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Tato prilohovd dokumentace je nedilnou souddsti protokolu o uéinnosti filtrd Lokni Spectrum 22+ a Lokni Taste 56

1. Cil studie

Cilem této studie bylo ovéfit adsorpci residui lé¢iv a polutant( Zivotniho prostfedi obsaZenych ve vodé
na dvou filtra¢nich zafizenich dodanych firmou LOKNI s.r.0. adresou Vratislavova 4/27, 128 00, Praha 2,
I0: 02508991, C 220255 vedena u Méstského soudu v Praze, a to konkrétné dvou filtrei s komerénim
oznacenim Lokni Spectrum 22+ a Lokni Taste 56. Za timto Ucelem byla provedena filtrace modelového
vzorku 500 L pitné vody obsahujici rezidua 1&€iv a dalsich potencidlnich kontaminujicich |4tek {pesticidy,
insekticidy, endokrinni disruptory) o koncentraci 40 pg/L. Tato modelova koncentrace je Fadové 100-500
vy$Si nez jsou pripustné limity pro obsah predpokladanych rezidui v pitnych vodéch. Vzhledem k fyzikalné
chemickym vlastnostem latek a principdm adsorpce latek na zakladé jejich lipofility (hodnoty log P) je
mozné pfedpokladat Ze ovéienou ucinnost filtrl Ize extrapolovat pfiblizné aZ na 100-nasobné mnoZstvi
piefiltrované vody (aZ 50 000 L} pfi dodrZeni limitnich koncentraci pfipadnych rezidui a pfi ,nenasyceni”
filtru jinymi pfidruZzenymi komponentami pitné vody. Po filtraci celkem 10-krét 50 litrd modelovych vzork(
pitné vody s pfidavkem kontaminanti byly kvantifikovany zbytkové koncentrace téchto latek a vypoditana
procentudlni u¢innost adsorpce téchto latek kaZzdym ze dvou filtrd zvlast. Struktury jednotlivych sloucenin
jsou zndzornény na Obr. 1. Z chemického hlediska a z hlediska biologické aktivity se jedna o typické
kontaminanty Zivotniho prostiedi a pfipadné i sekundarné kontaminanty pitnych vod. Pro zjisténi (¢innosti
filtrd zachytavat potencidlni kontaminanty byly jako modelové latky zvoleny analyty raznych fyzikalné
chemickych vlastnosti a z rliznych skupin biologického G¢inku. Jednalo se o tyto latky:

1. Paracetamol, diklofenak sodny, ibuprofen, a naproxen jsou typickymi zastupci nesteroidnich

2. Ethinylestradiol je vysoce uéinny estrogen a je uUinnou sloZzkou hormondlnich kontraceptiv

utinkujicich jiz ve velice nizkych koncentracich. Z modi pacientek se mizZe déle dostavat do Zivotniho
prostfedi kde maze plsobit jako endokrinni disruptor (nap¥. zménu pohlavi obojZivelnikt).

3. Nonylfenol a dalsi bisfenoly jsou latky klasifikované jako endokrinni disruptory a z primyslové

vyroby se mohou nezadoucim unikem dostavat do Zivotniho prostiedi.

4. Sulfometoxazol a ampicilin jsou typickym zdstupcem Sirokospektralnich sulfonamidovych a

penicilinovych antibiotik, které se také diky naduZivani mohou vyskytovat v Zivotnim prost¥edi.

5. Nitrofenoly a chlorfenoly jsou vyznamnymi kontaminanty vyskytujicimi se ve vSech sloZkdch

zivotniho prostiedi a vznikaji zejména z primyslové vyroby.

6. Benzo-a-pyren je typickym zastupcem polycyklickych aromatickych uhlovodikiG (PAHs) jako

kontaminantt prostfedi z primyslové vyroby s potencialnim kancerogennim déinkem, jeho limity

jsou pfisné sledované.
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7. Karbamatové a pyrethroidni insekticidy zastoupené karbamatem fenoxykarbem a pyrethroidy
cis,trans -permethrinem a deltamethrinem jsou posledni testovanou skupinou latek které se do
zZivotniho prostfedi a nasledné do pitnych vod mohou dostavat diky nadmérnému pouzivani k hubeni

parazith a $kldcd na polich a v sadech.
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Obr. 1: struktury testovanych sloucenin
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2. Experiment

2.1 Chemikalie a reagencie

- acetonitril LC-MS grade, Fisher Scientific (Loughborough, UK}

- acetonitril LC-MS grade, Fisher Scientific (Loughborough, UK}

- ethanol absolute (99.66%), VWR {(Rosny-sous-Bois-cedex, France)

- ultragista voda Milli Q, Millipore (Bedford, MA, USA)

- kyselina mravenci (~99%), Merck (Darmstadt, Germany)

- hydroxid amonny (~25%), Merck (Darmstadt, Germany)

- chloroform p.a. Lachema, Brno

- standardni latky: paracetamol, ethinylestradiol, diklofenak sodny, ibuprofen, naproxen,
sulfamethoxazol, benzapyren, 4-nitrofenol, 4-chlorfenol, buthylparaben, bisfenol Z, nonylfenol,
fenoxykarb, ampicilin, cis-trans permethrin, deltamethrin, (Merck, Sigma Aldrich) ¢istota min. 95%

- vnitfni standard: progesteron (Steroids Inc. (Newport, RI, USA))

2.2 Instrumentace a vybaveni

- UHPLC systém: Waters ACQUITY UPLC I-Class System (Milford, MA, USA)

- chromatografickd kolona: Waters ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 um, 2.1 mm x 100 mm {(Milford,
MA, USA)

- hmotnostni spektrometr: Waters Xevo TQ-XS (Milford, MA, USA)

- software pro sbér dat a jejich procesovani: Waters MassLynx V4.2 (Milford, MA, USA)

- automatické pipety: Eppendorf (Hamburg, Germany)

- koncentrator Scan speed 32: Labocene {(Denmark, Korea)

2.3 Filtrace vody pomoci filtrti Lokni Spectrum 22+ a Lokni Taste 56

Byl pfipraven 1 litr smésného roztoku testovanych latek s pfiblizné pfesnou navazkou chemicky
¢istych standardl 40 mg, tak Ze vysledna koncentrace latek vzasobnim roztoku byla 40 mg/L. Pro
rozpusténi viech latek byla pouZita smés methanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu v poméru 40:40:20

v celkovém objemu 1 litru v odmérné bance. Pro kaZdy testovany filtr pak bylo pfipraveno 10 po sobé
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nasledujicich 50 L sudl kde bylo vzato 50 ml tohoto zdsobniho roztoku testovanych litek a v sudu
doplnéno pitnou vodou do 50 L a promichano. Timto Fedénim bylo pfipraveno 10 filtrovanych 50 L sud(
s koncentraci latek 40 pg/L pro kaZzdy testovany filtr. S pomoci ponorného &erpadla a redukéniho ventilu
pak byly objemy sud filtrovany pfes kazdy filtr zvia3t pritokovou rychlosti cca 60-70 litr(i/hod. Z kazdého
prefiltrovaného sudu byl t&sné pfed koncem filtrace a za vytokem z filtru odebréan testovaci vzorek 1 litru
prefiltrované vody. Pro kazdy filtr bylo tedy ziskdno celkem 10 litrovych lahvi se vzorky, plus 11. vzorek
zfiltrace poslednich 50 L pitné vody bez pfidavku latek. Tyto vzorky byly ndsledné podrobeny

zakoncentrovani pomoci extrakce do chloroformu a UHPLC/MS analyze dle bodd 2.4 - 2.6.
2.4 Priprava vzork( po filtraci pfed analyzou (zakoncentrovani)

K Gpravé prefiltrovanych vzorkl a jejich zakoncentrovéni z dlivodd zvyseni citlivosti hmotnostni
detekce byla pouzita extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE} pomoci chloroformu. K 200 m! pFefiltrované
vody bylo pfidano 2 ml chloroformu a pomoci ultrazvukové 1dzné po dobu 15 minut byla provedena LLE
extrakce jednotlivych analytl do chloroformu. Nastedné byla odebrana chloroformova vrstva (0,5 ml) do
vialky. Poté bylo odebrané mnoZstvi odpareno v odparce za vakua pfi 30 °C do sucha a znovu rozpusténo
ve 100 pl methanolu a 1 pl progesteronu o koncentraci 1ug/ml, jako vnitfniho standardu. Faktor
zakoncentrovéni pro jednotlivé analyty byl 200-500 v zavislosti na mnoZstvi odebraného chloroformu pfi

jednotlivych extrakcich.

2.5 Chromatograficka separace

Chromatograficka separace byla provedena na analytické koloné ACQUITY UPLC HSS T3 (1.8 um,
2.1 mm x 150 mm) vyhfivané na 40 °C. Separace byla provedena pomoci gradientové eluce za pouZiti
0.1% kyseliny mravendi ve vodé (solvent A) and acetonitrilu {solvent B). Pro zvy3eni ionizace vybranych
analytd byla pouzita post-kolonové infuze 1,75 % hydroxidem amonnym jako pfidavné kapaliny o priitoku

10 pl/min v ¢ase od 7,5 do 10,0 min. Gradientovy profil a pritok mobilni fize (MF) je zndzornény v Tab. 1.

¢as [min] pritok MF [ml/min] A [%] B [%]
0.0 0,35 100 0
2.0 0,35 40 60
8,0 0,35 1 99
10,0 0,35 1 99
10,1 0,35 100 0
12,0 0,35 100 0

Tab. 1: Gradientovy profil mobilni fdze.
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2.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr typu trojitého kvadrupdlu (Xevo-TQ-XS) ve spojeni s ionizaci
elektrosprejem byl pouZit pro stanoveni jednotlivych analytd. Podminky ESI ionizace v pozitivnim a
negativnim maédu byly optimalizovany za G€elem zvySeni citlivosti a jejich findlni podminky jsou nésledujici:
napéti na kapilafe 2.5 kV, desolvalni teplota 600 °C, teplota ve zdroji 150 °C, pritok desolvaéniho plynu

{dusik) 1000 I/hr, pritok plynu na vstupnim kuzelu 150 I/hr.

Pro vys$si selektivitu méfeni byly vyuzity dva SRM (monitorovéni vybrané reakce) pro vétdinu
analytd kromé& 4-chlorfenolu, pro ktery bylo nutné pouiit SIM mdd (monitorovéani vybraného iontu).
lednotlivé SRM prechody, ionizaéni mod, napéti na vstupnim kuZelu a kolizni energie jsou znazornény

v Tab. 2.

Kvantifikace jednotlivych analytd byla provedena pomoci metody standardni kalibraéni kffivky
s vnitinim standardem v kalibraénim koncentra¢nim rozsahu od 0,01 ppb — 100 ppb. Spodni limit
kvantifikace (LLOQ) se liSil pro jednotlivé analyty v zavislosti na citlivosti stanoveni a je znazornén v Tab. 3.
Pro hodnoceni kalibraéni kfivky byla pouZita linedrni zavislost a 1/X vaieni dat. UHPLC-MS/MS

chromatogram standardniho roztoku o koncentraci 100 ppb je znazornén na Obr. 2.
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3. Zaveér

PFi filtrovani modelové smési 500 litr{i vody uméle kontaminované vybranymi latkami ze skupiny
protizéanétlivych |éciv, antibiotik, kontraceptiv, insekticidl, endokrinnich disruptord a dalSich
kontaminantl Zivotniho prostfedi byla analyzovdna tinnost obou testovanych filtrll po kazdych
prefiltrovanych 50 litrech vody. Mezi jednotlivymi odebranymi vzorky nebyla pozorovana vétsi
variabilita zméFenych residualnich koncentraci z plvodni koncentraéni hladiny pfed filtraci, a proto
byla ucinnost filtrace vyjadifena jako G€innost zéchytu kontaminantl v (%) po filtraci celkového
precerpaného mnoistvi 500 L vody. Pro testovany filtr Lokni Spectrum 22+ bylo zji$téno ucinné
odstranéni kontaminanti v rozmezi 99.9636 ~ 100 % (viz. tabulka 4) a pro testovany filtr Lokni Taste
56 bylo zjisténo GcEinné odstranéni kontaminantl v rozmezi 99.9777 — 100 % (viz. tabulka 5). Hodnota
100 % znamend, Zze testované latky nebyly v pfefiltrované vodé detekovany ani po
nékolikasetnasobném zakoncentrovani odebranych vzorkd. Z fyzikalniho hlediska prib&hu adsorpce
ktery je charakterizovan adsorpéni rovnovahou, kterd urcuje maximalni mnoistvi latky, které je za
danych podminek moZné adsorbovat na dany sorbent (v tomto pfipadé povrch testovaného filtru) je
moZné predpokladat/extrapolovat, ze pfi znatné nizSich a dle platnych limitd ocekdvanych
koncentracich residui kontaminujicich latek nez bylo pouZito v modelové smési, budou oba testované
filtry Lokni Spectrum 22+ a Lokni Taste 56 schopny ucinné odstranit pfipadné kontaminanty i pfi

filtraci az stonasobné vétsiho mnoZstvi vody.

10



Tato pfilohovd dokumentace je nedilnou souédsti protokolu o ucinnosti filtri Lokni Spectrum 22+ a Lokni Taste 56

Tabulka 4

Tabulka 5

UCINNOST FILTRACE FILTRU LOKNI SPECTRUM 22+

UCINNOST FILTRACE FILTRU LOKNI TASTE 56

TESTOVANA LATKA ZACHYT/UCINNOST FILTRACE V % TESTOVANA LATKA ZACHYT/UEINNOST FILTRACE V %

PARACETAMOL 100/ND PARACETAMOL 99.9996
ETHYNYLESTRADIOL 99.9977 ETHYNYLESTRADIOL 100/ND
DIKLOFENAK 999938 | | pikLoFENAK 99.9998
IBUPROFEN 99,9987 \BUPROFEN 99.9968
NAPROXEN 100/ND NAPROXEN 99.9998
SULFAMETHOXAZOL 100/ND SULFAMETHOXAZOL 100/ND
BENZAPYREN 100/ND BENZAPYREN 100/ND
NITROPHENOL 100/ND | [ \iTROPHENOL 100/ND
CHLORPHENOL {SIM) 100/ND | | 1 ORPHENOL (SIM) 100/ND
BUTHYLPARABEN 99.9947 BUTHYLPARABEN 99.9977
BISPHENOL Z 100/ND BISPHENOL Z 100/ND
NONYLPHENOL 100/ND NONYLPHENOL 100/ND
FENOXYKARB 99,9942 FENOXYKARB 99,9994
AMPICILIN 100/ND AMPICILIN 100/ND
PERMETRIN (1) 99.9636 PERMETRIN (1) 99.9777
PERMETRIN (2) 100/ND PERMETRIN (2) 100/ND
DELTAMETRIN 100/ND DELTAMETRIN 100/ND

*ND - latka nebyla po filtraci detekovana

Prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D

RNDr. Hana Kocova VI¢kova, Ph.D

Bc. Jana Hovorkova

V Hradci Kralové, dne 30. 10. 2023

*ND - latka nebyla po filtraci detekovana
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