + 0, = Substrat,, (2)

Tato nasledna katalyticka reakce substratu jetézana reakcédark reaction) - reakce
nevyzadujici s&tlo, kdy substrat vznika i po skéeni ozéeni (Klementova, Wagnerova
1994).

1.7 Heterogenni fotokatalyticka degradace

Heterogenni fotokatalyticka degradace je metodiaktpré dochazi k fotochemickym
reakcim na polovodi, ktery je v pevném skupenstvi. Proces miiotik fazi: prenos kapalné
¢i plynné faze reaktantu difuzi na povrch katalymditoadsorpce reaktantu na povrch
katalyzatoru, reakce adsorbovanych molekul, desorpmdukit a odstrasni produkfi
Z oblasti povrchu katalyzatoru difuzi (Moore, 1979)

K aktivaci polovodie dochazi, jestlize ho diie s¥tlem o energii ¥tSi, nez je
energie tzv. zakdzaného pasu polovedt v angitiné band gap energy — tedy energetické
bariéry mezi pasem poslednich obsazenych molekatowyrbitah (HOMO - highest
occupied molecular orbitals) a pasem vodivostnipragdnymi molekulovymi orbitaly
(LUMO - lowest unoccupied molecular orbitals).

Energie zakdzaného pasu 7i@ cca 3,2 V, k aktivaci tohoto poloveédije tedy nutné
z&eni o vinové délce kratSi nez 387 nmi. &ktivaci polovodie dochazi k excitaci elektran
(e”) z valergniho pasu do vodivostniho pasu poloweda ke vzniku kladhnabitych @r (h*)
ve valegnim pésu (Fenoll a kol., 2012). Elektrony mohouutexvat gimo dany substréat
nebo Q pritomny v reakni smési na superoxidovy anionradikdy ). Diry mohou oxidovat
organicky substratifmo, nebo nefimo pres oxidaci vodyi hydroxylovych skupin na radikal
HO*® (Konstantinou, Albanis, 2003). Cely proces je zm&n na obr. 3 (Klementova, 2012) a
shrnut v reakcich 3 — 10 (Konstantinou, Albani€)2d-enoll a kol., 2012):



katalyzator + hv - e~ + h 3)

O,+ e - 03 (4)
05+ HY > HOS (5)
HO; + e~ — HO; (6)
HO; + H* > H,0, 7)
H,0,+ e~ - HO*+ OH™ (8)
katalyzator — OH + h* - katalyzator — HO* + H* 9)
katalyzator — H,0 + h* - katalyzator — HO® (10)

0, 0,
reduction

band

band gap excitation recombination

¥ valence
band

H,0 or OH™ - OH"*
oxidation

Obr. 3: Schéma oxidace produkb¢hem oz#ovani- aktivace polovodie (Klementova,
2012).

Vznikajici ¢asticeHO®, 057, HO3 jsou vysoce reaktivni a jsou zodgoné za oxidac
organickych substratpii heterogenni fotokatalytickdegradaci. Redpoklada se, Ze oxida
organickych molekul probiha prasmbdobré pies tyto radikaly, nez mo pomoc h*
(Bianchi a kol., 2006).

Nejbézreji pouzivanym katalyzatorem je T, (Pelizzetti a kol. 1990Linsebigler
a kol., 1995; Penuela, Barce 200Q Héquet a kol.,, 2001; Konstantinou a kol. 20
Hashimoto a kol., 2005fforma anatas), jehoz ne€pgimi vyhodami je znma efektivita,
stabilita waci korozi, netoxicita a posiné nizkad pdizovaci cena(Konstantinou,Albanis,

2003). DalSimi slotenina, které je moze vyuZzit jako katalyzator, js: ZnO (Byrappa a kol.



2006), CeQ@ (Yongging a kol., 2007), Zr9(Botta a kol., 1999), We(Guo a kol., 2007) a
mnoho dalSich latek (Dunliang a kol., 2009).

Hajkova a kol. (2007) se zabyvali moznosti fotoclulho rozkladu steroidnich
hormoni jako biologicky aktivnich kontaminantZivotniho progiedi. Hormon hydrokortizon
jako zastupce steroidnich horntiom experimentu fotokatalyticky rozkladali pomochigch
vrstev TiQ pripravenych iznymi postupy depozice. Vysledky Hjkové a kol.Q2Pukazuii,
Ze @i dlouhém ozeovani (20 hodin) bezifiomnosti TiQ swtlem vybojky Philips TLD 15W
dojde k poklesu koncentrace hydrokortizonu na &b /pivodni hodnoty. Tento vysledek je
mozné interpretovat tak, Ze&kali dand lampa emituje maximumieai u 365 nm, jsou v
emitovaném zi#@ni obsazeny i kratSi vinové délky, které mohou hydrokortizonem
pohlcovany.Kdyz ale byl hydrokortizon ozéan uvedenou lampou v roztoku, ktery byl ve
styku s tenkym filmem Tig) zalezelo velice na tom, o jaky film se jednalo.

Aktivni struktura TiQ byla struktura anatasu, coz je termodynamickyaidisti krystalova
struktura TiQ, kterd pi zahrati nad 500 °Ciechazi na rutil (Prochazka, 2012).

Fotokatalytickou degradaci v homogennim i v hetermgm usptadani Ize popsat
kinetikou prvniharadu. V obou fipadech se jedna vlasto reakci pseudoprvnih@du, kdy u
homogenniho uspadani pedpokladame, Ze rozpegy kyslik je v nadbytku k reagujicimu
substratu (Klementova, Wagnerova, 1994), u hetemipe uspéadani s polovodem pak
jsou v nadbytku hydroxylové radikaly jakoZto hlaaxidatni komponenta re&kiho systému
(Yang a kol., 2012).

Kinetika prvnihofadu popisuje zému koncentrace substratu (S)asem dle rovnice 11.

[STe = [Slo- e7™ (11)

kde [S]; je koncentrace odbouravané latky (substratégse t,[S], je paateni koncentrace

odbouravané latky (substratu) a k je rychlostniskanta.

1.8 Analytické techniky HPLC-MS, ICP-MS

Pro stanovovani organickych latek a produlgjich chemickych femen zejména
v malych koncentracich gatysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC) sotmostnim
spektrometrem jako detektorem (HPLC-MS). Metoda tmostni spektrometrie s indéké

vazanym plazmatem (ICP-MS) se od svého zavedefi le8ch minulého stoleti rozvinula
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tak, Ze lze stanovovattinu prvki periodické tabulk (Profrock,Prange2012) a velmiasto
se kombinuje shromatografickymi technikan

VSechny chromatografické sepéma metody jsou zaloZzeny na rovnovazneé distril
sloZzek vzorkumezi dw faze- mobilni a stacionarni. Mobilni faaeHPLC je kapalni vedena
ze zasobnikuipsodplynovat do vysokotlakéh@erpadla a odtudips tlumé pulzi ¢erpadls
do kolony. Kolona byva obvykle vyroben nerez ocelti specialniho skla a bezpréstire za
ni je pripojen detektor. Schéma HPLC je uvedeno na obv. HPLC se Bzn¢ pracuje tlaky
od 1 do 60 MPa,ippratocich mobilni faze rozsahu od 0,1 do 10 ml/min. Jednc moZnosti
davkovani vzorik u HPLC je nastk mikrostriikackou pomoci tzn. “stop flow" ventilu, ktet
umozni kratkodobé rozpojeni systérrpadlo— kolona, po nésiku dojdeopst k propojeni
téchto ¢asti systému. Pro HPLC se pouzivaji rovné kolonyétre nejastji 10 — 20 cm
svnitinim piamérem od 0,2 do 2 c. U prirodnich vzork se ¢asto pged vlastni kolont
zarazuje ochrannartpdklonka (kwli ochraré kolony). Velikost zrn orbentu v koloa se
pohybuje negjastji mezi 5— 10 um (Drbal, Kizek, 1999).

]

kolona

eluent

cerpadlo

tlumié pulst

detektor i

zapisovac

Obr. 4: Schéma HPLC.

Zakladnim pedpokladem us@ného spojeni kapalinového chromatografu
hmotnostniho spektrometru j€igné odstraéni slozek mobilni fazeipd vlastni onizaci. K
tomuto &elu byla vyvinuta specializovanaizzeni, tzv. rozhrani s pohybujicim se kovov
paskem(moving belt interface (Jelinek, 2006).

Hmotnostni analyzatc u HPLC-MS je tvaen ze i sloZek: iontového zdre,
hmotnostniho analyzatorudetektoru. lonizator figvadicast vzorku na ionty. dispozici je
Siroka Skala ionizaich technik 'zavislosti na fazi vzorku (pevnda, plynna, kapalré
acinnosti  iiznych ioniz&nich mechanis@ pro nezndmé druhy. Odsavanim doct

k odstraiovani ionfi ze vzorku, které se figs hmotnostni analyzator dostavaji do detek
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Rozdily vhmotnostech fragmeit umoziuji hmotnostnimu analyzatoruridit ionty na
zaklad pomeru m/z (hmotnost/nabo. Detektor n&fi hodnotu mnozstvi indikatoru, a t
poskytuje data pro ypocet nadbytkukazdého gtomného iontu(Wikipedia2). Popsany
HPLC-MS je znazoréin na obr. (Wikipedia2).

Detection
Faraday
collectors
) = 46—
% }m/q} I
migr =44 —3-
=
o
/ E
/nagnet
X amplifiers V%
lon source OLatEﬂt
/beam focussing
~—— ion acelerator
- ‘\‘? electron trap
\ ion repeller
\ “gas inflow {from behind} I;genig; mass
ionizing filament q .::Iion charge

Obr. 5: Schéma HPLC-MS (Wikipedia2)

Konkrétni volba hmotnostniho analyzatoruse ftidi predevSim poZadovany
hmotnostnim rozsahem, rozliSeninrsamozejme téZz hlediskem pizovacich a provoznic
nékladi. V oblasti komeni instrumentace HPL-MS je v sodasnosti stale jeStnejezneSi
pouziti kvadrupdlovych hmotnostnich analyza. Kvadrupdl se sklada zétyi paralelnich
kovovych tyi, kdy kazdadvojice protilehlych tyi je dohromady spojenelektricky a nagti
radiové frekvence (RF) jefipedeno mezjednim a dalSim paremdly Stejnosmirné nagti je
piekryto RF naptim a bnty cestuji po kvadrupdlunezi tywemi. Pouze ionty s ditym
ponerem m/z dosadhnodetektou pro dany porr nagti: jiné ionty maji nestabilni trajekto
a koliduji s ty¢i. To umo#uje vyker iontu s utitym pontrem m/znebo obsluh skenovani
pro rozsah m/zhodnot tim, Ze se neustdle &ni aplikované napti (Wikipedia3).
Kvadrupdovy hmotnostni analyzator na obr. 6 (Wikipedia3).
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1
o P
s

Obr. 6: Kvadrupélovy hmotnostni analyzéator {Mpedias).

Systém ICPMS je tvden zdizenim ke zmlzovani vzo#, hlavici, \niz se tvei
plazma, iontovym filtrem a detektorerSchéma ICP-MS jeachyceno na obr. (Mestek,
2010).

o) | Analyzdtor Tontovid
| etetor |:,i0mii_ | loptika

Odbér ‘
iomtil | [RA.
\ eritor

\| { £ uj ﬂ [ICP hlavice |

Obr. 7: Schéma ICP-M$Mestek, 2010

Tvorba aeraoslu je zajiSéna zmlzovaem. Vznik aerosolu je Zigoben kinetickol
energii pracovniho plynu (argonu) vytékajiciho ysky rychlosti podstatnhvysSi nez je
rychlost proudni kapaliny, ktera je k jejimu usti transportovdnal’ nucer, nebo pimo
sacim efektem plynové trys. Aerosol, ktery ve zmlZzowa vznika, ma Sirokou distribuc
velikosti ¢astic a obsahuje vysoky poddstic s pilis vysokym ptimérem.

Vlastni plazmova hlavice je tiena déma koncentrickymi mennymi trubicem

Osou ha#aku prochazi korundovy nebdéemenny injektor, do kterého jefwyadén aeroso
stny trubice a je hlavnim zdrojem argonu pro plazfsitok argonu vniini kiemennot

trubici je 0,5 —1,5 I/min a jho Ukolem je chranit Sgku injektoru ged horkym plazmaten

Energie je do plazmaturgdavana progtdnictvim vysokofrekveimiho elektroragnetického
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pole vytv&eného zavity indwni civky. Civka mivait az gt dutych nédénych zavit
chlazenych pitokem vody nebo argonu (Mestek, 2010).

Odker ionti z plazmového vyboje pracujiciho za atmosférickaku do vakuové
casti hmotnostniho spektrometru je nejktifjSi c¢asti gristroje ICP-MS. Plazma expanduje z
atmosféry skrz otvor prvniho kénusu (sampleru) ddasti s tlakem dosahujicifédow
stovky pascdl. Tohoto vakua je dosazeno pomoci mechanické pu@entralni oblast toku
iontd prochazi otvorem druhého kénusu (skimmeru) dotwibe hmotnostniho spektrometru
a vytvai iontovy paprsek. Material, ze kterého jsou vstupdnusy vyrobeny, musi mit
vysokou tepelnou a elektrickou vodivost, obvyklgesiné o nikl.

Po vstupu do vakuovéasti gistroje ICP-MS je iontovy paprsek udmén pomoci
iontové optiky do iontového filtru. lontova optilse sklada z fotonové zarazky, ktera zabrani
fotonam emitovanym z plazmatu vstup na detektor, ktemygedopad fotain take citlivy, a z
iontové ¢otky. Cocka je tvdena jednou nebo vice elektrodami ve tvaru dutéhioeva
Elektrické pole elektrod vychyluje drahu iéna do iontového filtru fivadi ionty s Gzkym
roz&lenim kinetické energie. Potencial iontad@ky ovliviiuje citlivost stanoveni a ¢hby
byt optimalizovan pro kazdou skupinu analg podobnou atomovou hmotnosti. V&@sine
piistroji ICP-MS je jako iontovy filtr (analyzator ioit zabudovan kvadrupdlovy analyzator
(Mestek, 2010).

2 MATERIAL A METODY

Hydrokortizon wistott < 98% byl zakoupen od firmy Sigma. Zasobni roztoky
hydrokortizonu byly fipraveny rozpughim 5,9 mg v 200 ml a 5,6 mg v 200 ml a ponechany
pii pokojove teplat 7 dni, aby vytviély nasyceny roztok.

Rozpou&tdla: methanol ¥istot pro HPLC zakoupen od firmy Merck, acetonitril
v ¢istot pro HPLC zakoupen od firmy PENTA, deionizovan&ailsta voda (deionizace
piistrojem ULTRAPUR 10, WATREX), kyselina chlorovodika v¢isto€ p.a. zakoupena od
firmy Fisher Scientific (vyrobce PENTA), Fev ¢istot p.a. zakoupeném od firmy Fisher
Scientific (vyrobce PENTA), kyselina mravgrv ¢istott pro HPLC-MS zakoupena od firmy
Sigma-Aldrich, methanol vistot pro HPCL-MS zakoupen od firmy Sigma-Aldrich.

K filtraci vzorka pred ozéenim byly pouzity filtry s pory 0,45 pm ogonéru 25 mm,
firmy MACHEREY-NAGEL (Chromafyl), ped HPLC byly vzorky filtrovany fes filtry
s péry 0,2 um o @dmeéru 13 mm, Nylon Membrane, Millex-GN, firmy MILLIPOR

Roztok FeC byl piipraven rozpugnim 2,68 g F& v 100 ml 5 % HCI.
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UV-VIS spektrum vzorlk bylo mefeno UV-VIS spektrofotometrem Shimadzu UV-
1601 se softwarem UV Probe.

HPLC analyza byla provedena pomoci vysokotlaké pu@pnstaMetric 3200, UV
detektoru Delta Chroma UVD 200 (Watrex) a kolonyeRdmenex, Luna 5u C18,
250 x 4 mm. Mobilni faze byla odplyna pomoci ultrazvukové ldgmetz K2. Vzorky byly
davkovany mikrostkackou Hamilton po 20 pl metododgplnitné smyky. Chromatograficka
data byla zpracovana v programu ClarityLife.

HPLC-MS analyza byla provedena pomoci kolony Phemar, Luna 5p
C18, 250 x 4 mm, jako iontovy zdroj byl pouzit ¥igrany elektrosprej (HESI Il), pozitivni
polarita, napti na kapilde 4000 V, teplota kapilary iontového zdroje 350 i@k zmlZujiciho
plynu 50 Arb, tlak pomocného plynu 25 Arb a teplesupni kapilary do MS 350 °C. Do
mobilni faze methanol : voda v pém 65 : 35 byla pdana kyselina mraven v mnozstvi
100 pl/100 ml kazdého rozpouéta.

ICP-MS analyza byla provedena néisfroji Agilent 8800 triple-quadrupole (ICP-
MS/Agilent Technologies, Japan). Vnos vzorku bykagfedkovan autosamplerem. Pro
zmlzovani vzorku byl pouzit MicroMist zmlZzovav zapojeni v tandemu s peristaltickou
pumpou. B méfeni byl pro minimalizaci interference Af@ouzit kolizni mod s koliznim
plynem He se zvySenym potencialnim rozdilem v kdlcele.

Fotochemicka degradace byla uskatma ve dvou provedenich:

A) Ozaovani na TiQ Do krystaliz&ni misky s plochym dnem o {néru 4 cm bylo
napipetovano 5 ml vzorku, do misky byl vioZen imiovany TiO, — s tenkou vrstvou
nanesenou na mikroskopovaci podloznicgkli(Klementova, Zlamal, 2013). Michani vzork
v krystaliz&ni misce po dobu o¥avani bylo zaji&tno pEtimistnou magnetickou mictieou
JK IKA, typ RO 5. Jako zdroj stla byla pouzita fluoresceéni lampa Philips TL-D 15W/08,
ktera emituje z&ni o vinovych délkach 350 — 400 nm, s maximemaur@@. Intenzita sitla
byla 1,8 mW-cif m&tena pomoci Lutron UV light meter (UVA 365). Intetazistla na
jednotlivych pozicich byla srovnatélnvysoka (Keltnerova, 2014). Po skemi oz@ovani
byly vzorky kvantitativie prevedeny do odgmnych bakk o objemu 10 ml, doptmy H,O a
piefiltrovany do lahwiek s Esnym Sroubovacim #kem.

B) ozaovani v homogenni fazi: vzorky (3 ml) byly desany v reaktoru Rayonet osazeném
lamplami RPR-3000A (21 W, 4-10fotoni za minutu) a fefiltrovany do lahwiek s &snym

Sroubovacim wkem.
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MnozZstvi fotomi dopadajicich na kyvetu bylo zjggio aktinometrii vyuZivajici
Stavelanu Zelezitého jako aktinometru. Chemikélie gktnometrii byly zakoupeny od firmy

Sigma. Aktinometrie byla provedena podle Murov & K093) a je zaloZena na reakci 12.

h
2 Fe3* + (,03 > 2 Fe?* + 2 €0, (12)

Mnozstvi Zeleznatych iofitvzniklych Bhem oz#ovani bylo zndieno spektrofotometrickym
stanovenim komplexu Bea 1,10-fenantrolinuip 510 nm. Pro aktinometrii bylyijpraveny
nasledujici roztoky:

A) 0,2 M roztok Fg(SOQy)s-nHO — bylo navazeno 5,09 g £80Qy)s;-nHO, navazené
mnozstvi rozpugho v 20 ml deionizované vody, poté rozgandt Fe(SOy)s-nHO
kvantitativre pireveden do 50 ml odkmé baiky, pridano 2,75 ml koncentrované$lo, a
0,15 g glycinu a od#na baika doplréna deionizovanou vodou na objem 50 ml.

B) 1,2 M roztok GK,0O4-H,O — bylo navazeno 12,14 g,K,04-H,O, navazené mnozstvi
rozpuséno v 20 ml deionizované vody a kvantitattvprevedeno do 50 ml oddmé baiky
doplrené deionizovanou vodou na objem 50 ml.

C) pufr — navadZzeno 6,81 g GBOONa-3HO, navazené mnozstvi rozp&dd v 20 ml
deionizované vody, fidano 0,5 ml koncentrované,&0O, a vSe kvantitativé prevedeno do
50 ml odnérné baiky doplréné na objem 50 ml.

D) 0,2 % roztok fenantrolingd navazeno 53,6 mg 1,10-fenantrolin monohydratu kg

0 objemu 25 ml, fidano 25 ml deionizované vody a fenantrolin bylpetn na magnetické
michace.

Po namichani roztdkA az D doSlo k fesunu do temné mistnostéervenou Zarovkou a byl
piipraven aktinometricky roztok. Do 100 ml odmé baiky obalené alobalem bylofidano

5 ml roztoku A a 5 ml roztoku B. Odima baika byla doplgéna deionizovanou vodou na
objem 100 ml.Cast aktinometrického roztoku byla odlila do 25 radinky — také obalené
alobalem. Ztéto kadinky bylo odebrano po 3 ml raktnetrického roztoku do dvou
ozaovacich kyvet. Kyvety s aktinometrem byly unifgt do Sirokych 50 ml kadinek, také
obalenych alobalem, a naslédozaovany v reaktoru, ktery emitoval ieni o vinovych
délkach 300 — 400 nm, s maximem u 350 nm (Zemark¥@8). Na obr. 8 je schéma postupu

piipravy vzorki k m¢teni a nasledné oimavani vzork (Horejsi, 2015).

16



deionizovand voda

5 ml roztoku A 1 Sml roztoku B

m 3 ml aktinometru

Roztok A

Ioyveru vloZic
do Leidinlsy

b hv w1 .
‘i e RVAVAVIVAVA

Obr. 8: Schéma postupuipravy vzorki k méieni a nasledné omavani vzork: (Horejsi,
2015).

3 VYSLEDKY

Odbouravani hydrokortizonu wipmnosti imobilizovaného Ti® sledované jako
pokles absorbance v maximu absorpce hydrokortizozavislosti na dob ozaovani je
znédzorgno na obr. 9. Z grafu je patrné, Ze gxd hydrokortizonu blizkym UV Zéanim
v pritomnosti TiQ vede k @&innému odbourani hydrokortizonu.
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Obr. 9: Odbouravéani hydrokortizonu na O
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Aby bylo mozné sledovat uUbytek hydrokortizonu (&padré tvorbu produki
degradace) pomoci HPLC, bylo nejprve nutné najiidvié eldni podminky pro réreni
HPLC. Dle doportené aplikace firmy Phenomenex Inc. byla vyzkou§aka mobilni faze
smes acetonitril : voda v po#énu 25 : 75 pi vinové délceh = 254 nm a pitoku 2 ml/min.
Protoze p pouziti této aplikace nebyly na chromatogramtibec patrné produkty
fotochemického odbouravani, byly zkouSeny dalSiiinbtaze, Gzné vinové délky detekce a

pratok. Souhrn zkouSenych podminek je znazomtab. IV.

Tab. IV: Parametry HPLC zkouSené pro detekci Ubytku hyoitionu a vznikajicich
produkfi.

Mobilni faze Pomegr ViInova délka detekce (nm) Priatok (ml/min)
acetonitril : voda 65:35 230 2
acetonitril : voda 70:30 230 2
acetonitril : voda 60 : 40 230, 210 2
acetonitril : voda 25:75 254 1,3
acetonitril : voda 25:75 209 2
acetonitril : voda 5:95 209 2
methanol : voda 65:35 230, 210 2
methanol : voda 65:35 254 1

Nakonec byla jako mobilni faze zvolenaé&nmipravena z methanolu a deionizované
ultracisté vody v poriru objemii 65 : 35, UV detektor nastaven na vinovou délku 86da
pratoku 1 ml/min.

Kalibracni kiivku HPLC stanoveni hydrokortizonu zna#oje obr. 10. Z grafu je

patrné, Ze zavislost natenych hodnot ploch pikna koncentraci hydrokortizonu je lineérni

v méfeném rozsahu koncentraci.
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Obr. 10: Kalibraeni kiivka roztoku hydrokortizonu.

Ubytek hydrokortizonu rieny jako Ubytek absorbance v maximu ab&oitm
maxima a ubytek hydrokortizonugteny pomoci HPLC je znazasmmna obr. 11.
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Obr. 11: Ubytek hydrokortizonu gteny jako Ubytek absorbance a pomoci HPLC.

Experimentalni body byly proloZzeny exponencialnkiivkami; rovnice pro Ubytek
hydrokortizonu nifeny jako Ubytek absorbance je= 100-%%*a rovnice pro Ubytek
hydrokortizonu sledovany pomoci HPLC ye= 1007%92%, Rychlostni konstanty stanovené

z jednotlivych kivek tedyeini kuv-visy= 0,01 mift a kyprcy= 0,02 mirt*,
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Pfi experimentu s oxavanim v homogenni fazi bez Tigako fotokatalyzatoru byl
roztok hydrokortizonu ozén v gitomnosti Fe(lll) — pidaného jako FeGl— v molarnim
poneru hydrokortizon : Fe rovném 1 : 1. Emisni spektrlamp v aparatie je v rozsahu
250 — 350 nmg¢ast spektra o vinovych délkach kratSich nez 30(bgla odfiltrovana tim, ze
oz&eni bylo provedeno ve sklémych kyvetach, které propodgtsvétio o vinové délce delSi
nez 300 nm.

Na obr. 12 je znazoéno absorpni spektrum zasobniho roztoku hydrokortizonu a
roztoku hydrokortizonu s Fe(lll) v uvedeném molé&rnpongru. Z obrazku je patrne, Ze

Zelezo tvai s hydrokortizonem komplex, jehoZ absoprce zasahtijido oblasti 350 nm.
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Obr. 12: Absorgni spektrum roztoku hydrokortizonu a roztoku hydmtizonu s Fe(lll)

v molarnim pondru hydrokortizon: Fe =1 : 1.

Pfi ozaovani hydrokortizonu v fitomnosti Fe(lll) v uvedené koncentraci doslo
k Gplnému odbourani hydrokortizonu uz po 2 minutéaaovani. Tento jev je zobrazen
v grafu na obr. 13.

Pri desetinasobném snizeni koncentrace Fe(lll) gmalreakce stejhrychle.
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Obr. 13: Odbouravani hydrokortizonu v homogenni fazi bigdavku Fe(lll).

V nasledném experimentu nebylo k hydrokortizontidgno Zzadné Zelezo, navic
veSkeré pouzité sklo bylorgd experimentem vymyto tak, aby bylo zbaveno cwét&Eho
mnoZstvi stop Fe. Jak je patrné z obr. 14, reakaobilpala pomaleji, alefpsto za 50 minut
ozaovani doslo k odbourani t&mn90 procent hydrokortizonu.
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Obr. 14: Odbouravéani hydrokortizonu v homogenni fazi bidgdavku Fe(lll).

Experimentalni body byly prolozeny exponencialiivkou. Rovnice pro ubytek

hydrokortizonu jey = 100~%%%% ze které byla wena rychlostni konstanta k = 0,04 fmin
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Nasledr byla proto stanovena koncentrace Fe v roztoku didtizonu, v roztoku
hydrokortizonu pipraveného s pouzitim specidlnvymytého skla a zarovie ve vod

pouzivané Kedni vzorka. Tyto koncentrace jsou uvedeny v tab. V.

Tab. V: Koncentrace Fe v roztoku hydrokortizonu a ve&pduZivané Kedni vzorki.

Vzorek Obsah zeleza (ug/l)
Hydrokortizon — roztok v ultkasté vod 6,6
Hydrokortizon — roztok v ultkasté vod 3,8
piipraveny ve speciatnvymytém skle
H.O 0,6

Z tabulky vyplyva, Ze speciélni vymyti skla snibinkentraci stop Zeleza na cca jednu
polovinu. Nicmég stopy Zeleza ve stovkach g/l obsahdjedici voda, Zelezo je obsazeno i

v komegné dodaném hydrokortizonu.

Vzhledem k tomu, Ze na kapalinovém chromatograntylgeani u heterogenni ani u
homogenni reakce vyrazmatrné produkty, pouze u homogenni reakce bylytwignoritni
produkty u reteénich ¢asi 4,96 a 4,15 min, byl proveden pokus o detekci pkad
v uspdadani HPLC-MS. Pro analyzu HPLC-MS byl pouzit rééemy vzorek hydrokortizonu
a 15 minut oz&eny vzorek hydrokortizonu bezigavku Fe(lIl).

Na obr. 15 je chromatogram reak snési po 15 minutach o#éni. V¢asti A na
obr. 15 je chromatogram jako absorbancease, zde je viet mensSi pik u reteémiho casu
4,96 min a nepatrny pik u 4,15 min¢¥sti B je MS spektrum pro pamm/z v rozmezi 50 -
500 v zavislosti na reténim case. Je zde vitl velké mnozstvi latek, skteré z nich jsou
adukty (vySSi porr m/z nez u hydrokortizonu), jiné jsowgy s mensi hodnotou m/z. dasti
C je chromatogram s MS detekci vybranych hmotreosti hmotnosti vyskytujicich secasti
B.

Na obr. 16 jsou pro srovnani znazéom stejig patizené chromatogramy roztoku

hydrokortizonu ped degradaci.

22



A

CWealibur, \HC_UY_MS_deg15min_02 3/31/2015 2:04:43 PM

RT. 0.00-10.00 =l

L
3.69E4

UV VIS 1
U
HC_Uv_Ms
_deg1amin
[0z

ama 10 442 468

2.69 293 336 3.96

575 6.11 626 7.81 B.15 8.44

0
e e L B e e 0 LB S e
0.0 5 10 1.5 20 248 o 35 4.0 45 5.0 55 8.0 6.5 70 78 B8O 835 9.0 95
Time (min)
00 ML 121E7 [
£500
— = Fa50
= = 400
T 350
— F300
E =
- Fo50
F200
150
100
I\II\I\II\\|I\I\|I\II\IIII\II\I|\II\|I\II\I\II\II\I|\I\I|\III\I\II\II\I:50
30 35 40 45 50 55 6.0 65 70 75 80 85 90 95
Time {min)
105 3.94
"
% a0
g 60
g 40
=
2 74
w20 st
“« 009 0,31 064 108 150 187 204 260 293 316
R i e o e e s
oo (1] 1.0 1.4 20 23 3.0 3.3 4.0 4.8 3.0 5.9 6.0 6.9 7.0 7.9 8.0 8.3

Time (min)

Obr. 15: Chromatogram roztoku hydrokortizonu po 15 minutéz&eni.
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Obr. 16: Chromatogramy roztoku hydrokortizoniepg degradaci.

Na obr. 16 Wasti A je vidt chromatogram jako zavislost absorbance na ¢etem
case. Zde je vigt pouze pik hydrokortizonu. ¥asti B je MS spektrum pro pamm/z pro
rozmezi 50 — 500 v zavislosti na rateim ¢ase (rozsah m/z byl vybran st&jjako
v piredchozim fipact, aby bylo mozné provést srovnani). Zde jecwittloug’ka carky je
ameérna intenzi¢), Ze v retednim ¢ase hydrokortizonu je detekovatelny hydrokortizomz
365), pak adukt se sodikem a dalSé adySSi hmotnosti (resp. m/z); tlak& cary je opt
ameérnd intenzié signalu, tedy mnoZzstvi molekuli Stpi o daném m/z. Vgasti C je
chromatogram vybranych hmotnosti (vybrany podldedlau snési po degradaci) — nalezen

opet jen pik hydrokortizonu.
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4 DISKUZE

Sledovani mnozZstvi hydrokortizonu fipadre jeho derival) pomoci zmgny
absorbance je velmi jednoduché a rychlé, proto pgloZito v gkterych pracich, ndfklad
pii sledovani fotolytického rozkladu hydrokortizongi derivatu hydrokortizonu,
hydrokortizon 21-acetatu kratkovinnym UV ieaim (Caffieri a kol., 2008) nebo pro
sledovani rozkladu hydrokortizonwigkem plazmatu (Horakova a kol., 2014). Jak @jiad
Caffieri a kol. (2008), derivat hydrokortizonu péth fotochemickému rozkladu.

Z nasich experimeftvyplyva, Ze sledovani degradace hydrokortizonu quirJV-
VIS spektra poskytuje zkreslené vysledky — rychmibdtonstanta pro degradaci vychazi
dvakrat nizSi nez ip sledovani degradace pomoci HPLC - rychlostni teomy €chto
degradacicini kyvvisy = 0,01 min't a kppicy = 0,02 mirt. Na prvni pohled se zda
pravdEpodobné vysitleni, Ze pi odbouravani vznikaji produkty, které také absgribuJV
oblasti, a tedy zkresluji vysledekéiani ubytku absorbance.

Rychlostni konstanty byly ziskany s pouzitim kiketi prvniho fadu, resp.
pseudoprvnihdadu. To je v souladu s literaturou (Klementova, Waagva, 1994; Yang a
kol., 2012), kdy se fiedpoklada, Zze u homogenni katalyzy ve vodném roztosyceném
kyslikem je kyslik v nadbytku k reagujicimu substraU heterogenni katalyzy jsou pak
v nadbytku hydroxylové radikaly vznikajici podle/mic 8 — 10.

Uvazujeme-li pitomnost hydrokortizonu vifrodnich vodach, kam setiie dostavat
z farmakologickych produlit je zjevné, Ze samotny hydrokortizon ngm® byt fotochemicky
odbouravan, protoZe neabsorbuje stime&eni dopadajici na zemsky povrch (Baker a kol.,
1980). V girodnich vodach se ale vyskytuji kovy, které molsaarganickymi latkami twidt
komplexy. Takovym kovem je zejména Zelezo, kterév g®vrchovych vodach vyskytuje
v koncentracich - jednotek az desitek mg/l (DojlidBest, 1993) a toipvazri ve forme
Fe(lll). Jak plyne z absofpiho spektra, Zelezo tiios hydrokortizonem komplex, jehoz
absoprce zasahuje az do oblasti 350 nndtli®&®chto vinovych délek jiz dopada na zemsky
povrch (a tedy i na povrch vodnich ploch), i kdgha e velmi malém mnoZstvi - 1 az 3 %
celkové sluneéni intenzity (Dresbach, Brown, 2008). Komplex hybdizonu se Zelezem
muze tedy absorbovat tuto malaidst zéeni a podléhat fotochemické reakci. Mnohem
pravdEpodobrgjSi ale je, Ze trojmocné Zelezo v komplexu s hydrokonem je fotochemicky
redukovdno na dvojmocné, které pak katalyzuje axidaydrokortizonu rozpushym
kyslikem. Jak plyne z vysledktéto prace, je reakce ¥ifpmnosti Fe(lll) velmi rychla a

probih& i tehdy, jsou-lijfitomny jen stopy Zeleza.
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Heterogenni fotokatalyza na polovéigh je studovana v souvislosti Enpdnimi
vodami fedevsim jako metoda odsimvani polutant dostavajicich seinnostic¢lovéka do
podvodnich vod (Hashimoto a kol., 2005). Pro odéeani hydrokortizonu jde o metodu
acinnou, ale rychlost odbouravani je dle vysked&to prace vyraznmensi nez v homogenni
fotokatalytické reakci.

Z analyzy HPLC-MS je izjmé, Ze fotochemickou degradaci vznika delda latek.
Skute&nost, Ze nebyly vigt na chromatogramech HPLC analyz, kdy jako detelybmpouzit
UV detektor, nize znamenat, Ze vznikajici produkty maji velmi raddsorbanci v oblasti
detekce. To je ovdem v rozporu s vysledkem sledowdhouravani hydrokortizonu pomoci
absorgnich spekter, kdy celkova rychlost reakce v porovisaHPLC detekci vychazela nizsi
a kdy se pro vysitleni zdalo rozumnéipdpokladat, Ze je toudledek produkt, které svou
absorpci v dané oblasti zkresluji velikost ubytkdreného na UV spektru. ldentifikace
vznikajicich produkt by mohla objasnit nejasnosti, ale jdecasov i finanéné slozitou
zalezitost, ktera nebyla z&nem této prace.

Z aktinometrického wfteni intenzity zéeni Ize spoéitat kvantovy vygzek @,
hydrokortizonu. Kvantovy vy¥ek byl spditan pro homogenni reakci (beZigavku Fe)
podle rovnice 13, jeho hodnatii 6,839-10.

_ pocet zmén (pocet zreagovanych, vytvorenych molekul)

@, (13)

poclet absorbovanych fotoni v dané vinové délce

Hodnota kvantového w§tku je analogickd hodnbtjistéené pro jiné polutanty za podobnych
podminek, nap pro chlorotoluror{Zemanova, 2008).

Nizky kvantovy vy&Zzek neni pmym potvrzenim fotokatalytického mechanismu
(fotochemické generace katalyzatoru, ktery pakethsikatalyzuje oxidaci substratu), ale to
muze byt zfisobeno tim, Ze v danych systémech dochéazi k ryeddgidaci fotochemicky
zredukovaného kovu. Tato skét®st nebyla experimentdliprokazana, protoze ve stopovych
koncentracich Zeleza neni mozné analyticky sledpwatr redukované a oxidované formy

kovu.
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5 ZAVER

Rychlostni konstanta odbouravéni hydrokortizondotekatalytické reakci na Tije
k = 0,01 mift*, rychlostni konstanta odbouravani v homogennimsti@di se stopami Zeleza je
k = 0,02 min*. Kvantovy vytZzek reakce v homogennim prasti se stopami Zeleza je
6,839-10'.

Fotokatalytickd degradace v heterogenni fazi neovmalici muze byt uzZiténou
metodou pro odstr&ni hydrokortizonu z ipadré kontaminovanych vod.

Fotochemické odbouravani se Zelezem jako fotokzdtbyem niZze pedstavovat
zpasob, jak je hydrokortizon dostavajici se ddrgunich vod z farmakologickych vyrobk
piengnovan v povrchovych vodach.
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