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SOUHRN

Epidemiologie odpadnich vod byla navrzena v roce 2001 ke sledovani koncen-
trace nelegdlnich drog a jejich metabolitd v odpadnich vodéach pritékajicich
do komundlnich ¢istiren odpadnich vod, do kterych se zminéné slouceniny
dostavaji z moce konzumentl drog cestou kanaliza¢ni sité. Poprvé byla pou-
Zita v roce 2005 ke sledovani kokainu v Italii. Postupné byl pfistup aplikovén na
sledovani dalSich nezakonnych drog jako napt. heroin, kanabis nebo stimulantd
na bazi amfetaminu. Analyza odpadnich vod je velmi slibny zplsob k monito-
rovani legélnich stimulantd, jako je nikotin a jeho metabolity a alkohol, resp.
metabolity alkoholu. Ve VUV TGM, v. v. ., je od roku 2012 rozvijena metoda LGCMS
umoznujici soucasné stanovenf fady téchto latek. Pfispévek shrnuje analytické
moznosti stanoveni a metodiku vyvinutou na pracovisti se zaméfenim na ana-
lyty nikotin a jeho metabolity a na metabolit alkoholu ethylsulfat, noveé dopl-
néné v ramci feseni projektu ,Cista voda — zdravé mésto: Komunalni odpadni
voda jako diagnostické médium hlavniho mésta Prahy” v rdmci Konceptu IV.

UvoD

Epidemiologie odpadnich vod byla navrzena v roce 2001 [1] ke sledovanf kon-
centrace nelegalnich drog a jejich metabolitl v odpadnich vodach pritékajicich
do komundlnich ¢istiren odpadnich vod, do kterych se zminéné slouceniny
dostavaji z moce konzumentd drog cestou kanaliza¢ni sité. Poprvé byla pouzita
v roce 2005 ke sledovani kokainu v Italii [2]. Postupné byl pfistup aplikovan na
sledovani dalsich nezdkonnych drog jako napt. heroin, kanabis nebo stimulant
na béazi amfetaminu [3-6]. V Ceské republice probéhlo napt. sledovéni v rédmci
projektu Dragon (projekt Ministerstva vnitra, VG20122015101 Stanoveni mnozstv{
nelegaélnich drog a jejich metabolitd v komundlnich odpadnich vodach — novy
nastroj pro doplnéni Gdajd o spotiebé drog v Ceské republice) [7]. Sledovany
byly metamphetaminy, kokain a jeho metabolity, opioidy, LSD, buprenorfin,
metadon a jeho metabolit EDDP, efedrin, tramadol a nor-THC s vyuzitim dfive
vyvinuté metodiky [8].

V rdmci feseni projektu ,Cistd voda — zdravé mésto: Komunélni odpadni
voda jako diagnostické médium hlavniho mésta Prahy” (dale jen Projekt) byly
analyzovany moznosti rozsifeni stavajici metodiky o dalsf zneuzivané latky.
Na zakladé literatury a dfivéjsich praci byly vybrany nikotin a jeho metabolity,
metabolit alkoholu ethylsulfat a kathinony (nové syntetické drogy).
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Analyza odpadnich vod je velmi slibny zpisob k monitorovani legalnich sti-
mulantd, jako je nikotin a jeho metabolity. Avsak koncentrace téchto latek zna¢né
kolisa v pribéhu roku a ¢asto dosahuje velmi nizkych hodnot. Je to zplsobeno
hlavné nestabilitou nikotinu v odpadnivodé. Proto se sleduji hlavné stabilni meta-
bolity — kotinin a trans-3"-hydroxykotinin. V lidském téle je nikotin metabolizovan
na kotinin (70-80 %) a nikotin-N"-oxid (47 %). Kotinin je potom déle metabolizo-
van na dalsf submetabolity, tj. jenom 10-15 % zkonzumovaného nikotinu je vylou-
¢eno jako kotinin [9]. Cast nikotinu piechézi do moci nemetabolizovana. Nikotin
se ale mUze dostavat do odpadni vody nejen s moci, ale i oplachem z nedopalki
cigaret a popela [10, 11]. Dalsim zdrojem nikotinu je substitu¢ni [é¢ba (nikotinové
naplasti a zvykacky) a elektronické cigarety [11]. Analyza nikotinu v odpadni vodé
neni specifickd a nevystihuje nebezpecnou konzumaci tabaku. Proto se pro kvan-
tifikaci nikotinu v nékterych studiich vyuzivaji napf. alkaloidy anabasin a anatabin,
které jsou specifické pro suseny tabdk, a stanovuji se spolu s nikotinem a kotini-
nem jako biomarkery pro konzumaci tabaku v odpadni vodeé [12].

Alkoholické ndpoje jsou jednou z nejpopuldrnéjsich latek ve spole¢nosti
s obsahem psychoaktivni slou¢eniny ethanol. Ethanol je v jatrech oxidovan
predevsim na acetaldehyd (90-95 %). Mald ¢ast (< 0,1 %) prechazi na metabolity
ethylsulfat (EtS) a ethylglukuronid [13]. Ethylglukuronid neni vhodny jako bio-
marker v odpadnich vodéch, protoze je v nich velmi nestabilni [14]. Ethylsulfat
je specificky biomarker pro monitorovéni spotfeby alkoholu. Jednd se o meta-
bolit ethanolu, ktery indikuje neddvnou konzumaci alkoholu s dobou detekce
do 48 hodin u zdravych jedinct a je stabilni v odpadni vodé [14].

Ke stanoveni nikotinu a jeho metabolitd se nejvice pouZivaji pfistroje LGCMS/
MS [9, 11,12, 15-20], vyjimecné LG-QTOF [21] nebo hybridni MS Q-Exactive s vyso-
kym rozlisSenim [22-25]. Detekce a kvantifikace se provadi s hmotnostnim detek-
torem typu trojitého kvadrupolu s ionizaci v pozitivnim modu ESI+ Odpadni
vody jako sloZitd matrice obsahuji velké mnozstvi koeluujicich sloucenin, které
mohou ve velké mife ovlivhiovat ionizaci sledovanych sloucenin. Proto se pred
extrakci pridavaji ke vzorku odpadni vody deuterované izomery stanovovanych
analytd a kvantifikace se provadi metodou interniho standardu [9-12, 15-28]. Ke
zvyseni citlivosti stanovenf a ¢istén( se pouziva prekoncentrace vzorku extrakci na
pevné fazi (SPE) v zapojeni on-line [25-27] nebo off-line [9, 11, 15-24, 28]. PouZivajf
se kolonky Oasis HLB [11, 14, 19-21, 26-28], Oasis MCX [15], StrataX [12]. Pro on-line
SPE se pouziva zejména kolonka Hypersil Gold [23-25]. Stanoveni nikotinu
a jeho metabolitl se provadi vétsinou s kolonami s reverzni fazi C18 [9-12, 15-28]
a stfedné poldrni mobilni fazi, kterd obsahuje organickou fazi (nej¢asteji acetoni-
tril nebo methanol) a vodnou fézi (voda s pfidavkem mravenc¢anu nebo octanu
amonného v proménlivém poméru podle nastaveného programu gradientu).



Tabulka 1. Prehled analytd, jejich zdkladni charakteristiky a rozdéleni do metod stanovent
Table 1. Overview of analytes, theirs characteristics and methods of detection
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Latka CAS Number Zkratka Charakteristika Metoda
6-acetylmorfin 63690-08-4 6ACM metabolit heroinu ESI+
amfetamin 2706-50-5 AMP stimulancium ESI+
benzoylecgonin 519-09-5 BE metabolit kokainu ESI+
buprenorfin 53152-21-9 BUP opioid, substitu¢ni [écba ESI+
diethylamid kyseliny lysergové 50-37-3 LSD halucinogen ESI+
diethylamid kyseliny 2-oxo-3-hydroxy-lysergove 111295-09-1 OH-LSD metabolit LSD ESI+
efedrin 24221-86-1 EPH prekurzor pro vyrobu pervitinu ESI+
ethylcathinon 51553-17-4 Eth-cat synteticky kathinon ESI+
2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidin 66729-78-0 EDDP metabolit metadonu ESI+
ethylsulfat 546-74-7 EtS metabolit alkoholu ESI-
extaze 64057-70-1 MDMA stimulancium ESI+
fentanyl 437-38-7 FEN opioidnf analgetikum ESIH
heroin 561-27-3 HER opioid ESI+
kokaethylen 529-38-4 COE metabolit kokainu ESI+
kokain 50-36-2 Cco stimulancium ESI+
kotinin 486-56-6 coTt metabolit nikotinu ESI+
mefedron 1189726-22-4 MMC synteticky kathinon ESI+
metadon 1095-90-5 MET opioid, substitu¢ni lé¢ba ESI+
metamfetamin 300-42-5 MAMP pervitin, stimulancium ESI+
4-methylethcathinon 1266688-86-1 4-MEC synteticky kathinon ESI+
metylon 186028-80-8 bk-MDMA synteticky kathinon ESI+
morfin 6009-81-0 MOR opioid ESI+
nikotin 54-11-5 NIC alklaloid ESI+
nor-diazepam 1088-11-5 Nor-DZP metabolit diazepamu, anxiolytikum  ESI+
nor-fentany! 1609-66-1 Nor-FEN metabolit fentanylu ESI+
nor-mefedron 6941-17-9 Nor-MMC metabolit mefedronu ESI+
11-nor-9-karboxy-delta-9-THC 56354-06-4 nor-THC metabolit THC ESI-
pentedron 879669-95-1 PENT synteticky kathinon ESI+
tramadol 36282-47-0 TRAM opioidni analgetikum ESI+
trans-3-hydroxykotinin 34834-67-8 T3H-COT metabolit nikotinu ESI+
a-pyrrolidinovalerofenon 5485-65-4 Alfa-PVP synteticky kathinon ESI+

Pozn.: ESI+: ionizace elektrosprejem v pozitivnim mddu; ESI-: ionizace elektrosprejem v negativnim modu
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SPE SPE

Obr. 1. Zapojeni se Sesticetnym ventilem, eluce proti sméru SPE
Fig. 1. Conection of six-way valve, elution against the direction of SPE
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Obr. 2. Ukézka kalibra¢ni kfivky pro metamfetamin (MAMP)
Fig. 2. Example of calibration curve (methamphetamine)
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Obr. 3. Ukézka kalibra¢nf kfivky pro kotinin (COT)
Fig. 3. Example of calibration curve (cotinine)

Ke stanoveni ethylsulfatu v odpadni vodé se pouzivd metoda kapalinové
chromatografie s hmotnostnim detektorem s trojitym kvadrupolem a elekt-
rosprejem jako iontovym zdrojem v negativnim modu (ESI-) [13, 29-35]. EtS je
poldrni sloucenina a na tradi¢nich kolonach C18, C8 s reverzni fazi je malo zadr-
Zovan. Proto se rozsitilo jeho stanoveni pomoci iontové parové chromatogra-
fie. PouZivaji se iontové pérova cinidla: 5 mM dibutylamonium acetét [24], 7 mM
dihexylamonium acetét [12, 25]. Pouzivané mobilni faze jsou voda a methanol,
jontové parové cinidlo se pfidava do jedné nebo obou fazi. Uspéiné byla ke
stanoveni EtS pouzita kolona Synergi Polar-RP (polar endcaped phenylpropyl
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Obr. 4. Ukézka chromatogramu extrahovanych iontt v rezimu ESI+ (@amfetamin, ben-
zoylecgonin, buprenorphin, EDDP, efedrin, extéze, fentanyl, heroin, kokaethylen, kokain,
LSD, metadon, metamfetamin, morfin, nor-diazepam, nor-fentanyl, tramadol)

Fig. 4. Example of extracted ion chromatograms in ESI+ (@amphetamine, benzoylecgo-
nine, buprenorphine, EDDP, ephedrine, MDMA, fentanyl, heroin, cocaethylene, cocaine,
LSD, methadone, methamphetamine, morphine, nor-diazepam, nor-fentanyl, tramadol)
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Obr. 5. Ukdzka chromatogramu extrahovanych iontd v rezimu ESI+ (ethylcathinon,
mefedron, 4-methylethcathinon, metylon, nor-mefedron, pentedron, tramadol, trans-
-3-hydroxykotinin, a-pyrrolidinovalerofenon)

Fig. 5. Example of extracted ion chromatograms in ESI+ (ethylcathinone, mephedrone,
4-methylethcathinone, metylone, nor-mephedrone, pentedrone, tramadol, trans-3-hyd-
roxykotinin, a-pyrrolidinovalerofenone)
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Obr. 6. Ukdzka chromatogramu extrahovanych iontl v rezimu ESI+ (nikotin, kotinin
a trans-3-hydroxykotinin)

Fig. 6. Example of extracted ion chromatograms in ESI+ (nicotine, cotinine and
trans-3-hydroxycotinine)

reverzni faze) [31, 32]. K eluci se pouzivé voda s 0,1 % kyselinou mravenci a ace-
tonitril. Ke zlepsenf ionizace se za kolonu pfidavéa acetonitril. V posledni dobée
se vyrabéji inertni kolony s navazanym trifunk¢nim alkylovym ligandem C18,
ktery podporuje retenci polarnich sloucenin a eliminuje potiebu pfidavku ion-
tovych pard [27,33,34]. Jsou to napt. kolony: Atlantis T3 nebo Chrompack Inertsil
ODS-3 (Varian). PouZivaji se s mobilnimi fazemi voda s 0,1 % kyselinou mravenci
a acetonitrilem a s post column pfidavkem acetonitrilu ke zvyseni ionizace.
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Obr. 7. Ukdzka chromatogramu extrahovanych iontl v rezimu ESI- (nor-THC)
Fig. 7 Example of extracted ion chromatograms in ESI- (nor-THC)

Stanoveni ethylsulfatu se dé& provéadét i s HILIC kolonami, napf. SeQuant ZIC-
HILIC (Merck) a mobilnimi fazemi 5 mM octan amonny (pH 6,8) a acetonitril [33].

METODIKA

Postupné bylo v zavislosti na chemickych vlastnostech a moznostech stanovenf
jednotlivych latek zavedeno stanoveni tif desitek latek metodou kapalinové chro-
matografie s hmotnostni detekci za podminek ionizace elektrosprejem v pozitiv-
nim a negativnim maodu. Prehled stanovovanych analyt( véetné jejich zékladni
charakteristiky a rozdéleni do postupt stanoveni je uveden v tabulce 1.

Pouzitd technika: kapalinovy chromatograf Agilent 1200 RR s bindrnim cerpa-
dlem, hmotnostni detektor Applied Biosystem 4000 Q Trap s trojitym kvadrupé-
lem, autosampler Aspec GX-271 (Gilson). Stanoveni véech latek bylo provadéno
s chromatografickou kololnou Synergi Hydro-RP80A (150 x 2,0 mm, 4 um).

MultirezidudIni stanovenf této skupiny analytd se nedalo provést vzhledem
k jejich odlisnym chemickym vlastnostem a koncentra¢nim hladindm jejich
vyskytu. Z tohoto divodu bylo stanoveni rozdéleno do Ctyf separatnich postupd.

Analyzy byly provddény v odpadni vodé odebirané v natoku na cistirnu
komundlnich odpadnich vod. Tato voda je velmi komplexni matrice a jako
nezbytné se jevi pouziti vnitinich standardd. Matrice silné ovliviiuje ionizaci.
Bylo pozorovéno potlaceni ionizace vlivem latek pfitomnych ve vzorku. Proto
bylo pracovadno s deuterovanymi standardy véech stanovovanych latek.

Tabulka 2. Podminky kapalinové chromatografie
Table 2. Liquide chromatography settings
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Obr. 8. Ukazka chromatogramu extrahovanych iontd v rezimu ESI- (ethylsulfat)
Fig. 8. Example of extracted ion chromatograms in ESI- (ethylsulfate)

Pro analyzy se zpracovavaji 24hodinové kompozitni vzorky odebirané na
natoku na cistirnu komunalnich odpadnich vod, které se po odbéru uchovavajf
v chladu a temnu. Pokud nelze vzorek analyzovat do 72 hodin od odbéru, vzo-
rek se zmrazi a do vlastni analyzy se skladuje pfi teploté -20 + 4 °C.

Pfed vlastnim stanovenim se vzorky odstfedi a ze vzorku se odstrani pevné
Castice filtraci pres jednordzové membranové filtry o porozité 0,45 um. Po pri-
davku smésného roztoku vnitfnich standardl je vzorek pfipraven k LGMS/MS
analyze. Pfed chromatogrfickou analyzou se vzorky zakoncentruji z objemu 1-5 ml
on-line SPE (drogy, nikotin a jeho metabolity). K on-line prekoncentraci vzorkd byl
pouzit autosampler Aspec GX-271(Gilson) a kolonka Hypersil Gold (20 x 2,1 mm,
12 ym), na kterou bylo 1-5 ml vzorku vloZzeno prdtokem 0,5 ml/min. Potom byla
kolonka jesté promyta 1T ml UHQ vody, aby se dokoncil transfer vzorku a odstra-
nily nékteré interference. Eluce analytd na chromatografickou kolonu byla prové-
déna mobilni fazi jejim pritokem koncentra¢ni kolonkou v protisméru v zapojeni
podle obr. 1. Pouze analyza ethylsulfatu se vzhledem k jeho vysokym koncentra-
cim (desitky pg/l) provadi bez prekoncentrace s nastfikem 5 pl vzorku na kolonu.

VSechny pouzivané chemikélie jsou Cistoty p. a. nebo vyssi. Pro kalibraci
jsou pouzivany certifikované referen¢ni chemikélie, napf. fy Merc, Lipomed,
Chromservis. Jako vnitfni standardy jsou pouzivény deuterované latky, také cer-
tifikované. Podminky kapalinové chromatografie pro jednotlivé postupy shr-
nuje tabulka 2.

ESI+ ESI-
Drogy Nikotin a metabolity nor-THC EtS
Autosampler GX-271 Aspec
SPE on-line Hypersil Gold 20 X 2,1 mm, 12 um .
prekoncentrace
5mlvzorku Tml vzorku 5 ml vzorku
Predkolona Security guard cartrige AQC18 4 x 20 mm

Analytické kolona Synergi Hydro — RP80A 150 x 2,00 mm, 4 um

10 mM vodny roztok octanu

Mobilni faze A 5 mM vodny roztok mravencanu amonného 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci amonného, pH 76
Mobilnf faze B 5 mM roztok mraven¢anu amonného v methanolu 0,1 % roztok kyseliny mravenci v methanolu ACN : MeOH (1:1)
Pritok mobilni faze 300 pl/min 300 pl/min 300 pl/min 400 pl/min
Nastrik - - - 5ul
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Tabulka 3. Meze stanovitelnosti (LOQ) v matrici odpadni voda
Table 3. Limits of quantification for wastewater

Pro ukdzku jsou na obr. 2-8 uvedeny kalibra¢ni kfivky a chromatogramy
extrahovanych iontd standardd. Je zobrazen prekurzorovy, produktovy ion
a vnitfni standard.

Meze stanovitelnosti (LOQ) dosazené popsanymi postupy v matrici odpadnf
voda jsou uvedeny v tabulce 3.

Podrobnéji jsou pouzité analytické metody pro stanoveni nikotinu a jeho
metabolitd a ethylsulfatu popsany ve sborniku z konference Hydroanalytika
2019 [36].

Pro skupinu syntetickych kathinont byly hledadny moznosti snizeni mezi sta-
novitelnosti, protoze nebyl zaznamenan pozitivni nalez téchto latek (s vyjim-
kou dvou hodnot mefedronu tésné na Urovni LOQ, obdobi hodnoceni 2018).
Zkousena metodika vychazela z dfivéjsi metodiky off-line SPE vyvinuté v pro-
jektu Program IGA 2013 - Projekt ,Nové drogy — analyza trhu epidemiologie
uzivani a identifikace moznosti pro snizovani skod” [37]. Ani pli zpracovani
500 ml vzorku nebylo dosazeno lepsich mezf stanovitelnosti nez pfi on-line
SPE metodé [38].

ZAVER

Pro feseni projektu ,Cistd voda — zdravé mésto: Komunélni odpadni voda jako
diagnostické médium hlavniho mésta Prahy”, ve kterém jsou monitorovany
vedle nezdkonnych drog a jejich metabolitd (v¢etné syntetickych kathinond)
také néktera Iéciva a dalsi legalni drogy, jako jsou ethanol a nikotin, resp. jejich
metabolity, byly vypracovany a zvalidovany postupy pro stanoveni téchto
latek. V zavislosti na chemickych vlastnostech a moznostech stanoveni jednot-
livych latek byly o tyto latky rozsiteny jiz dfive pouzivané metody kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci za podminek ionizace elektrosprejem
v pozitivnim modu a v negativnim maédu. Metody byly akreditovény. Celkem
jsou uvedenymi metodami stanovovany tfi desitky ldtek. Metody rozvinuté ve

VUV TGM, v. v. 1, spliujf pozadavky na citlivost pro analyzu vétsiny zneuzivanych
drog a jejich metabolitl i dalsich latek sledovanych v rdmci Projektu.
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Analyt Zkratka Loa
[ng/1]
6-acetylmorfin 6ACM 55
amfetamin AMP 11
benzoylecgonin BE 35
buprenorfin BUP 29
diethylamid kyseliny lysergové LSD 09
efedrin EPH 24
ethylcathinon Eth-cat 35
2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3- diphenylpyrrolidin ~ EDDP 0,7
ethylsulfat EtS 2,3%
extaze MDMA 3
fentanyl FEN 2,8
heroin HER 23
kokaethylen COE 09
kokain co 25
kotinin coT 50
mefedron MMC 25
metadon MET 07
metamfetamin MAMP 09
4-methylethcathinon 4-MEC 2,7
metylon bk-MDMA 2,8
morfin MOR 4.8
nikotin NIC 300
nor-diazepam Nor-DZP 43
nor-fentanyl Nor-FEN 2,8
11-nor-9-karboxy-delta-9-THC nor-THC 13
tramadol TRAM 35
trans-3-hydroxykotinin T3H-COT 40
a-pyrrolidinovalerofenon Alfa-PVP 55

*ug/

Identifikace a kvantifikace se ve vsech pfipadech provadiza pomoci vyhodno-
covaciho systému Analyst® Software. Jednotlivé latky se identifikuji porovndnim
retencnich ¢ast s reten¢nimi casy standard( a shodnosti poméru intenzit dvou
sledovanych pfechod( dané latky ve vzorku a v kalibra¢nim roztoku. Kvantifikace
se provadi na zakladé hodnot vypoctenych pomoci kalibracnich kfivek metodou
kalibrace na vnitfni standard (deuterovany standard). Ve stanovovaném rozsahu
byly viechny kalibra¢ni kfivky linedrnf (korela¢ni koeficient 0,99 a lepsi).
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DETERMINATION OF SELECTED ILLICIT DRUGS
IN WASTEWATER USING LIQUID CHROMA-
TOGRAPHY TANDEM MASS SPECTROMETRY
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The wastewater-based epidemiology approach to the analysis of illicit drugs
was conceptualized in 2001 and for the first time was applied in 2005 for cocaine
estimation in Italy. Further, other illicit drugs as heroine, cannabis and amphet-
amine have been estimated. lllicit drugs have been measured in TGM Water
Research Institute, p.ri, since 2012. This paper describes analytical possibili-
ties of determination of illicit drugs in wastewater and method evaluated in
TGM Water Research Institute, p.r.i, focusing on nicotine and its metabolites
and ethylsulfate, the analytes, what were implemented during the project
within the Concept IV.
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