VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE A TECHNOLOGIE OCHRANY ZIVOTNIHO
PROSTREDI

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF CHEMISTRY AND TECHNOLOGY OF ENVIRONMENTAL PROTECTION

STANOVENI VYBRANYCH HORMONALNICH PRIPRAVKU POMOCI
KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNIM DETEKTOREM

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. LENKA JURASOVA
AUTHOR

BRNO 2012



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

USTAV CHEMIE A TECHNOLOGIE OCHRANY
ZIVOTNIHO PROSTREDI

FACULTY OF CHEMISTRY

INSTITUTE OF CHEMISTRY AND TECHNOLOGY OF
ENVIRONMENTAL PROTECTION

STANOVENI VYBRANYCH HORMONALNICH
PRIPRAVKU POMOCI KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNIM
DETEKTOREM

DETERMINATION OF SELECTED HORMONAL DRUGS USING LIQUID CHROMATOGRAPHY
WITH MASS DETECTION

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. LENKA JURASOVA

AUTHOR

VEDOUC| PRACE prof. RNDr. MILADA VAVROVA, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2012



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani diplomove prace

Cislo diplomové préace: FCH-DIP0656/2011 Akademicky rok: 2011/2012
Ustav: Ustav chemie a technologie ochrany zivotniho prostfedi
Student(ka): Bc. Lenka Jurasova

Studijni program: Chemie a technologie ochrany zivotniho prostfedi (N2805)
Studijni obor: Chemie a technologie ochrany zivotniho prostfedi (2805T002)
Vedouci prace prof. RNDr. Milada Vavrova, CSc.

Konzultanti: doc. Ing. Josef Céaslavsky, CSc.

Ing. Ludmila Mravcova, Ph.D.

Nazev diplomové préce:

Stanoveni vybranych hormonalnich pfipravkdl pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim
detektorem

Zadani diplomové préace:

1. Zpracovat literarni reSersi zaméfenou na pouzivana hormonalni IéCiva a jmetody jejich stanoveni

2. Vypracovat metodu stanoveni vybranych hormonalnich |éCiv pomoci vysokoulcinné kapalinové
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

3. Optimalizovat analyticky postup pro stanoveni léCiv ve vzorcich vody

4. Stanovit rezidua lécCiv ve vzorcich odpadni vody

5. Zpracovat a interpretovat ziskané vysledky

Termin odevzdani diplomové prace: 18.5.2012

Diplomova prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé
vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové prace.

Bc. Lenka Jurasova prof. RNDr. Milada Vavrova, CSc.  doc. Ing. Josef Caslavsky, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Gstavu
V Brné, dne 16.1.2012 prof. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty



Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vybérem metody a optimalizaci laboratorniho postupu pro
stanoveni vybranych lé¢iv estronu, estradiolu, ethynylestradiolu, estriolu, diethylstilbestrolu,
norethindronu, mestranolu a progesteronu v odpadni vodé pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (LC/MS). Jako extrakéni metoda byla zvolena metoda SPE s uzitim
kolonek Oasis HLB. Béhem procesu optimalizace byly pouzity rizné mobilni faze, teploty,
pratoky a gradienty mobilni faze. Vzorky odpadni vody byly odebrany na vstupu a vystupu
méstské Cistiny odpadnich vod v Bieclavi a aredlové COV Veterinarni a farmaceutické
fakulty v Brn¢.

Léciva z odpadni vody byla izolovana a zakoncentrovana pomoci extrakce tuhou fazi
(SPE). Nasledné byla stanovena vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s hmotnostné
spektrometrickou detekci (HPLC/MS).

Abstract

This master’s thesis is focused on optimizing of the analytical method for the
determination of selected drugs - estrone, estradiole, ethynylestradiol, estriole,
diethylstilestrole, norethindrone, mestranole and progestrone in wastewater using liquid
chromatography with mass spectrometry (LC/MS). Solid phase extraction (SPE) using Oasis
HLB cartridges was chosen extraction method Different mobile phase, temperature, flow rates
and mobil phase gradient were during the process of optimization. Samples of the wastewater
were collectedat the inflow and outlow of the wastewater treatment plant in Bieclav and in
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno.

Drugs were isolated from wastewater and preconcentrated using solid phase extraction
(SPE) and determined by high performance liquid chromatography with mass spectrometric
detection (HPLC/MS).

Kli¢ova slova

Kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci, rezidua 1é¢iv, Cistirna
odpadnich vod Brteclav, ¢istirna odpadnich vod VFU Brno

Key words
Liquid chromatography with mass spectrometric detection, drug residuals, wastewater
treatment plant Bieclav, wastewater treatment plant VFU Brno
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Teoreticka Cast

1. Uvod

V Zivotnim prostfedi se vyskytuje mnoho chemickych latek s estrogenni aktivitou.
Hormonalni steroidy jsou vyluCovany nejen lidmi a zvifaty (vypousténi odpadnich vod a
likvidace zivocisného odpadu), ale také rostlinami do slozek Zivotniho prostfedi. Jejich
zvysena pritomnost v prostfedi se stala problémem, protoze mohou ovlivnit nejen reprodukci
cloveka, ale také zvitfat. Slouceniny s estrogennim ucinkem piirodniho ptivodu (rostlinného
puvodu; fytoestrogeny), plisnového puvodu (mykoestrogeny) i antropogenniho charakteru se
vyskytuji v povrchové i odpadni vodé. Latky, které maji pfirodni estrogenni aktivitu, jsou
hormony estron (E1), 17a-estradiol (E2), estriol (E3) a progesteron (PROG). Diplomova
prace je zamétena jak na latky pfirodniho charakteru, tak také syntetického ptivodu, jimiz jsou
mestranol (MES), ethynylestradiol (EE2), 19-norethindron (NOR) a diethylstilbestrol (DES).

Zdrojem hormont vyskytujicich se v povrchové i v podzemni vod¢ je prevazné
hormonadlni antikoncepce, kterou Zeny vylucuji moci. Tyto se ve form¢ splasSki dostavaji na
Cistirnu odpadnich vod, kde pisobenim mikroorganismi i chemickym ¢isténim dochazi jen
k ¢asteénému odbourani hormont z odpadni vody.

Pro stanoveni téchto polarnich slouc¢enin bude pouzita metoda HPLC-MS (high
performance liquid chromatogramy-mass spektrometry), pficemz ionizace probéhne pomoci
elektrospreje (ESI), analyzatorem bude sféricka iontova past.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Hormony

Jedna se o slouceniny slouzici vtéle mnohobunéénych organismt jako posel
pfenasejici signaly od jedné buriky (nebo skupiny) k jiné buiice (skupiné). Hormony jsou
produkovany v télech vS§ech mnohobunéénych organismi vcetné rostlin. Mohou v nich fidit
prubéh a vzajemnou koordinaci reakci v organismu [1]. Signalni molekuly, zajistujici u
mnohobunéénych organismii komunikaci mezi bunikami, tkanémi a organy, jsou prvnimi
posly. U¢inek hormonti je cileny, nebot ovliviiuji jen ty buiky, které jsou vybaveny
specifickymi receptory schopnymi hormon selektivné reversibilné vazat a nasledné iniciovat
buné&¢nou odpoveéd’ na jeho piitomnost [2].

Hormony lze rozdélit podle biologického mechanismu ptisobeni (endokrinni, parakrinni
a autokrinni hormony) a podle chemické povahy (hormony peptidové a bilkovinné, hormony
odvozené¢ od aminokyselin, steroidni, odvozené¢ od mastnych kyselin a hormony povahy
nizkomolekularnich latek).

2.2 Rozdéleni hormonii podle chemické povahy

Podle chemické struktury 1ze hormony délit do nékolika kategorii:

o b, < 1 ;
a) Hormony peptidové a bilkovinné - jsou vyluCovany procesem exocytosy” do krevniho
feCiSté a vazi se na membranové receptory cilovych bunék.

b) Hormony odvozené od aminokyselin - hormony §titné zlazy a diené nadledvin. Podobné
jako peptidové hormony interaguji s receptory na povrchu bunék.

C) Hormony steroidni, lipofilni (v tucich rozpustné) - v cilové bunce stimuluji syntézu
bilkovin (hormony kiiry nadledvin a pohlavnich Zlaz). Prochazeji snadno membranami
do nitra bun¢k, kde se vazi na specifické bilkovinné receptory. Komplex hormonu s
receptorem pak vstupuje do jadra, kde stimuluje synthesu specifické mRNA. Krvi je
vétSina molekul steroidnich hormont pfenaSena ve vazbé na bilkovinny nosi¢. Vychozi
latkou pro jejich synthesu v téle Zivocichu je cholesterol.

d) hormony odvozené od mastnych kyselin, tkafiové hormony, syntetizované z kyseliny
arachidonové,

e) hormony povahy nizkomolekularnich latek (dalsi tkanové hormony, napf. oxid
dusnaty) [1, 2].

! Proces zajistujici vyluGovani latek z bunék. Realizuje se splynutim sekre¢nich vackd s bunéénou membrénou a
vylitim jejich obsahu. Vyvoladva ji plsobeni rGznych signalt, které obvykle vedou k lokdlnimu zvySeni
koncentrace Ca**. Mechanismem exocytosy se vylutuji extracelularni bilkoviny, neurotransmitery, bilkovinné a
peptidové hormony, protiladtky atd. Timto mechanismem se téz zvétSuje plocha plasmatické membrany pied
délenim bunky [1].
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2.3 Rozdéleni hormonii podle biologického mechanismu

Biologické u¢inky hormonti se realizuji pomoci nékolika zakladnich typti molekularnich
déju probihajicich v bunce [1]. Jsou to biologicky aktivni latky, které jsou vyuzivany pro
mezibunéénou komunikaci a jsou produkovany ohrani¢enymi zldzami (zlazy s wvnitini
sekreci = endokrinni zlazy) nebo jednotlivymi bufikami v rznych tkénich.

Endokrinni zlazy uvoliiuji hormony do krve, kterda hormony transportuje k cilovym
tkanim (tento Gcinek je oznacovan jako endokrinni). Hormony z rozptylenych bunck ptsobi
bud’ na okolni tkang, vtom piipadé se jednad o parakrinni ptisobeni, piipadné na bunky
samotné (autokrinni pisobeni) [3].

2.4 Vlastnosti steroidnich hormonua

Steroidni hormony jsou odvozeny ze struktury cholesterolu 17-14 (isoprenoid vznikajici
cyklizaci triploidu skvalenu), v jehoz struktuife je obsazen tetracyklicky skelet nazyvany
gonan 17-15, zobrazeno na obr. 1.

CH,
CH,
CH,
CHj,
- = H3C

CHs CH,

Skvalen HO

17-14 cholesterol

17-15 gonan
Obr. 1: Skvalen, 17-14 cholesterol a 17-15 gonan [4]

Oznaceni jednotlivych kruht gonanu 17-15, jakoz 1 ¢islovani jeho skeletu, je uvedeno
ve vzorci 17-15. Napojeni kruhi B a C, stejn¢ jako C a D je v trans konfiguraci. Vzajemna
konfigurace kruhii A a B mtize byt obecné trans (uvedeno na obr. 1) nebo i cis. Ve steroidnich
hormonech s aromatickym kruhem A (estrogeny) nebo s nasobnou vazbou v jednom z kruht
A a B, napf. mezi atomy C4 a Cs, nebo mezi atomy Cs a Cjo, vSak tento typ isomerie
nepiipadd v tivahu.

Steroidni hormony jsou lipofilni povahy, jsou ve vod¢é malo rozpustné, pokud nejsou ve
form¢ ester s kyselinou sirovou. Jak jiz bylo feceno, hormony jsou syntetizovany
z cholesterolu a jsou to aktivni latky.

Pohlavni zlazy vylu€uji steroidni hormony. Ty se déli na hormony vylu¢ované
V Zenském a muzském organismu.
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Zenské hormony se d&li na estrogeny a gestageny. Mezi pohlavni hormony (estrogeny)
patii pfedevsim estradiol, estron a estriol, které se tvoti ve vajecnicich a malé mnozstvi se jich
rovnéz tvofi 1 v kife nadledvin. Gestageny (hlavné hormon progesteron) tvoii skupinu
pohlavnich hormoni, jejichZz funkci je ptiprava pohlavnich hormoni na téhotenstvi, zajisténi
jeho udrzovani a pozdé&ji pfiprava mléné zlazy k produkei mléka. Vznikaji ve vétSim
mnozstvi béhem druhé poloviny ovula¢niho cyklu ve zlutém télisku vajecnikt a po oplodnéni
I v placenté. Tii hlavni estrogeny (E2, E3 a El) jsou steroidy C18, které se od sebe lisi
oxida¢nim stavem. U synteticky vyrabénych latek jsou odvozovéany od struktury estradiolu
(napt. ethynylestradiol) [5].

Muzské pohlavni hormony (androgeny) jsou tvofeny ve varlatech a malé mnozstvi také
varlatech a je vyluCovan moci. Tento hormon ovliviiuje primérni i sekundarni pohlavni znaky
pohlavnich organt. Pozitivné ovliviiuje piedev§Sim pohlavni pud (libido), schopnost
pohlavniho styku a plodnost. Androgeny rovnéz plisobi na zvySeni tvorby bilkovin, podporuji
rust kosti, stav svalstva, pokozky, funkci mazovych 714z a také zptisobuji pokles hladiny tuka
v krvi [6].

2.5 Ucinky estrogenii na organismus

V Zivotnim prostfedi se vyskytuje znaéné mnozstvi pfirozenych i uméle vyrobenych
latek, které vykazuji estrogenni aktivitu. Z této velké skupiny lze vyélenit environmentalni
estrogeny. Jejich vliv na fyziologické a patofyziologické aspekty zivociSného organismu,
vcetné lidského, je velice blizky vlivu endogennich estrogent. Vazi se, obdobné jako
endoestrogeny, na jaderny receptorovy systém. Vznikly estrogenovy receptorovy komplex
reaguje s nukleotidovou sekvenci estrogen response elemets (ERES) a odstartuje tak
transkripci DNA.

Je znamo, ze lidé¢ 1 zvifata vylucuji, a to v riznych koncentracich steroidni hormony,
které nakonec kon¢i v €istirnach odpadnich vod, kam se dostanou prostfednictvim kanaliza¢ni
sit¢ a také vlivem likvidace zivoc¢iSného odpadu. Hormony jiz byly prokazany v odpadnich
vodach z Cdistiren odpadnich vod 1 v povrchovych vodach. Lze se domnivat, Ze za urcitych
okolnosti by mohlo dojit k naruseni funkce endokrinniho systému.

Negativnimi vlastnostmi endokrinnich disruptivnich latek (EDCs)? je zejména to, Ze
mohou ovliviiovat vyvoj pfirody, zejména vSak hormonalni systém organismu (volné zijici
zvitata, dopad na lidské zdravi), a to po jejich dlouhé expozici v Zivotnim prostedi. Znacnou
pozornost ziskal pifirodni estron (El) a synteticky vyrabény 17a-ethynylestradiol (EE2),
protoze se vyskytuji az v povrchové vod¢, kam se dostanou jako vycisténé odpadni vody. To
ma negativni dopad na reprodukci ryb (dochéazi k poklesu plodnosti) 1 ostatnich vodnich
organismil, nebot jsou vystaveny po cely svij zivotni cyklus reziduim obsazenym
v povrchovych vodach [7, 8, 9].

Estrogeny rostlinného pivodu — fytoestrogeny (FE) — mohou mit na lidsky organismus
pozitivni vliv. Do organismu se dostdvaji piimo s rostlinnou potravou, piipadné jako
metabolity latek rostlinného plivodu. Maji mirnou estrogenni aktivitu. Nekumuluji se

2 Xenobiotika, kterd miZou narusit &innost Zivého organismu, protoze napadaji zlazy, které produkuji hormony

nebo latky, které napodobuji uc¢inky hormoni [11].
11
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ve tkanich, ale i pii relativné nizké aktivité¢ (cca 1 000krat menSi nez aktivita estradiolu)
mohou FE uc€inné plisobit v organismu. Pfi dostatecném perordlnim podani FE muze byt
jejich hladina v séru az 10 000krat vyssi nez hladina E2. Kritériem estrogenity je schopnost
vazby s estrogen-receptorem (ER), schopnost stimulace ristu tkani genitalniho traktu samic a
stimulace rustu ER-pozitivnich bunék karcinomu prsu v tkanové kultute [10].

Estrogeny jsou hormony jak samic¢iho, tak i sam¢iho pohlavi; kromé hlavniho hormonu
androgenu si je organismus také dokaze syntetizovat, avSak jeho funkce nejsou zcela
objasnény. Také se vyskytly nazory a domnénky, ze pravdépodobné mohou ovliviiovat pocet
spermii [8].

2.5.1 Degradace estrogennich hormoni

U lidi a zvifat prochazeji estrogeny riiznou transformaci, piedev§im v jatrech. Casteéng
podléhaji oxidaci, hydroxylaci a methylaci pfed konecnou konjugaci s Kyselinou
glukuronovou nebo sulfatem. Uvadi se, ze 17a-estradiol (E2) se rychle oxiduje na estron (E1),
ktery muze byt dale pfeménén na estriol (E3), hlavni produkt vyluovani. V moci a ve stolici
mohou byt pfitomny i dalsi polarni metabolity, jako je 16-hydroxy-estron, 16-ketoestron nebo
také 16-epiestrol. Soucast antikoncepce, mestranol (MES), je po poziti pfeménén na
17a-ethynylestradiol (EE2) [7].

Syntetické estrogeny jsou v téle metabolizovany na jejich konjugaty s Kyselinou
glukuronovou nebo sirovou (dochazi k jejich oxidaci, hydroxylaci, deoxygenaci a denaturaci)
a jsou vyluc¢ovany moéi. I kdyz konjugaty nemaji biologickou aktivitu, mohou pisobit jako
zasobniky. Pfedchozi hormon by mohl byt pfeménén a ndsledné se uvolnit. Konjugaty jsou
Vv procesu ¢isténi odpadni vody, tj. pfi zpracovani splaskové vody aktivovanym kalem,
hydrolyzovany zpét na formy syntetickych estrogenti a kyselinu glukuronovou. Dochazi
k napodobovani tu¢inku endogennich hormont, k pusobeni proti uéinkim endogennich
hormonti, naruSeni transportu, syntézy a metabolismu hormonalnich receptort. Naptiklad je
znamo, ze 170-ethynylestradiol (EE2) je velice perzistentni latka a vykazuje estrogenni
inky na ryby jiz p¥i 1 — 4 ng'1" koncentraci [7, 9, 12].

2.5.2 Toxicita estrogent

Toxicita estrogenit mize zahrnovat celou fadu ukazateld a mize se projevit nékolika
ptibuznymi, avSak rozdilnymi mechanismy. Prvni, nejbéznéjsi typ toxicity, je dan vazbou
environmentalnich estrogeni na estrogenovy receptor s naslednou zvySenou estrogenni
odpovédi. Toxicita se v tomto piipadé¢ projevi hyperestrogenismem, coz predstavuje
nadmémé fyziologické efekty estrogennich hormonii nebo odlisnou transkripci.

Druhy toxicky typ se spise tyka chemickych vlastnosti environmentalnich estrogenii nez
estrogentt hormonalnich (napf. tvorba adukti DNA).

Treti typ toxicity estrogenll je nerovnomérnad estrogenni odpovéd na cilové tkéni.
Ovlivnéni muze byt dvojiho typu. Prvni typ ukazuje na to, ze estrogeny se navazi na receptor
a dojde ke zmén¢ konfigurace; znamena to, ze transkripce i vysledny efekt jsou odlisné.
Druhé ovlivnéni je charakterizovano rozdilnou odpovédi v zavislosti davka-odpovéd’ [8, 10].

2.5.3 Progesteron (PROG)

Progesteron, viz obr. 2 je jeden z hlavnich Zenskych steroidnich hormont, ktery vznika
z cholesterolu. Hormon je dilezity v druhé poloviné menstruaéniho cyklu a vytvaii se rovnéz
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Vv téhotenstvi, v placenté. Biologicky polocas rozpadu je nckolik minut. Dvé tietiny jsou
metabolizovany v jatrech a vyluCovany do moce jako volny pregnandiol,
pregnandiolglukuronid a pregnandiolsulfat [13].

CHg

CH3

7

(@)

Obr. 2: Progesteron [14]

2.5.4 17a-estradiol (E2)

Plisobenim enzymtl je syntetizovan z testosteronu, ktery je odvozen z progesteronu a ten
je odvozen od cholesterolu.

Estradiol (obr. 3) vznika procesem steroidogeneze® ve Zlutém t&lisku vaje¢nika (obr. 4)
a je vkrvi a mo¢i zivocichi. U Zen v obdobi te€hotenstvi jen produkovan placentou. Malé
mnozstvi je produkovano také jatry a nadledvinkami. Estradiol je prevazujicim estrogenem u
Zen od prvni menstruace po menopauzu. Poté pievazuje estron, ktery je slabsi [15, 16].

Pti katabolizmu estradiolu v jatrech vznikaji estron a estriol nebo glukuronované a
sulfatované konjugaty, které jsou vylu€ovany moci. U muzl je estradiol syntetizovan ve
varlatech. Jeho obvykla koncentrace je nizka. Ve vyssich koncentracich estrogen zpusobuje
gynekomastii s typicky zenskymi sekundarnimi pohlavnimi znaky, snizuje velikost varlat a
pocet spermii [16].

OH

HO
Obr. 3: 17a-estradiol [17]

% Biologicka syntéza steroidnich hormonii, ktera naptiklad probiha v jatrech (cholesterol), nadledvinkach a
gonadach (steroidni hormony) [16].
13
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Cholesterol
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Pregnenelon 17-hydroxypregnenoclon Dihydroepiandrosteron

Progesteron 17-hydroxyprogesteron Androstendion
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Deoxykortikosteron 11-deoxykortizol
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Aldosteron
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Obr. 4: Prub¢h steroidogeneze — upraveno[18]

2.5.5 Estriol (E3)

Estriol je hormon (obr. 5), ktery je tvofen plodem a placentou. Je vylucovan ledvinami
plodu do plodové vody; ¢ast estradiolu pronika do krevniho ob&éhu matky, kde lze méfit. Je
jednim z pomocnych parametrii pii vyhledavani vrozenych vad plodu ve druhé tretiné
téhotenstvi (tzv. Triple test). VySetfeni jsou podrobeny vSechny t€hotné Zeny, obvykle v 16.
tydnu téhotenstvi. Koncentrace estriolu v krvi matky kontinudlné nartistd od 8. tydne
téhotenstvi az do porodu. Snizena hodnota Estriolu béhem téhotenstvi miize indikovat:

e Downiv syndrom - dit¢ ma fadu télesnych a dusevnich odchylek i chorob, je zaostalé
ve Vyvoji,

e Turneriv syndrom — vrozené onemocnéni. Zpusobuje poruchu ristu, neplodnost, vady
srdce, ledvin,

e jind postizeni plodu [19].

cHOH

HO

Obr. 5: Estriol [19]
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2.5.6 Estron (E1)

Patii mezi tfi pfirodni estrogeny (obr. 6) spole¢né s estradiolem a estriolem. Je
vylucovan tukovou tkani, vaje¢niky a kirou nadledvin [20, 21]. Vznika i v perifernich tkanich
konverzi androstendionu [22].

HO
Obr. 6: Estron [20]

2.5.7 Ethynylestradiol (EE2)
Jedna se o synteticky derivat estradiolu, obr. 7. Je soucasti antikoncepce, soucasti
menopauzalni &by, ptipadné 1écby pii poruchdch menstruace.
Hromadi se v zivotnim prostedi a miize vést ke zdravotnim problémtim, proto jsou pod
zvysenou pozornosti pii fizeni kvality pitné vody [23].

CH3OH

—CH

HO
Obr. 7: 170 — ethynylestradiol [23]

2.5.8 Mestranol (MES)

Mestranol (obr. 8) byl nahrazen ethynylestradiolem. Jedna se o synteticky pohlavni
hormon ze skupiny estrogenti. Podava se u nékterych poruch menstruace a v menopauze. Je
rovnéz soucasti nékterych kombinovanych kontraceptiv [24].

CH30H

—CH

H3C\O

Obr. 8: Mestranol [25]
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2.5.9 Norethindron (NOR)

Synteticky progestacni hormon, ktery je aplikovan oraln¢ a ma nékteré estrogenni a
androgenni Uc¢inky. Pouziva se jako nahrada progesteronu a v kombinaci s estrogenem jako
peroralni kontraceptivum. NOR se pouziva pii 1écbé bolestivé menstruace, pii déloznim
krvaceni, endometridze a jako soucast antikoncepce [26, 27].

CH3OH

——CH

0%
Obr. 9: Norethindron [28]

2.5.10 Diethylstilbestrol (DES)

Latka s estrogenni aktivitou, viz obr. 10. Nema steroidni charakter. Jeho podavani,
které probihalo v ¢asovém obdobi 1950 az do roku 1971, bylo provadéno béhem tehotenstvi,
protoze mélo zabranit samovolnym potratim. Pozdéji bylo zjisténo, ze toto podavani
zpusobovalo vznik nadorii pochvy u dcer téchto Zen; v soucasnosti se predpoklada, ze také
vysoké davky jinych estrogenli v prvnim trimestru by mohly zptisobit podobny stav. U
chlapcii, jejichz matkdm byl podavan DES, se vyskytovala testikularni hypoplasie,
kryptorchismus®* a abnormality semene.

Do zivotniho prostedi se diethylstilbestrol dostava z vyroby, dale ze zemédé&lstvi a
rovnéZ je produkovan nékterymi rostlinami. Dnes je uzivani DES zakéazano, avSak stale je
mozné ve vodach detekovat jeho stopova mnozstvi [29, 30]. Samci ryb chyceni v fece
kontaminované xenoestrogeny vykazovali zpozdénou spermatogenezi, redukci tvorby
spermii, pokles jejich pohyblivosti a zvyseny vyskyt znamek intersexuality [31, 32].

CH,
HO
Q \ oH

CH3

Obr. 10: diethylstilbestrol [33]

* Porucha sestupu jednoho (monarchismus) nebo obou varlat (bilaterdlni kryptorchismus) do Sourku,
nesestoupena varlata.
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2.6 Zdroje estrogennich latek

Latky estrogenniho charakteru, které jsou detekovany v méstskych odpadnich vodach,
pochazejici vétSinou od lidi. Mo¢ zen obsahuje estriol, estradiol a estron; rovnéz muze
obsahovat ethynylestradiol (uzivani hormonalni antikoncepce), ktery byva v odpadnich
vodach ptitomen v koncentracich v rozmezi 10 ng:1™" az 20 ng1™ [35]. Skute¢né mnozstvi
zavisi na pouzité antikoncepci, stafi, na etap¢ menstruace, t€hotenstvi a také na rase.

Dal$im zdrojem estrogennich latek jsou také hospodatska zvirata (napt. ovce, kravy,
prasata). Ta vylucuji estrogeny riznymi cestami, avSak pfevazné stolici (prasata) a moci
(driibez). Mnozstvi vyloucené za den zavisi na druhu zvifat, rase, pohlavi, staii jedince a
reproduk¢énim stavu. Je znamo, ze zvirata zpravidla vylouc¢i 300 — 550 mg~den'1 estrogennich
latek (skot napfiklad priméme vyloudi 25 az 400 mg-den™) [8, 36].

Estrogeny, které jsou obsazeny ve splaskové vodé, predstavuji vyznamny estrogenni
vstup do vodniho prostfedi. Patfi sem vSak také estrogeny z pfirodnich zdroja, které jsou
nepiimo vypoustény do vodnich zdrojii a proto se v ni mohou vyskytovat latky:

e rostlinného ptivodu — fytoestrogeny (napf. Cervena vinna réva, obilniny, ryze, jahody,
rybiz, ¢esnek, celozrnné pecivo,

e antropogenni puvod — zdroje z vyrobnich procesi, piikladem je vyroba plastd,
pesticidi a  detergentt  nebo  zodpadni  produkty pii  vyrobnich
procesech [10, 34, 35, 36].

Vztah existujici mezi zdroji estrogennich latek, jejich vstupem a distribuci do pfirody, je
zobrazen na obr. 11. Ackoliv se estrogenni latky znaéné adsorbuji na sedimenty a pidni
Castice, soucasné zustavaji dostatecné¢ dlouho mobilni na to, aby se mohly stat zdroji
kontaminace vody. Silnou afinitu k sedimentim vykazuji napfiklad alkylfenoly, podstatné
slabsi estrogenni steroidy. Koncentrace estrogennich latek v podélném profilu vodnich toki
klesa po proudu, a to s rostouci vzdalenosti od vyutsténi odtoki z COV. Tato skuteénost je
déna nejen nafedénim a promichanim vyc¢isténé odpadni vody s povrchovou vodou, ale také
pokracujicim rozkladem nekterych estrogennich latek, ptipadné jejich sorpci na tuhé Castice.
Koncentrace se rovnéz méni s ¢asem, coz pravdépodobné souvisi s proménlivymi srazkami,
dale s kolisanim kvality i pritoku vypousténé vody z COV, s teplotnimi zménami apod.
moktadnim ekosystému byl shledan vétSi ubytek estrogenniho potencidlu nez na stejné
dlouhém tseku v fece [37].

Chovani a osud téchto analytd v Zivotnim prostiedi zavisi na jejich fyzikalné
chemickych vlastnosti a na environmentalnich vlastnostech Zivotniho prostiedi.
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Obr. 11: Kolob¢h latek v ptirodé [38]

2.7 Fyzikalné chemické vlastnosti hormonu

Do jednotlivych tabulek jsou shrnuty fyzikalné-chemické vlastnosti standardii
sledovanych hormonalnich latek:

Molarni hmotnost Mr,

teplotu tani,

polocas rozpadu (t15),

rozpustnost ve vodé pti 20°C,

hustota pii 25°C (pzs),

rozdélovaci koeficient oktanol-voda Kow — lze z ného usuzovat na polaritu slouceniny
a na jeji rozpustnost ve vodé. Hodnoty Kow se uvadéji ve formé dekadického
logaritmu; plati, ze ¢im je log Kow mensi, tim je latka polarnéjsi [39],

e kysela disociacni konstanta K, — na hodnoté K, zavisi, zda se sloucenina bude
vyskytovat v neutralni nebo iontové forme. Chovani téchto forem je odlisné. Hodnoty
Ka jsou vyjadifovany ve formé zaporného dekadického logaritmu pak [39].



Pouzité zdroje: [7, 13, 15, 17, 25, 28, 40, 41, 43, 44, 69, 70]

Tabulka 1: Souhrnna tabulka fyzikalné chemickych vlastnosti standardi
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Nazev
17a-Ethynylestradiol Estron Estriol 17a- Estradiol Mestrol 19-Norethindron Progesteron Diethylstilbestrol
Zkratka EE2 E1 E3 E2 MES NOR PROG DES
CAS &islo 57-63-6 53-16-7 50-27-1 50-28-2 72-33-3 68-22-4 57-83-0 56-53-1
Sumarni
C20H2402 C18H2202 C18H2403 C18H2402 CZlHZGOZ CZOHZGOZ C21H3002 ClSHZOOZ
VZorec
M [g-mol1] 296,413 270,375 288,39 272,382 310,44 298,419 314,47 268,359
Teplota tani
ep ["E tani 182 — 183 2602 288 178 — 179 153 - 155 205 — 206 126 1705
t1/2 [hod.] 36413 19 05 ~13 6—20 -4 35-55 17
pKa [] 10,2 10,5 10,4 10,7
41
log Kow[-] e 3,13 2.45 3,94 467 2,97 3,87 5.07
p2slg-cm?] 121 1,236 1,27 1171 1,22 12 117 1,107
R t t
0Zpustnos 48 13 13 13 0.3 7 8,81 12
[mg-11]
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2.8 Metody analyzy steroidnich latek

Je tieba rozliSovat mezi analytickym stanovenim jednotlivych latek a stanovenim jejich
celkovych estrogennich Uc¢inkt. Analytické metody pro stanoveni endokrinnich disruptort ve
vodach jsou zalozeny na izolaci latek ze vzorku (vétSinou se pouziva extrakce tuhou fazi) a
jejich nasledném stanoveni vhodnou chromatografickou technikou, jakou je vysokouéinna
kapalinova (HPLC) nebo plynova (GC) chromatografie. Tyto metody umoziuji identifikaci a
kvantifikaci latek estrogenniho charakteru, avSak pro posouzeni estrogenity se jevi jako
vhodnéj$i metody vyuzivajici biologické metody, které stanovi estrogenni aktivitu
vzorku [37].

2.8.1 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy
vzorku, pii které se analyt rozdéluje mezi dvé faze, stacionarni a mobilni. Mobilni faze unasi
separované latky prochazejici pfes fazi stacionarni, ve které mohou byt slozky vzorku
zadrzovany. Mira tohoto zadrZeni ovliviiuje dobu setrvani slozky v koloné a tak dochazi
k separaci latek.

HPLC se pouziva k separaci smési latek, které jsou netékavé nebo malo tckavé,
termicky labilni, latek iontové povahy a latek vysokomolekularnich. Pomoci ni 1ze separovat
slou€eniny jak poléarni, tak i nepolarni, a to vhodnou volbou charakteru stacionarni a mobilni
faze [69, 70]. Pracuje se za vysokého tlaku (az nékolik desitek MPa), s cilem zajistit
dostatecny pritok, ktery je zajistén vysokotlakym cerpadlem. Kolona naplnéna staciondrni
fazi je schopna vydrzet vysoké tlaky, coz je zde nezbytné.

Pomoci pocitace je fizen separacni proces; do pocitace se také ukladaji data po vystupu
z detektoru. Prvnim krokem je pfiprava mobilni faze, kterou je tfeba odplynit. Poté se mobilni
faze davkuje do systému pomoci Cerpadla, které vytvoii potfebny gradient. Vzorek se do
systému davkuje pomoci davkovaci smycky nebo automatického davkovace. Do systému
byva zatazena predkolona, ktera ma za kol zabranit pfipadné kontaminaci kolony ze $patné
vycisténych vzorkid. K samotné separaci dochédzi na koloné, na jejimZz vystupu je umistén
detektor [69].

Schéma kapalinového chromatogramu je zobrazeno na obr. 12. V kapalinové
chromatografii se pouziva cela fada detektorti. Hmotnostni detektor se vyznacuje vysokou
selektivitou a citlivosti, ktera je vhodna k identifikaci chromatograficky separovanych latek.
Vzorek je analyzovan diky separaci iontti podle poméru hmotnosti a naboje (m/z).

davkovac

Zpracovani
dat

kolona

detektor [~-..

termostat Sea | |

Obr. 12: Schéma HPLC - upraveno [49]

pumpa
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2.8.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je separacni metoda, ktera je vhodna pro analyzu latek
s piijatelnou tékavosti a tepelnou stabilitou. V nékterych piipadech lze slouceniny
nevyhovujici t¢émto pozadavkam upravit derivatizaci, tj. chemickou zménou analytu.

Vzorek se nastiikuje do proudu nosného plynu (mobilni faze), kde dochazi k jeho
zplynéni a dal je unaSen do kolony (se stacionarni fazi). Nejdulezit€jSim separa¢nim
mechanismem je rozpousténi separovanych latek v kapalné stacionarni fazi (GLC — Gas
Liquid Chromatography) nebo jejich adsorpce na pevné stacionarni fazi (GSC — Gas Solid
Chromatography). Po pruchodu kolonou jsou separované latky detekovany na detektoru a
ziskané chromatogramy jsou ukladény a vyhodnocovany vhodnym programem na
pocitaci [50].

Vyhodou této techniky je jednoduché a rychlé provedeni analyzy, u¢inna separace latek
a malé mnozstvi vzorku potfebné k analyze. Na obr. 13 je schéma usporadani plynového

chromatografu.

vzorek vystup plynu do atmosféry
| 4 signal detektoru
—ﬂ—@—n— 4[@
. s 9 N N N vyhodnocovaci
E N\ zarizeni
:. davkovac& kolona detektor
E] regulagni
El systém
S termostat

- \ Cistici zafizeni

zdroj nosného plynu

Obr. 13: Schéma plynového chromatogramu [51]

Jako nosny plyn se nejcastéji pouzivaji helium, vodik, dusik nebo argon. Jeho pritokova
rychlost musi byt optimalizovana tak, aby bylo dosazeno nejlepsiho rozdé€leni latek na kolong,
tj. aby nedoSlo k rozmyti zon separovanych latek. Pii volbé nosného plynu se uvazuji
nasledujici faktory: viskozita, u¢innost, Cistota, inertnost a cena plynu.

K regulaci vstupniho tlaku 1 pritoku nosného plynu se vyuziva regulacni zatizeni, které
zajiStuje vhodny pritok plynu kolonou a nésledné detektorem, a to bez ohledu na typ nosné¢ho
plynu, teplotu a rozméry kolony. Tlak se nastavuje podle typu plynu a rozmérit kolony a
teploty.

Injektor, nebo-li nastiikovy blok, je mistem vstupu analyzované latky do GC. Po
nastiiku vzorku dochazi k rychlému odpateni vzorku, protoze injektor je vyhfivan na vysokou
teplotu. Plynny vzorek je dale unaSen nosnym plynem na kolonu. Aby nedochédzelo ke
kontaminaci injektoru, je v ném umisténa sklenéna vlozka (liner), kterou lze v ptipadé
znecisténi snadno vymeénit. Linery se 1isi svym tvarem podle toho, k jakému zptisobu nastfiku
jsou pouzity [51, 52].

V plynové chromatografii se pouzivaji kolony napliiové nebo kapilarni, které jsou
umistény v termostatu. Naplnové kolony jsou trubice o primeéru 2 az 5 mm a délce od desitek
centimetri az po né€kolik metri. Kolony obsahuji adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou
kapalnou fazi a jsou vyrobeny bud’ z nerezové oceli, nebo ze skla. Kapildrni kolony se
vyrabéji z oxidu kfemicitého o vysoké Cistote a jsou potazeny polyimidem (z divodu udrzeni
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pevnosti a pruznosti). Kolony maji pramér nez 0,1 — 0,53 mm a jejich délka se pohybuje
vétsinou od 10 do 100 metrt. Stacionarni faze je deponovana na vnitinim povrchu kapilary ve
formé tenkého filmu kapaliny nebo tenké vrstvy adsorbentu [51].

2.8.3 Ultraidinna kapalinova chromatografie (UPLC)

Ultrata¢inna kapalinova chromatografie — U(H)PLC je novou variantou v oblasti
kapalinové chromatografie. Vysoké separacni ucinnosti je dosazeno zmensenim velikosti
¢asteCek naplné kolon, coz vyvolava potiebu velmi vysokych tlaki k dosazeni potifebného
prutoku mobilni faze. To pfinasi fadu vyhod v porovnani se standardni HPLC technikou:

Krat$i doba analyzy = vyss$i prichodnost vzorki,
sniZzeni nakladd (mensi spotfeba HPLC rozpoustédel),
zvysend separacni ucinnost,

sniZzeni meze detekce; zvySeni citlivosti,

vice kvalitnich informaci [53].

2.8.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Jedna se o ucinnou identifikacni metodu zalozenou na interakci iontl s elektrickym a
magnetickym polem. Je Siroce vyuzivana k feSeni analytickych problému v organické chemii,
biochemii i pfi analyze anorganického materialu.

Vystupem je hmotnostni spektrum, coz je dvourozmérny graf zévislosti intenzity
namétfeného signalu (osa Y) na poméeru hmoty a naboje m/z (osa X).

Z neutralnich molekul nebo prvkil se viontovém zdroji vytvafi ionty, které se pfi
prebytku vnitini energie ziskané pfi ionizaci dale $tépi (fragmentuji) na fragmentové ionty,
radikdly a neutrdlni Castice. Nabité ¢astice (molekuldrni a fragmentové ionty) jsou potom
separovany v analyzatoru podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a nakonec ptechdzi do
detektoru.

Pro uspéSnou realizaci je nezbytny vakuovy systém, ktery zajiStuje udrzeni
dostatecného vakua v systému tak, aby nedoslo ke sraZce iontu s jinou ¢astici béhem celé jeho
cesty hmotnostnim spektrometrem.

lon vznikly ionizaci celé molekuly poskytuje informaci o molekulové hmotnosti
analyzované slouceniny. lonty fragmentované poskytuji informaci o jeji struktuie. Tato
technika je vyuzivana nejen anorganické prvky a slouceniny, ale také pro organické molekuly.
V soucasnosti je hmotnostni spektrometrie nejpouzivanéjsi spektrometrickou technikou. Byva
ve spojeni jak s kapalinovou, tak také s plynovou chromatografii [51].

2.8.4.1 loniza¢ni techniky
A. Elektrosprej (Electrospray lonizacion —ESI)

Radi se mezi mékké ionizaéni techniky. Elektrosprej (viz. obr. 14) je predev$im vhodny
pro stfedné polarni az iontové slouceniny, pro mnohonasobné nabité ionty a biopolymery.

Ionizace probiha za ptitomnosti silného elektrostatického pole za atmosférického tlaku.
Eluent z chromatografické kolony je pfivadén do iontového zdroje vodivou kovovou
kapilarou, na kterou je vloZzeno vysoké napéti (obvykle 3 — 5 kV). Pasobenim elektrického
pole a za podpory zmlZovaciho plynu dochazi na konci kapilary ke vzniku mikrokapicek,
kter¢é nesou povrchovy naboj. Vlivem odpafovani rozpoustédla se zvySuje hustota
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povrchového naboje, coz se projevuje tzv. coulombickymi explozemi, pti nichz nakonec
dochazi k postupnému pievedeni iontii z kapalného do plynného stavu. Touto technikou
vznikaji tzv. kvazimolekularni ionty. Po ionizaci postupuji ionty do hmotnostniho
analyzatoru, kde dojde k jejich separaci. Poté jsou pfevedeny do detektoru [54, 55].

Vyparovani Zbytkovy naboj

R lonty
= v Vystup z HPLC
ZmlZovaci plyn
\

i -
Eluent S ._:_: Susici plyn
J\/l-

Obr. 14: Elektrosprej (ESI) [56]

B. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical
lonization — APCI)

Chemické ionizace za atmosférického tlaku patii mezi mékké ionizacni techniky. Je
vhodna pro stfedné polarni i nepolarni latky.

Usporadani APCI (obr. 15) je podobné ESI, avsak na kapilaru neni vlozeno vysoké
napéti. V iontovém zdroji je umisténa vybojova jehla (elektroda), na kterou je vloZzeno vysoké
napéti (3 — 4 kV). Na konci kapilary dochazi k rozpraseni eluatu zmlzovacim plynem a
vznikly aerosol je odpafen v kratké vyhtivané zoné pii vysoké teploté. Na jehle dochazi
v disledku vlozeného vysokého napéti ke vzniku koronového vyboje, kterym jsou nejdiive
ionizovany molekuly odpafené¢ mobilni faze (jsou Vv prebytku oproti mnozstvi analytu) a
nasledn¢ jsou ion-molekularnimi reakcemi reakéniho plynu (tj. ionizovanych molekul mobilni
faze) ionizovany molekuly analytu. Vzniklé ionty jsou elektrodami usmérnény do vstupni
kapilary ptes protiproud suSiciho plynu (dusik), ktery slouzi k rozbiti ptipadnych kovalentnich
klastrti [55, 56]. Po ionizaci se ionty dostanou do hmotnostniho spektrometru, kde dojde
k separaci a nasledné k jejich detekci.

Vystup z HPLC

Rozprasovac
_— P

ZmlZovaci plyn R

Odpafovac

/

Susici plyn

.:::-’.c. /

Kapilara

Vybojova
jehla

Obr. 15: Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [56]
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C. Fotochemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Photoionization — APPI)

Patii mezi méckké ionizac¢ni techniky. Je pouzitelnd pro nepolarni nebo labilni
slouceniny. Usporadani APPI (obr. 16) je podobné APCI, avSak misto vybojové jehly je tam
UV lampa.

Jako zdroj UV zafeni se pouziva kryptonova vybojka s energii fotont 10 eV. Tato
energie je v&tsi neZ ioniza¢ni energie (1E) nepolarnich organickych molekul, ale mensi nez IE
slozek mobilni faze (methanol, acetonitril, voda) nebo vzdusného kysliku; proto dochazi k
selektivni ionizaci analytl a nikoliv mobilni faze. Na rozdil od ESI a APCI zde bézn¢ vznikaji
ionty s lichym poc¢tem elektroni.[55, 56].

Vystup z HPLC

Rozprasovac
- P

ZmlZovaci plyn

Odpaiovac

/

//.
UV lampa /

Kapilara

Obr. 16: Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [56]

2.8.4.2 Analyzatory
A. Sféricka iontova past (3D-I1T — Spherical lon Trap)

Sféricka iontova past (obr. 17) uzavira radiofrekvencniho elektrického pole ionty
V ohrani¢eném prostoru. Skladd se ze vstupni a vystupni elektrody kruhového prifezu a
z prstencové elektrody, na kterou je vkladano vysokofrekvenéni napéti s riznou frekvenci a
proménnou amplitudou. Iontova past pracuje v cyklech:

1) Otvorem ve vstupni kruhové elektrode jsou piivadény ionty, napt. z elektrospreje.
Béhem této operace je na prstencovou elektrodu vkladano stiidavé napéti o malé
amplitud¢, aby piitomné ionty o Sirokém hmotnostnim rozsahu byly udrZzovany na
stabilnich uzavtenych kruhovych drahach.

2) Amplituda stifidavého napéti na stfedové elektrodé je zvySovana. S jeji rostouci
hodnotou jsou postupné ionty s rostoucim m/z vypuzovany z pasti a pfes otvor
vystupni elektrody jsou vedeny do detektoru.

Cyklickym rezimem se rozumi, Zze dochézi k napousténi iontl do IT a uchovani iont
Vv IT; nasleduje jejich sken. Do pasti se také zavadi helium jako tzv. tlumici plyn, ktery tlumi
oscilace a tim dochazi ke zlepSeni zachytu iontt.
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V pasti mize byt rovnéz izolovan zvoleny ion (prekurzor), jemuz je pak kolizni aktivaci
dodana energie, kterd vyvola jeho fragmentaci. Vzniklé produktové ionty mohou byt bud’
skenovany, nebo z nich mize byt izolovan prekurzor dals$i generace atd. Na sférické iontové
pasti Ize realizovat tandemovou hmotnostni spektrometrii s vice stupni (MS") [55, 56, 57].

Kryci o
elektroda —— Tontovy zdroj
~= Vstup iontu
Prstencova
elektroda

— Qdchod ionti

Kryci . ==
elektroda
B +————— Detektor

Obr. 17: Schéma iontové pasti [57]

B. Kvadrupoélovy analyzator (Q — Quadrupole)

Analyzator je tvofen Ctyfmi paralelnimi tyCemi kruhového nebo hyperbolického
prafezu, na néz je vkladano napéti. Ionty jsou ptivadény do stiedu osy kvadrupolu a za¢nou
oscilovat v roviné kolmé na tyce. V dany Casovy okamzik, a to pro uréity pomér napéti a
amplitudy U/V (tzn. stifidavé elektrické pole), jsou oscilace stabilni pouze pro ion s urcitou
hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se na detektor. VSechny ostatni ionty jsou
zachyceny na tycich kvadrupdlu. Plynulou zménou (skenovanim) hodnot stejnosmérného
napéti U a amplitudy V (jejich pomér zlstavad konstantni) jsou postupné propustény na
detektor vSechny ionty (jedna se vlastné o hmotnostni filtr). Skenovanim jsou propoustény
postupné vSechny ionty z pozadovaného rozsahu spektra [58]. Zménou vkladaného napéti je
mozZné nechat ionty, a to v celém rozsahu m/z postupné projit filtrem.

C. Priletovy analyzator (TOF — Time of Flight)

Jedna se o nejjednodussi analyzator, tvofeny evakuovanou trubici. Ionty jsou urychleny
(elektrickym polem v faddech jednotek voltl) najednou; maji stejnou kinetickou energii.
Charakteristickymi vlastnostmi tohoto analyzatoru jsou teoreticky neomezeny rozsah m/z a
vysoka propustnost iontil, coz je predpokladem vysoké citlivosti a velmi kratka doba
zéznamu (~ 10™ ).

Prtletovy analyzator vyzaduje pouziti iontového zdroje pracujiciho v pulsnim (napt. EI,
MALDI) nebo v kontinualnim rezimu. Pro kazdy puls je vzdy zaznamenano celé
spektrum (neskenuje se).

Ionty vstupuji z iontového zdroje do vakuované trubice bez silového pole. K rozd€leni
iontl dochézi na zakladé rizné doby letu iontl z iontového zdroje na detektor. lonty s nizsi
hmotnosti (m/z) maji vétsi rychlost letu a dopadaji na detektor diive nez ionty s vétsi
hmotnosti. Ionty o stejné energii nebo o stejném impulsu maji rychlosti zavislé na hodnotach
efektivni hmotnosti m/z. Uspoiadani s reflektronem (zdvojnasobuje drédhu letu ionti)
umoziuje lepsi rozliseni [55, 59].
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2.8.4.3 Detektory v hmotnostni spektrometrii

Detektory v hmotnostni spektrometrii 1ze, podle zptisobu detekce, rozdélit do dvou skupin:

a) primd meéreni — detekuji elektricky proud vznikajici pfimym dopadem stanovovanych
iontt. Jsou nezbytna pro urceni piesného izotopového zastoupeni prvkia napriklad pfi
zjiStovani stafi hornin. Jsou obvykle souc¢asti specializovanych systémi vyrobenych
na zakazku.

b) Ndsobicové detektory — vyuzivaji efekt nasobeni elektront uvolnénych z prvni
konverzni dynody po dopadu iontd. Jsou nej¢astéji pouzivanym typem hmotnostnich
detektord. Jsou schopny poskytnout méfitelny signal pro jednotlivé ionty [51].

2.8.4.4 Vakuovy systém

Kuspésné analyze pii hmotnostni spektrometrii je zapotiebi dostate¢né kvalitni
vakuum; vyhradné se pouziva dvoustupiiovy vakuovy systém. Prvni stupen je tvofen rotacni
vyvévou a druhy stupen je zajistén difuzni vyvévou nebo turbomolekularnim cerpadlem.

2.9 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE je z anglického slov Solid Phase Extraction) je jednostupniova
metoda rozdéleni analytu mezi dvé nemisitelné faze, z nichZ jedna je tuha. Je to proces
Separace a zakoncertovani, vhodny pro stopovou analyzu anylytd izolovanych
z environmentalnich vzorkl. Jedna se o jednoduchou metodu umoziiujici rychlou a Gplnou
izolaci analytu od matrice. Pfi této metod¢ se analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapalné.
Interakce analytu stuhou fazi musi byt silngjsi nez s kapalnou fazi, ve které je analyt
rozpustény. Optimalizace prekoncentraéniho procesu spoc¢iva v optimalizaci ukazatell
ovlivilyjicich retenci analytd, tj. hmotnost tuhé faze (sorbentu), objem analyzovaného vzorku,
pH vzorku, koncentrace analyti ve vzorku a faktorti ovliviiujicich eluci analytti (objem
eluéniho ¢inidla, eluéni sila rozpoustédla a rychlost provadéné eluce). Tuhd faze se plni do
kratkych kolonek, tzv. cartridge (obr. 18).

Metoda SPE nasla pouZiti v environmentalni analyze stopovych necistot v ovzdusi,
vod¢ i pude (stanovovani PAU, PCB, pesticidy, latky biochemického ptivodu). Rovnéz se
pouzivéa ve farmacii, klinické chemii, toxikologii i potravinafstvi. M4 fadu vyhod, mezi néz
patii rychlost, selektivita, citlivost, dobra opakovatelnost, moznost automatizace, snadné
spojeni s fadou analytickych metod a finan¢ni dostupnost. [60, 61, 62].

== Olsly"HiB«Cortridge - |

Obr. 18: SPE kolonka [63]

2.9.1 Metody SPE

Pii metod¢ SPE spojené¢ s HPLC lze tuto metodu realizovat dvojim zptisobem, a to
Vv médu off-line (nepifimo) nebo v mdédu on-line (pfimo).
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On-line SPE je automatizovana metoda. Sorp¢ni kolonka, kterou Ize pouzit jen jednou,
je pfimo napojena na kolonu LC, coz vede k mensi manipulaci se vzorkem a soucasné se
zvysi detekéni limit celé metody.

Pti off-line SPE se pouziva maléd kolonka z plastu nebo ze skla, kterd je z malé casti
naplnéna sorbentem. Samotné provedeni SPE se sklada ze 4 krok, viz obr. 19:

A. Priprava (kondicionovani) sorbentu — pfed nanesenim vzorku je zapotiebi se ujistit,
zda byla tuha faze v kolonce smocend, aktivovana. Kolonka muze byt promyta
riznymi organickymi rozpoustédly (methanol, acetonitril a jiné). Je snaha docilit
maximalni sorpcni kapacity.

B. Davkovani vzorku (retence) — analyt se sorbuje na stacionarni fazi. Pratok by
nem¢l byt pfilis rychly.

C. Promyvani — slouzi k odstranéni balastnich slozek matrice ze sorbentu tak, aby

nebyly vyplaveny sledované slozky analytu. Pouzivaji se rozpoustédla, ve kterych
neni analyt rozpustny.

D. Eluce (vymyvani) — jedna se o selektivni desorpci a zachyt pozadovaného analytu
do sbérné naddoby. Volba rozpoustédla mize zaviset 1 na analytické technice.

Pro zakoncentrovani se vzorek vysusi pod dusikem a rozpusti se v ur€itém mnozstvi
vhodného rozpoustédla [64]. Nejcast&ji byly pouzivany SPE kolonky HLB nebo Cig 0d
ruznych vyrobcu.

0 o

A - kondicionace @ Analyty
B - Davkovani vzorku i I’-leéi:;tlgzt'v;
C - Promyvani -
D - Eluce

Obr. 19: Schéma off-line modu [65]
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2.10 Porovnani analytickych postupt

MozZnosti stanoveni steroidnich hormonti jsou shrnuty do tabulek 2 a 3.

Z publikovanych praci vyplyvd, Ze pro stanoveni steroidnich hormoni mohou byt
pouzity rtzné analytické metody, napiiklad plynovd chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (GC/MS), kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS),
ultrat¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (UPLC/MS).

2.10.1 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii jednostupfiovou nebo
tandemovou je povazovana za standard pro stanoveni steroidnich hormont. Jedna se o velmi
specifickou metodu s dobrou separaci, ktera je vhodna k analyze vétsiho poctu steroidnich
hormont. Nicméné tato technika vyzaduje slozité a casové naro¢né tipravy vzorku, vcetné
derivatizace [66, 67].

2.10.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Pro stanoveni hormont je vhodna metoda kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (bud’ jednostupniovou, nebo i tandemovou), naptiklad s vyuzitim sférické
iontové pasti. Od GC/MS se lisi vyraznym zplsobem; LC/MS nevyZaduje t€kavost analyti a
proto Ize béhem analyz pouzivat nizsi teploty. Vyhodou je také pouziti kapalné mobilni faze.
Derivatizace vzorku neni v§eobecné nutnd, ackoliv mizZe byt v n€kterych ptipadech prospésna
pro zlepSeni chromatografického rozliSeni a pfedevSim citlivosti. Rovnéz mize usnadnit
ionizaci nékterych funkc¢nich skupin metabolitd, které by byly jinak pomoci ESI-MS
nedetekovatelné. Navic je LC/MS vysoce vykonna, s dostatenym dynamickym rozsahem,
neni specificka pro konkrétni tfidy sloucenin a muze byt extrémné citliva [58, 73]. Pii spojeni
LC/MS se pouziva nejen ionizace ESI s analyzatorem iontové pasti, ale také trojity kvadrupol
(QqQ) ve spojeni LC/MS/MS [74].

V hmotnostni spektrometrii se jeSt¢ aplikovana metoda LC/MRM/MS. MRM
nazvoslovi (Multiple Reaction Monitoring) jeSt¢ neni sjednocené a miiZze byt rovnéz
publikovano pod nazev SRM (Selected Reaction Monitoring). Metoda pracuje 1 ve spojeni
s analyzatorem typu trojitého kvadrupolu.

Vyuziva se predevsim V oblasti farmacie, analyzy zivotni prostiedi, geologie atd. MRM
je doporucovana pro stanoveni nizkomolekularnich latek [68].
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Matrice Studované Objem Uprava vzorku Extrakéni metoda Mobilni faze Analyticka Zdroj
estrogeny vzorku [ml] metoda
Filtrace ptes GF/C H,O:ACN a
SPE-HLB (250 mg)
Odpadni voda El, aE2, EE2,E3 1000 sklenénd vlakna 1,2 pm TEA ve vodé LC-ESI(-)-MS-MS [69]
SPE-EDS-1 (500 mg)
pH 3,5-5,0 (pH 12,2)
Podzemni voda, pH 3,0 + 50 ml LC-ESI(-)-MS
. E1, E3, EE2, DES 50 o SPE-HLB (60 mg) [70]
Odpadni voda Deioniz.vody LC-APPI-MS
o El, oE2, EE2, E3, Filtrace pfes nylon filtry H,O (pH 2,8) a
Ri¢ni voda 350 SPE-HLB (500 mg) LC-ESI(-)-MS [70]
DES 0,45 um ACN
SPE-C;s BAKER (40 pm)
El, aE2, EE2, E3,
, SPE-PLRP-S (15-25 um)
Odpadni voda MES, DES, NOR, 200 Filtrace 0,45 um H,O:ACN LC-DAD [71]
SPE-HLB (30-60 pm)
PROG
HySphere (5-15 pm)
Mo¢ DES, PROG 20 SPME ACN:MeOH LC-DAD [72]
El, aE2, EE2, E3, ) H,0:MeOH nebo
Odpadni voda Filtrace GF/D 2,7 um SPE C.3 BAKER (1 g, 6 ml) LC-ESI-MS [73]
MES H,O:ACN
Odpadni voda, Filtrace 0,45 um HVLP LC-ESI(-)-MS-MS
i El, oE2, EE2, E3 1000 . SPE Cy3 IST (15 ml, 29) H,0:ACN [74]
povrchova voda filtr UPLC-MS-MS
Odpadni voda El, aE2, EE2, E3 1000 Filtrace GF/C SPE tCy; (500 mg/6 cm®) ACN:MeOH LC-ESI(-)-MS-MS [75]
Odpadni voda, 500-800 ) .
. E1l, EE2, E3 Filtrace GF/B 1 pm SPE-HLB (200 mg/6 cm®) H,0:ACN UPLC-MS [76]
Ricni voda 1000
E1, E3, EE2, MES, . LC-ESI(-)-MS-MS
Odpadni voda Filtrace SPE-HLB [77]
PROG, NOR GC-ESI-MS
. SPE-HLB 25 pm LC-ESI-MS-MS
Odpadni voda El, oE2, EE2, E3 > 1000 Filtrace 0,45 pm = H,O:ACN — [78]
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Tabulka 3: Moznosti stanoveni steroidnich latek analytickou metodou HPLC a GC (pokracovani)

. Studované Uprava Extrakéni Analyticka
Matrice Stacionarni faze Zdroj
estrogeny vzorku metoda metoda
3 . Kolonky Si, NH, Kapilarni kolona: 5% fenyl, 95% kiemenné sklo
Odpadni voda El, aE2, EE2, E3 Filtrace GC-El-(-)MS-MS [79]
(100 mg, 1 ml) (BPX-5 25 m x 0,22 mm X 0,25um)
Odpadni voda, . Kapilarni kolona:
) El, aE2, EE2 Filtrace SPE GC-MS [80]
povrchova voda DB5-MS (60 m x 0,32 mm x 0,25 um)
Kapilarni kolona: 5% difenyl, 95%
El, aE2, EE2, E3, . SPE-HLB (500 . .
Odpadni voda Filtrace dimetylpolysiloxan (DB-5HT 15 m) s ochranou GC-MS [66]
PROG, MES mg, 6ml) .
dlohou 1 m pokrytou polysiloxanem
Filtrace GF/F | SPE: ENVI™-18 _
i Kapilarni kolona:
Odpadni voda El, EE2, E3 (0,45 um), HLB Cjz (500 mg, GC-MS [81]
DB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
pH 4,5 6 ml)
Mo¢ EE2, NOR, DES pH 5,2 SPE C18 Kapilarni kolona: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm GC-(El)-MS [82]
Odpadni voda, .
i El, aE2, EE2 Filtrace SPE DB5-MS (60m x 0,32mm x 0,25 pm) GC-MS [83]
povrchova voda
i Filtrace GF/F SPE-HLB .
Povrchova voda E1, E2, DES Kapilarni kolona: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm GC-MS [37]
0,7 pm (500 mg, 6 ml)
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2.11 Priprava a zpracovani vzorki odpadni vody

2.11.1 Odebirani vzorka

Spravny zplisob odbéru vzorku je zékladni podminkou pro uspésné provedeni vSech
potiebnych zkousek (analyz), kterym ma byt vzorek podroben. Ucelem je ziskat spravné
vysledky, protoze chybné provedeny odbér vzorku miize byt ptfi¢inou zkresleni vysledkd,
piipadné miize dojit az k iipInému znehodnoceni vysledku analyzy.

Vzorek je ¢ast materidlu, ktery mé byt analyzovan; zdkladnim pozadavkem pro jeho
odbér je, ze by mél byt reprezentativni. Znamena to, Ze reprezentativni vzorek musi obsahovat
vSechny slozky ve stejném hmotnostnim nebo objemovém poméru, v jakém jsou zastoupeny
ve zkouSeném materidlu. Tento vzorek se postupné zpracovava, az vznikne analyticky
vzorek [83, 84].

2.11.2 Odbéry vzorku odpadnich vod

Odebrat reprezentativni vzorek odpadni vody je velmi obtizné. Problém spoc¢iva zejména v
jeji nehomogenité. Je nutno brat v ivahu také tu skutecnost, Ze slozeni odpadni vody kolisa v
Case a prostoru. Pfi sestavovani programu vzorkovani je vzdy nutné definovat, co maji vzorky
reprezentovat [84].

Typicka mista odbérti vzorktl odpadni vody jsou piitok a odtok z COV [85]. Cetnost
odbéru rozhoduje o reprezentativnosti vzorku v ¢ase. Rozsah Cetnosti vzorkovani miize byt
od jednorazového odbéru az po automatickou stanici (vzorkovac) s kontinudlnim métenim a
automatickym odbérem vzorkt. Pfi urCeni Cetnosti a pfipadné i doby odbéru jakychkoliv vod
je nutno piihlizet ke kolisani slozeni, ktera se mohou ménit v disledku rtiznych vliva [87].

Vzorkovani na p¥itoku COV

Odpadni voda na pfitoku je zna¢n€¢ nehomogenni médium. Zejména to plati v piipadé,
je-li vice ptitokt rizné kvality; potom se musi vénovat vétSi pozornost vybéru vhodného
mista pro odbér vzorkd. Toto pravidlo plati pro odbér rucnim i automatickym
vzorkovacem [85].

Vzorkovani béhem procesu ¢isténi OV

V tomto pfipadé€ je ¢asto vyuzivan smésny vzorek, avsak jeho analyzou se ziskaji pouze
udaje o pramérnych hodnotach parametrti v daném dni [85].

Vzorkovani na odtoku z COV

Voda na odtoku z COV je uZ prakticky &ista, a proto je odbér vzorki totozny s odbérem
tekoucich povrchovych vod. Problém mize byt pouze u malych COV, kdy z nich odtéké
proménlivé mnozstvi vody [85].

Technické vybaveni

Pti odbéru vzorkii odpadnich vod se nejCastéji pouzivaji predem vycisténé sklenéné
nebo plastové vzorkovnice, u kterych dochéazi k nejmensim ztratdm 1é¢iv adsorpci na jejich
stény. Metody pro €isténi vzorkovnic jsou podobné jako pii odbéru vzorka povrchovych vod.
Pokud odebrané vzorky na odtoku z COV obsahuji zbytky chloru, pfidava se k jejich
odstranéni do vzorkovnic Na;S;03; [84]. Pii piepravé se Stitkem oznacené vzorkovnice
ukladaji do transportnich beden specialnich brasen, opatienych piihradkami. Je tfeba také
zajistit, aby pfi prepravé nedoslo ke kontaminaci vzorkii. Pfeprava by méla byt co mozna
nejrychlejsi [86].
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2.11.3 Uprava vzorku pi¥ed extrakci

Cilem upravy vzorku je vytvofit vzorek, jehoz fyzikalni a chemické vlastnosti budou
vhodné pro naslednou extrakci a analyzu. Vzorky se musi zpracovat maximaln¢ do 48 hodin
po odbéru; do doby analyzy vSak musi byt skladovany pii 4 °C. Pii skladovani vzorka déle
nez jeden tyden by mohlo dochazet k degradaci, napiiklad jak je tomu u estradiolu (E2) a
estriolu (E3) [89].

Filtrace: vzorky odpadni vody se ve vétSiné piipadu filtruji, protoze pevné Castice by
mohly ucpat SPE kolonky. Z tabulek 2 a 3 je patrné, ze vzorky byly vesmés filtrovany pies
GF (z anglického Glass fiber = sklenéna vlakna) filtry s rdznou velikosti pérd; pory byly
nejcastéji v rozmezi 0,45 — 1,2 um.

2.11.4 Extrakce — SPE

Pro SPE lze pouzivat kolony/disky obsahujici sorbent, na ktery se vazi piislusné
analyty. Po pfevedeni vzorku na kolonu/disk nasleduje eluce vhodnym organickym
rozpoustédlem. Dalsim krokem je zakoncentrovani extraktu a jeho vysuSeni pod dusikem do
sucha; odparek bude dale rozpustén ve vhodném rozpoustédle, kvantitativné pienesen do
vialek a takto pfipraven na analyzu [54].

2.12 Cistirna odpadnich vod v Bi-eclavi

V Bireclavi je vybudovéna jednotna stokova sit’, kterd odvadi odpadni vody z prevazné
asti mésta do méstské ¢istirny odpadnich vod (COV). Méstska COV byla vybudovana cca
pro 50 500 ekvivalentnich obyvatel (EO). Stokova sit’ je klasickd, vétvena, pritokova a pritok
je gravitacni.

Odpadni vody (OV) z mésta pfitékaji do COV pies odleh¢ovaci komoru, kde jsou
nasledn¢ zbavovany hrubého materidlu na Ceslich a v lapacich pisku. Hrubs$i pevné ¢astice se
odstraniuji priitokem OV pies lapaky Stérku, kde se vytézeny Stérk ukladd do kontejneru. Za
lapakem Stérku jsou umistény hrubé Cesle, odkud se zachytavaji nejhrubsi necistoty. Dale je
OV piecerpavana Snekovou cCerpaci stanici na dal$i hrubé predcisténi (Cesle, lapak pisku,
usazovaci nadrz). Na Cerpaci stanici navazuji jemné strojné stirané Cesle. Zachycené shrabky
jsou dopravovany na lis na shrabky. Voda z Cesli dale proudi do lapadku pisku, ktery je
provzdusinovan pomoci dmychadel a existuje zde i moznost ru¢né oddélit tuky a oleje, protoze
tato Cistirna je vybavena k separaci tuku. Nez je pisek ulozen do kontejneru, je jesteé
zpracovavan. Odpadni voda odtékd do usazovacich nadrzi (UN), kde je zachytavan primarni
kal a plovouci necistoty. Sedimentovany kal je pribézné stiran do kalové jimky a plovouci kal
se odvadi pomoci roury do jimky. Odsazena OV odtékd z UN do aktivacnich nadrzi (AN).

Odpadni vody natékaji do prvni komory selektoru, ktery je mozno provozovat jako
oxicky nebo anoxicky. Pritok OV je meandrovy a selektor je vybaven jemnobublinovymi
aeracnimi elementy, které jsou nainstalovany na ctyfech roStech s 54 kusy pryZovych
elementt (CiSténi membran se provadi 1x tydn€ po dobu 20 minut, kdy se zvys$i mnozstvi
nasavaného vzduchu pfipadajici na jeden rost). Ze selektoru odtéka voda do rozdé&lovaciho
objektu pfed AN: nejprve vtéka do anoxickych nadrzi, kde probih4 odstraiiovani fosforu,
dodatecnym davkovanim Preflocu (Fep(SOg4);. Samotné aktivaéni nadrze jsou vybavené
jemnobublinovymi aera¢nimi elementy. Aktivaéni nadrze pracuji jako nizko zatizené
s vysokym stafim kalu, ¢imz se dosahuje nitrifikace a vysokého stupné denitrifikace.
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Odsedimentovany kal je od¢erpavan do kalové komory a nasledné zpét vracen do aktivacnich
nadrzi.

Z aktivacnich nadrzi voda postupuje do dosazovacich nadrzi, kde dochazi k usazeni a k
oddé€leni aktivovaného kalu, ktery je bud’ vracen zpét do aktivacnich nadrzi, nebo se
zpracovava v ramci kalového hospodarstvi. Kal se zahustuje kontinudlné¢ v zahuStovaci
nadrzi a jako zahustény je odtahovan do jimky surového zahusténého kalu pied AN; kalova
voda se vraci zpét do procesu Cisténi.

Ptebytec¢ny biologicky kal je zahustovan v rotacnim zahustovaci, soucasti je vlockovaci
reaktor. Prebyte¢ny biologicky kal, ptivadény z biologického stupné, je zahustovan ve
flotacni jednotce. Smésny kal je Cerpan kontinualné nebo pierusované do vyhnivaci nadrze.
Jedna se o anaerobni proces probihajici pti 35°C, pti dobé zdrzeni mezi 20 az 30 dny, podle
produkce Kkalu. Piebyteény vyhnily kal je pfepoustén do uskladiiovaci nadrze a nasledné
odvodnén na odvodiiovaci lince sestavené z odstfedivky. Do odvodnéného kalu (obsah suSiny
18 az 20%) se piidava haSené vapno (CaO), ptfiCemz dochazi k alkalizaci az na pH 12 a
k chemické exotermni reakci (40 az 50°C) véapna s vodou, obsazenou v kalu. Vyhnily kal
(obsah vody 3 aZ 4%) putuje dale do susarny, kde je ohfivan. Bioplyn, produkovany pfi
vyhnivani kalu, je odvadén z vyhnivacich nadrzi, kumulovan v plynojemu a poté vyuzivan
pro vyrobu elektrické energie [90].

2.12.1 Parametry COV Bfeclav
Podet piipojenych obyvatel dle projektu COV — projektovy piedpoklad pro rok 2010:

e Obyvatelstvo 29 500 osob (= EO)
e ckvivalent za primysl 21 043 EO
e celkovy pocet 50 543 EO

Znecisténi pramyslovych odpadnich vod musi byt v souladu s kanaliza¢nim fadem a se
zédkonem 138/72 Sb. Odpadni vody nesmi obsahovat zejména volné kyseliny, silné alkalie,
soli ve velké koncentraci, jedy, tuky a oleje, hoflaviny, latky siln€ pachnouci, nebezpecné
plyny a latky tvofici se vzduchem ve stokach vybusnou smés, vody s vysokou teplotou (nad
40°C) a vody radioaktivni [90].

2.13 Cistirna odpadnich vod Vv arealu Veterinarni a farmaceutické univerzity
Brno

Cistirna odpadnich vod, na kterou jsou napojeny téméf viechny objekty Veterinarni a
farmaceutické univerzity Brno (VFU) - asi 40 budov - byla vybudovana ptiblizn€ v roce 1968
a Gasteéné zrekonstruovana vroce 1992. Cistirna slouzi pro zachyceni a odvedeni
zne€isténych odpadnich vod z provozu VFU Brno. Vy¢isténa voda i kal jsou odvadény do
méstské kanalizace.

Stokova soustava je vybudovana jako jednotna. Odpadni vody jsou do COV piivedeny
kamenovym potrubim. Pfed vtokem do COV byla vybudovana odlehdovaci komora, ktera
slouzi k ochrané Cistirny pfed zvySenymi piitoky za desté. Odpadni voda je pfivadéna do
mechanického predcisténi, kde jsou ve zlabu osazeny strojné stirané rotacni Cesle s velikosti 3
mm. Nerozpustné latky odstranéné na ceslich jsou vyhrnovany do plastového pytle a
odvazeny K likvidaci.
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Mechanicky ptedcisténd voda natékd do usazovaci nadrze, kterym odtéka predcisténa
odpadni voda do biologického stupné ¢isténi.

V usazovaci nadrzi je usazeny primarni kal michén s pfebytecnym kalem z biologického
¢isténi. Vznikly smésny kal je cyklicky odCerpavan do kalového hospodarstvi.

Z usazovaci nadrze OV natékd do biologického stupné, ve kterém probiha odstranovani
organického a dusikatého znecisténi. Biologické c¢isténi je tvofeno dvéma aktivacnimi
nadrzemi, které jsou vybaveny jemnobublinovymi aeracnimi elementy pro fazi nitrifikace a
ponornymi michadly pro michani aktiva¢ni smési ve fazi denitrifikace. V dosazovaci nadrzi
probihd separace kalu a vycisténé vody. Biologicky stupeii je provozovan piediazenou
denitrifikaci, kdy prvni nadrz je denitrifika¢ni a druha nitrifika¢ni.

Vycisténd OV odtékd z DN gravitatné pres mérny objekt tvofeny mérnym pielivem
s ultrazvukovou sondou a vyhodnocovaci jednotkou. MnoZstvi vycisténé vody je
zaznamenano jako okamzité, hodinové, denni a mésicni. Vyc¢isténa voda je pred odtokem do
kanalizace dezinfikovana chlorem. Jeji zadrZeni pfed vypusténim jsou 2 hodiny.

Odcerpany piebytecny biologicky kal je z DN ¢erpan kalovym Cerpadlem, a to bud’ jako
vratny kal zpét do AN, nebo jako ptebytecny kal do primarni usazovaci nadrze.

Kalové hospodatstvi bylo dostacujici a jeho uprava nebo rozsiteni nebyly predmétem
tiprav COV provadénych v souvislosti s novostavbou kliniky chorob prasat [91, 92].

2.13.1 Porovnani povolenych hodnot zbytkového znecisténi na odtoku z Cistiren

t-rok-?!
Ukazatel

Breclav Brno
BSK5 12,7 34,1
CHSKcr 4122 571,1
NL 97,0 473
Neelk 72,7 322,3
Pcelk 7,3 55,7
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Cil préce

Cil prace
Zpracovani literarni reSerSe zaméfené na pouzivand hormonalnich 1é¢iv a metod pro jejich
stanoveni

Vypracovat metodu stanoveni vybranych hormondlnich 1é¢iv pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

Optimalizovat analyticky postup pro stanoveni téchto 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody
Stanovit rezidua 1é¢iv ve vzorcich odpadni vody

Zpracovat a interpretovat ziskané vysledky.
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4, Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

4.1.1 Rozpoustédla a mobilni faze

e Deionizovana voda (Milli-Q)

e Acetonitril (Lach-ner 99%, Neratovice, CR)

e Methanol pro HPLC (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Ethynylacetat liquid chromatography (MERCK, Némecko)
e n-hexan for organic trace analysis (MERCK, Némecko)

4.1.2 Standardy

Estron, estriol, 17a-Estradiol, ethynylestradiol, = mestranol,  norethindron,
diethylstilbestrol, progesteron mély ¢istotu > 99%, Sigma-Aldrich, Némecko.

4.2 Instrumentace

4.2.1 Zarizeni pro pripravu a extrakci vzorku

Analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko

SPE kolonky Oasis HLB 3cc, USA 60 mg

Filtry: Cronus syringe filters, PTFE, 13 mm, 0,45 m

Piistroj EVATERM pro suseni pod dusikem (LABICOM s.r.0., CR)
BéZné laboratorni vybaveni

4.2.2 Pristroj HPLC/MS

4.2.2.1 Pristrojové vybaveni

e Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent Technologies, USA
e Hmotnostni spektrometr Agilent 6320 Series lon Trap LC/MS, Agilent

Technologies, USA
e Kolona Eclipse XDB-C8, 150 mm x 2,1 mm, velikost ¢astic 3 um (Agilent, USA)

4.2.2.2 Softwarové vybaveni

e Agilent 6300 Series lon Trap LC/MS Systém Software, Verze 6.2 (2008)
e Microsoft Office Excel 2003
e Microsoft Office Word 2007

4.2.3 Sledovana matrice

Sledovanou matrici byla odpadni voda z éistiren odpadnich vod (COV) Bieclav a COV
situovana Vv aredlu Veterinarni a farmaceutické univerzité Brno.
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4.3 Sledované analyty

4.3.1 Estriol (E3)

Ci18H2403

estra-1,3,5(10)- trien-3,16a.,17p-triol

Systematicky nazev dle [IUPAC: (8S,9S,13S,14S,16R,17R)-13-methyl-
6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dekahydrocyklopentan[a]fenantren-3,16,17-triol

Mr: 288,39

Bily prasek

Rozpustnost ve vodé: 13 mgl” (3patnd rozpustnost ve vods, dobie rozpustny
v organickych rozpoustédlech, mirna rozpustnost v ethanolu.)

4.3.2 17a-estradiol (aE2)

C18H240;

estra-1,3,5(10)- trien-3,17pB-diol

Systematicky nazev dle IUPAC: (8S,9S,13S,14S,17S)-13-methyl-
6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dekahydrocyklopentan[a]fenantren-3,17-diol

Mr: 272,38

Bilé az zluta krystalicka latka bez zapachu

Rozpustnost ve vodé: 13 mg"1 (Spatna rozpustnost ve vod¢., dobie rozpustny
Vv organickych rozpoustédlech.)

4.3.3 17a-ethynylestradiol (EE2)

C20H240-

17a-ethynyl-17p-estradiol

Systematicky nazev dle [IUPAC: 17-ethynyl-13-methyl-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
dekahydro-6H-cyklopenta[a]fenantren-3,17-diol

Mr: 296,41

Bily prasek bez zapachu

Rozpustnost ve vodé: 4,8 mg-l'l (Spatna rozpustnost ve vodé¢. Dobra rozpustnost
Vv ethanolu a ve zfedénych alkalickych roztocich. Vykazuje polymorfismus)

4.3.4 Estron (E1)

C1gH220,

estra-1,3,5(10)-trien-17-on

Systematicky nazev dle [IUPAC: 3-hydroxy-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-
dekahydrocyklopenta[a]fenantren-17-one

Mr: 270,38

Bily krystalicky prasek bez zapachu

Rozpustnost ve vodé: 13 mgl™® (patnd rozpustnost ve vods, mirna rozpustnost
v acetonu a dioxanu, nizka v ethanolu a rostlinnych olejich.)

4.3.5 Diethylstilobestrol (DES)

C18H200-
(E)a,p-diethyl-4-4"-stilbendiol
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Mr: 268,36

Bily prasek bez zapachu

Rozpustnost ve vod& 12 mgl™t (Spatnd rozpustnost ve vod§, dobra rozpustnost
v ethanolu a v etheru.)

4.3.6 Progesteron (PROG)

C21H300;

17a-hydroxy-6a-ethyl

Systematicky nazev dle IUPAC: pregn-4-ene-3,20-dion
Mr: 314,46

Bily prasek bez zapachu

Rozpustnost ve vodé: 8,81 mg:1™

4.3.7 Mestranol (MES)

C21H260;

Ethynylestradiol-3-methyl ether

Systematicky nazev dle IUPAC: (8S,9S,138S,148S,17S)-17-ethynyl-3-methoxy-13-
methyl-7,8,9,11,12,14,15,16-oktahydro-6H-cyklopenta[a]fenantren-17-ol

Mr: 310,43

Bily prések bez zapachu

Rozpustnost ve vods: 0,3 mg-1™

4.3.8 Norethindron (NOR)

C20H260-

Ethynyl-19-nortestosteron

Systematicky nazev dle IUPAC: (8S,9S,10R,138S,148S,17S)-17-ethynyl-17hydroxy-13-
methyl-1,2,6,7,8,9,10,11,12,14,15,16-dodekahydrocyklopenta[a]fenantren-3-on

Mr: 298,42

Bily prasek bez zapachu

Rozpustnost ve vods: 7 mg:1™

4.4 Pracovni postup

4.4.1 Odbéry vzorku

Cistirna odpadnich vod (COV) Bieclav

Odbér — v 8 hodin rano

Vzorkovnice — 1 litrové, tmavé sklenéné lahve
Vzorky — skladovany v lednici pii teploté 5 °C

COV v aredlu Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno
Odbér — v 7 hodin rano

Vzorkovnice — 1 litrové, tmavé sklenéné lahve

Vzorky — skladovany v lednici pfi teploté 5 °C
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4.4.2 Uprava a izolace

4.4.2.1 Extrakce na tuhou fazi SPE

e Typ SPE kolonky: HLB 60 mg
e Kondicionace kolonky: 5 ml n-hexanu
5 ml ethylacetatu
5 ml methanolu
10 ml Milli-Q vody

e Aplikace vzorku: 250 ml vzorku

e Suseni proudem vzduchu: 20 minut

e Eluce analytu: 6 ml smési ethylacetat:methanol (5:1)
e Rozpusténi analytu: 1 ml methanolu

Obr. 20: SPE extrakce

4.4.3 Analyza vzorki a standardi

Analyza standardt a realnych vzorka steroidnich hormond byla provedena pomoci
vysokouéinné kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci a ionizaci
elektrosprejem (HPLC/ESI-MS). Pro stanoveni byla vyuzita kolona ZORBAX Eclipse
XDB-C8 (2,1 x 150 mm, 3,5 u m velikost ¢astic).

444 Chromatografické podminky analyzy

HPLC -DAD
e Mobilni faze: acetonitril, Milli-Q voda
e Pritok mobilni faze: 0,2 ml'min™
e Nastiik: 2ul
e Teplota kolony: 30°C
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e Vinové délky detekce: 210, 254 nm
e Celkova doba analyzy: 23,7 minut (16 min. vlastni analyza, 7,7 min. promyvani)
e Gradient mobilni faze: viz. tabulka 4

Tabulka 4: Prabéh gradientu mobilni faze

Cas [min] | Milli-Q voda [%] | ACN [%]

0 58 42
16 20 72

Podminky MS:

Tlak zmlzovaciho plynu: 25,0 psi

Teplota susiciho plynu: 350°C

Pratok susiciho plynu: 10 I'min™

Rozsah skenovanych hmot (m/z): 50 - 400

Detekéni maod: negativni

Napéti na kapilare: 3500 V

Sledované hmoty jednotlivych analyt:

Sledované ionty
Lécivo 2
MS (m/z) | MS® (m/z)

Estriol E3 287,0 268,8
Estradiol E2 2710 252,8
Ethynylestradiol EE2 295,0 266,8
Estron E1 269,0 144.8
Diethyilstilbestrol 267,0 237,8
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Urceni chromatografickych podminek

Pro urceni vhodnych chromatografickych podminek byly pouzity standardy steroidnich
hormonti (estronu, o-estradiolu, 17a-ethynylestradiolu, estriolu a diethylstilbestrolu).
Standardy byly rozpustény v acetonitrilu, pouze estriol byl rozpuStén ve smési
acetonitril:voda (6:4), protoze v samotném acetonitrilu se nerozpustil. Koncentrace standardt
byla 1 mg'ml'l.

5.2 Mobilni faze

Pfi optimalizaci podminek pro HPLC byly ovéfovany tii typy mobilnich fazi; 10mM
CH3;COONH,; avoda (obr. 21); acetonitril avoda (obr. 22) a 0,0lM HCOOH a
acetonitril (obr. 23). Pokud by byla pouzita jako mobilni fize HCOOH a acetonitril, nebyly
estron a estriol detekovany.

ns.
x106
14.1 min

13.0 min

2 4 6 8 10 12 14 Time [min]
[=——P000005.D: TIC -All MS

Obr. 21: Chromatogram estronu, a-estradiolu, 17a-ethynylestradiolu, estriolu a
diethylstilbestrolu; mobilni faze10mM CH3COONH, a voda
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Obr. 22: Chromatogram estronu, a-estradiolu, 17a-ethynylestradiolu, estriolu a
diethylstilbestrolu; mobilni faze acetonitril a voda

Intens.
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1.00 H

0.75 1

0.25 7.5 min |

\
/ 8.2 min
0.00 —r

o 2 4 6 8 10 12 14 Time [min]
[7 SMES000003.D: TIC -All MS, Smoothed (3.42,1,GA) ]

Obr. 23: Chromatogram a-estradiolu, 17a-ethynylestradiolu a diethylstilbestrolu; mobilni
faze acetonitril a 0,01M HCOOH

5.2.1 Priutok mobilni faze

Aby mohla byt zjisténa optimdlni mobilni faze pro stanoveni, byl sledovan pritok
mobilni faze. Bylo vyzkouseno celkem pét riznych pratoka 0,2; 0,3; 0,35; 0,4 a 0,5 ml'min
(obr. 24). Pii zmén¢ pritoku mobilni faze dochazelo k posunuti reten¢nich ¢asi. Retencni
Casy jednotlivych analytl pfi riznych pratocich jsou shrnuty do tabulky 5.

Dale bylo prokazéno, Ze se zvySujici se rychlosti mobilni faze se zkracovala doba
analyzy a rovnéz se zkracovaly reten¢ni ¢asy (tabulka 5). Pti nizSich prutocich byly piky
uzké, pti vysSich prutocich byly piky Sir$i a nachazely se tésné€ji u sebe. Nejvhodnéjsim
pratokem mobilni faze byl pritok 0,2 ml'min, pii kterém bylo dosazeno dobré odezvy a piky
na chromatogramu byly uzké a ostré. Pti vysSich pritocich dochazelo k poklesu odezvy
detektoru a soumérnost se u nékterych pikl vyrazné zhorsila.

42



Experimentalni ¢ast

Tabulka 5:Retenéni ¢asy 1é¢iv pfi riznych pratocich pratoku mobilni faze

Pritok [ml'min™]
0,2 0,3 0,35 0,4 0,5
E3 2,7 1,9 1,8 1.4 1,1
E2 75 5,9 5,6 4,2 3,4
EE2 8,2 6,4 6,1 4,6 3,8
El 8,9 80 7,8 6,0 5,0
DES 11,0 11,3 11,1 9,1 7,7

Lécivo

11.0 min

1.54

104 8.9 min

2.7 min 8.2 min

7.5 min

0.5

0.0

2 4 6 8 10 Time [min]
[ P000004.D: TIC -All MS, Smoothed (1.78,1,GA)

Prittok 0,2 ml-min

x106

7.8 min

2.0

1.5 11.1 min

1.8 min

1.04 5.6 min

0.5

0.0

2 4 6 8 10 Time [min]
\7 PRUTOKO000001.D: TIC -All MS, Smoothed (1.77,1,GA)

Pratok 0,3 ml'min™
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Obr. 24: Chromatogramy estronu, estradiolu, ethynylestradiolu, diethylstilbestrolu a estriolu

pfi riznych pritocich
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Obr. 25:Porovnina chromatogramu pro estriol pii riznych priutocich mobilni faze

5.2.2 Gradient mobilni faze

Byly ovéfovany rtizné gradienty rtiznych mobilnich fazi. Za nejvhodnéjs$i podminky by
urcen gradient uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Gradient mobilni faze

Cas [min] Milli-Q:ACN
0 58:42
16 20:72

VysSe uvedeny gradient mobilni faze byl vybran jako nejvhodné&jsi, protoze V ptipadé
jeho aplikace mély piky vSech lé¢iv za téchto podminek velmi dobrou odezvu, byly Gzké a
zaroven doslo k vhodné separaci 1éCiv. Pokud byly pouzity jiné podminky, odezvy na
koncentrace 1é¢iv se zna¢né lisily, a proto byl vySe specifikovany gradient vybran jako
nejvhodné;si.

5.2.3 Teplota kolony

V ramci optimalizace podminek méfeni byly vyzkouSeny Ctyfi razné teploty
kolony (obr. 26) a to v rozmezi teplot 15 az do 50°C (15°C zeleny, 20°C cerveny, 30°C
fialovy, 40°C cCerny, 50°C zluty chromatogram). Pfi zménach teploty dochazelo k posunu
retencnich ¢ast jednotlivych analytt (obr. 27). Pro dalsi stanoveni byla vybrana teplota 30°C.
Bylo zjisténo, Ze pfti této teploté piky nejméné chvostuji a maji dobrou odezvu.
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Obr. 26: Chromatogramy lé¢iv pfi riznych teplotach kolony
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Obr. 27: Porovnani chromatogramu pfi riznych teplotach kolony pro estriol E3
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5.2.4 Reten¢ni ¢asy, hmotnostni spektra a parametry analyzy pri zvolenych
optimalnich podminkach
Pro zjisténi retencnich ¢asti a hmotnostnich spekter jednotlivych 1€¢iv pfi analyze byl
pouzit zkusebni postup, pii kterém se pracovalo ve vyssich koncentracich. Kazdé 1é¢ivo bylo

piipraveno tak, ze bylo navazeno 10 mg do 10 ml odmérné banky Tak doslo k nafedéni
roztokd na koncentraci 100 pg-ml™.

Tabulka 7: Charakteristické hmotnosti jednotlivych latek:

Lécivo m/z
Estriol E3 287.,4
Estradiol E2 2714
17a-Ethynylestradiol EE2 295,5
Estron E1 269,4
Diethylstilbestrol 267,2

Pti zvolenych podminkach analyzy byly ziskdny ostré a dobfe separované piky vSech 5
analyzovanych latek. Dosazené retenéni &asy, stanovené pii priitoku 0,2 ml'min™ jednotlivych
analytll, jsou uvedeny Vv tabulce 5. Celkova doba analyzy byla 23,7 minut. Doba vlastni
analyzy byla 16 minut a nasledné promyvani 7,7 minut. Promyvani je pfi gradientové eluci
nezbytné vzhledem k ustéleni signalu a tlaku.

Tabulka 8: Zvolené optimalni podminky pro E3, E2, EE2, E1, DES

Optimalni podminky
Mobilni faze Acetonitril:Milli-Q
Priatok mobilni faze 0,2 ml'min™
Gradient mobilni faze | ty=42% ACN, t; = 72% ACN
Promyvani 7,7 min
Teplota kolony 30°C

48



Experimentalni ¢ast
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Obr. 28: Chromatogram estriolu, estradiolu, 17a-ethynylestradiolu, estronu a
diethylstilbestrolu pfi optimalnich podminkach

5.3 Uprava vzorku pied vysokouéinnou kapalinovou chromatografii
S hmotnostni detekci

5.3.1 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Vhodné podminky extrakce pevnou fazi byly zjiStovany pomoci standardnich roztoka
vybranych steroidnich hormonti. Modelovy vzorek byl pfipraven rozpusténim steroidnich
hormont v acetonitrilu.

Byly ovéfeny celkem tfi extrakéni postupy. V prvnim postupu byl na piedupravu a
promyti kolonky pouzit methanol a Milli-Q voda a eluce byla provadéna methanolem. Tento
postup vsak nebyl vhodny, protoze vytéznost u E1 byla necelych 15 %. Tato extrakce by byla
optimalni pro stanoveni hormonu E3, nebot’ vytéZnost se pohybovala okolo 100 %; tak
vysoka vytéznost byla dosazena pouze v tomto piipadé. Ve druhém ptipadé se na aktivaci
kolonky pouzil acetonitril, methanol a Milli-Q voda a eluce byla provadéna acetonitrilem.
Vytéznost v tomto piipadé dosahovala u E1 15 %, u E3 byla vytéznost 101 %. Pii tfetim
postupu byl pro aktivaci kolonky pouzit hexan, ethylenacetat, methanol a voda a k eluci byla
pouzita smés ethylacetatu a methanolu (10:50). Tteti postup byl zvolen za optimalni proto, ze
u n¢ho bylo dosazeno nejvyssi vytéznosti nejen pro E1 (17 %), ale také pro E2.

Vytéznosti jednotlivych steroidnich hormontli byly vyhodnoceny na zéklad€ kalibra¢ni
zéavislosti plochy piku na koncentraci 1é¢iva. Postup pro stanoveni vytéznosti je uveden
v kapitole 4.4.2.1.

5.3.2 Vytéznost pro estron

Vytéznost metody byla vyhodnocena pomoci kalibracni zéavislosti plochy piku na
koncentraci latky. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny rozpusténim standardu estronu
v acetonitrilu.
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Graf 1: Kalibraéni kiivka estronu

Tabulka 9: Vytéznost estronu pti SPE extrakci

., Puvodni Vysledna .
Cislovzorku | 1 centrace [ng1™] koncen}t]race [ng-1™] Vytezmost [%]
1 1000 173,6 17,36
2 1000 164,8 16,48
3 1000 159,5 15,95
4 1000 165,8 16,58
5 1000 170,2 17,02
6 1000 176,4 17,64
7 1000 167,0 16,70
8 1000 170,7 17,07
9 1000 160,6 16,06
10 1000 175,9 16,59
Primeér -- 168,4 16,84

Vytéznost estronu E1 se pohybovala v rozmezi 15,95 — 17,64 %. Primérna vytéznost
byla 16,84 % a primérna vysledna koncentrace byla 168,4 ng'ml™.

Rozptyleni jednotlivych hodnot okolo priméru je charakterizovano hodnotou
smérodatné odchylky, ktera byla vypoctena pomoci funkce SMODCH v programu Microsoft
Excel a také byla vypoctena relativni smérodatna odchylka (RSD) podle vztahu:

RSD = 57 X 100 1)
kde Sr je smérodatna odchylka, X je primér.

Hodnota smérodatné odchylky dosahla hodnoty 5,632 ng1™. Hodnota relativni
smerodatné odchylky doséhla hodnoty 3,345 ng~l'1.
Dale byla vypoc¢tena mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) podle vztahu:
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3XHs
k

LOD =

()

(10xHs)

LOQ = ==

(3)

kalibrace, k- smérnice kalibracni zavislosti. Vypoctend mez detekce méla hodnotu
12,95 pg:I™ a mez stanovitelnosti 43,31 pg-1™.

5.3.3 Vytéznost pro estradiol E2

Vytéznost metody byla vyhodnocena pomoci kalibraéni zavislosti plochy piku na
koncentraci latky. Kalibracni roztoky byly pfipraveny rozpusténim standardu estradiolu
v acetonitrilu.
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Graf 2: Kalibra¢ni kiivka estradiolu

Tabulka 10: Vytéznost estradiolu pii SPE extrakci

Cislo vzorku Ptvodni kor_llcentrace Vysledni ; VytéZnost

[ng 1] koncentrace [ng-1™] [%]

1 1000 804,5 80,45

2 1000 756,9 75,69

3 1000 756,8 75,98

4 1000 756,9 75,69

5 1000 769,5 76,95

6 1000 757,6 75,76

7 1000 762,9 76,29

8 1000 761,3 76,13

9 1000 761,3 76,13
10 1000 768,9 76,89
Primér - 767,5 76,75
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Vytéznost E2 se pohybovala mezi hodnotami 75,69 — 80,45 %. Primérna vytéznost byla
76,75 % a praméma koncentrace 767,5 ngl’. Priméméa smérodatna odchylka byla
13,52 ngl'1 a elativni smeérodatna odchylka 1,762 ng~l'1. Vypoctend mez detekce m¢éla
hodnotu LOD 20,48 pg-1™ a mez stanovitelnosti LOQ 42,56 pg-1™.

5.3.4 Vytéznost pro 17a-ethynylestradiol EE2

Vytéznost metody byla vyhodnocena pomoci kalibraéni zavislosti plochy piku na
koncentraci latky. Kalibratni roztoky byly pfipraveny rozpusSténim standardu
ethynylestradiolu v acetonitrilu.
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Graf 3: Kalibra¢ni kiivka 17a-ethynylestradiolu

Tabulka 11: Vytéznost 17a-ethynylestradiolu pti SPE extrakeci

Cislo vzorku Pivodni 1 Vysledna . VytéZnost

koncentrace [ng-1™] koncentrace [ng-1] [%]

1 1000 681,9 68,19

2 1000 668,3 66,83

3 1000 695,0 69,50

4 1000 713,8 71,38

5 1000 697,8 69,78

6 1000 698,7 69,78

! 1000 697.4 69,74

8 1000 708,0 70,80

9 1000 712,7 71,27
10 1000 698,2 69,82
Primér -- 692,4 69,24

Vytéznost u EE2 se pohybovala v rozmezi 66,83 — 71,38 %. Primérna vytéznost byla
69,24 % a primérna vysledna koncentrace byla 692,4 ng-l'l. Pro tento analyt byla vypoctena
smérodatni odchylka (13,08 ng1™) i relativni smérodatnd odchylka (1,888 ng:l?). Mez
detekce méla hodnotu LOD 13,27 pg-1™ a mez stanovitelnosti LOQ 44,25 pg-1™.
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5.3.5 Vytéznost pro estriol E3

Vytéznost metody byla vyhodnocena pomoci kalibraéni zavislosti plochy piku na
koncentraci latky. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny rozpusténim standardu estriolu ve
smési acetonitril a voda smichana v poméru 6:4. Analyt byl v této smési rozpustén proto, ze
se V jiné smesi nerozpoustel.
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Graf 4: Kalibra¢ni kiivka estriolu

Tabulka 12: Vytéznost estriolu pii SPE extrakci

Cislo vzorku Pivodni | Vysledna | Vytéznost

koncentrace [ng-I""] | Koncentrace [ng-1™] [%]

1 1000 369,8 36,98

2 1000 367,0 36,70

3 1000 365,3 36,53

4 1000 369,7 36,97

5 1000 356,8 35,68

6 1000 371,0 37,10

7 1000 368,4 36,84

8 1000 368,2 36,82

9 1000 369,1 36,91
10 1000 364,0 36,40
Primeér -- 366,6 36,66

I pfi volbé jiného rozpoustédla vSak byla vytéznost pro tento analyt nizka, hodnoty se
pohybovaly v rozmezi hodnot 35,68 — 37,10 %. Také pro tento hormon byly vypocteny
metrologické parametry: prumérna vytéznost byla 36,66 % a pramérna koncentrace
366,6 ng-1™, smérodatna odchylka 3,935 ng:I"* a relativni smérodatna odchylka mé&la hodnotu
1,073 ng'1’. Hodnota meze detekce méla hodnotu (LOD) byla 5,152 pgl™ a meze
stanovitelnosti (LOQ) 17,17 pg-1™.
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5.3.6 Vytéznost pro diethylstilbestrol

Také vytéznost analytického postupu pro tento analyt vyhodnocena pomoci kalibra¢ni
zéavislosti plochy piku na koncentraci latky. Kalibra¢ni roztoky byly Vtomto piipadé
piipraveny rozpusténim standardu diethylstilbestrolu v acetonitrilu.

Hodnoty byly nésledujici: vytéznost DES se pohybovala v rozmezi 105,6 — 108,2 %,
primérma vytéznost byla 107,4 %, priméma koncentrace 1069 ng-1™, smérodatna odchylka
7,711 ng~l’1a relativni smeérodatna odchylka 0,7215 ng~m|’1. Mez detekce méla vtomto
piipadé hodnotu (LOD) 2,453 pg:I™* a mez stanovitelnosti (LOQ) 8,178 pg-1™.
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Graf 5: Kalibra¢ni kiivka diethylstilbestrolu

Tabulka 13: Vytéznost diethylstilbestrolu pii SPE extrakci

., Pivodni Vysledna s
Cislovzorku |y centrace [ng1™] koncen}t]race [ng1™] Vyteznost [%]
1 1000 1074 107,4
2 1000 1073 107,3
3 1000 1068 106,8
4 1000 1070 107,0
5 1000 1082 108,2
6 1000 1075 107,5
7 1000 1057 105,7
8 1000 1066 106,6
9 1000 1056 105,6
10 1000 1066 106,6
Pramér - 1069 107,4

Vytéznost DES byla 105,6 — 108,2 %. Primérna vytéznost byla 107,4 % a primérna
vysledna koncentrace byla stanovena na koncentraci 1069 ng-l'l. Smeérodatna odchylka
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7,711 ng'I™*. Relativni smérodatna odchylka 0,7215 ng'ml™. Mez detekce méla hodnotu LOD
2,453 pgI™t a mez stanovitelnosti LOQ 8,178 pg-1™.

5.4 Realné vzorky odpadni vody

Rezidua hormonélnich 1é¢iv byla zjisStovana v redlnych vzorcich odpadni vody po dobu
10 dnt na piitoku a na odtoku COV v Bieclavi a také na COV situované v arealu Veterinarni
a farmaceutické univerzity Brno, kde byly odebirdny, a to 1x denn¢, slévané 24 hodinové
vzorky; divodem takto provadénych odbért bylo rovnéz posouzeni ucinnosti Cistirenského
procesu. Piiklady chromatogrami realnych vzorki z COV z Bieclavi (obr. 29) a VFU
Brno (obr. 30).

Odebrané vzorky byly piedistény a zakoncentrovany pomoci metody SPE (postup
uvedeny v kapitole 4.4.2.1) a nésledn¢ analyzovany optimalizovanou metodou uvedenou
v kapitole 4.4.4.
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Obr. 29: Chromatogram odpadni vody odebrané na ptitoku (horni) a odtoku (spodni) odpadni
vody z COV Bfeclav
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Obr. 30: Chromatogram odpadni vody odebrané na ptitoku (horni) a odtoku (spodni) odpadni
vody z COV VFU Brno

5.4.1 Realné vzorky COV Bieclav

Vzorky z COV Bieclav byly odebirdny ve dnech 15. — 29. 2. 2012. Na obr. 31 jsou
zobrazeny teploty a srazky pro nejblizsi misto u Bieclavi, tj. Nové Mlyny [93]. Doba zdrzeni
OV na této COV je zhruba 20 hodin.

Tabulky ¢. 14, 16 a 18 obsahuji vzdy tfi paralelné stanovené koncentrace a jejich
prumérnou hodnotu pro pfitok a odtok. Tyto koncentrace jsou jiz vztazeny na 1 1 realného
vzorku.

Czech Republic - Nové Miyny, Lat: 48.88, Lon: 16.68, Casové pasmo: GMT+2

GES Teplota (*C) SrazZky (mmv3h)
02h 0Sh 08h 11h 14h 17h 20h 23h 02h 05h 08h 11h 14h 17h 20h 23h

12.02.2012 -15 -15 -15 -12 -9 -8 -12 -13
13.02.2012 -13 -14 14 8 -5 -5 -8 -8
14.02.2012 -10 -10 -10 -5 -2 -4 -8 -8
15.02.2012 5 -3 -2 1 2 1 -1 -1 0.4 0.8 1.7 06 0.3
16.02.2012 -2 -2 -3 -0 1 -0 -4 -5
17.02.2012 -5 -2 -0 3 2 2 1 06 1.7 1.3 0.5 05
18.02.2012 1 o -1 4 3 -0 1
19.02.2012 0 -1 -2 0 1 2 1 o 5 S
20.02.2012 -1 -1 -2 O 2 1 -3 -3
21.02.2012 -4 -4 5 -0 2 2 -1 1
22.02.2012 -2 -2 -2 2 S = o 1
23.02.2012 -0 -1 -1 3 - 4 3 2
24.02.2012 2 3 5 |10: 9 [
25.02.2012 5 75 || S 3
26.02.2012 = 2 1 s s 4 1 -1
27.02.2012 -2 -Z2 -3 2 4 3 -1 -0
28.02.2012 -0 1 1 4 S 4 4 S 06 06 03 15 24 23 0.4
29.02.2012 5 7 9: IF12510/ °6: 6 03 05
01.03.2012 S 6 S 9 3352 -9 7

Obr. 31: Orientacni teploty a srazky ve dnech odbéru na Bieclavsku
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5.4.1.1 Estriol E3

Koncentrace E3 v odpadni vod¢ byly vyhodnoceny podle kalibra¢ni kiivky (viz. graf 4).
Stanovené koncentrace na piitoku a odtoku z COV jsou uvedeny Vv tabulce 14. Tabulka
obsahuje tii paraleln¢ stanovené koncentrace a jejich primérnou hodnotu. Koncentrace na
piitoku na COV se pohybovala v rozmezi 307,5 — 1409 ng1™. Na odtoku z COV byly
koncentrace niz§i a rozmezi hodnot bylo 43,16 — 162,0 ng-l‘l. Na zakladé Na zakladé
vysledkti 1ze konstatovat, ze na dané Cistirné¢ odpadnich vod dochazi k ¢aste¢né eliminaci
sledovaného analytu.

V tabulce 15 jsou prezentovany prumérné koncentrace estriolu na piitoku a odtoku
z &istiry odpadnich bod. Na pritoku byla priméma koncentrace 815,1 ng'1™ a na odtoku
85,17 ng'I*. V tabulce je dale uvedeno mnozstvi odstrandného lé&iva (ngl™; %). Bylo
prokazano, Ze na této Cistirné bylo primérné odstranéno 88,49 % estriolu. Vysledky jsou pro
nazornost zobrazeny na grafu 8.

5.4.1.2 Estradiol E2

Koncentrace E2 v odpadni vodé¢ byly rovnéz vyhodnoceny podle kalibra¢ni kiivky (viz.
graf 2). Stanovené koncentrace na pfitoku a odtoku z COV jsou uvedeny v tabulce 14.
Tabulka obsahuje tfi paralelné¢ stanovené koncentrace a jejich primérnou hodnotu.
Koncentrace na piitoku COV se pohybovala v rozmezi 3,847 — 41,33 ng1™. Na odtoku
z COV byly zjisténé koncentrace nizsi a rozmezi jejich hodnot bylo 0,7074 — 7,593 ng-I*. Na
podkladé vysledkl lze konstatovat, Ze na dané Cistirné odpadnich vod dochazi pouze k
¢astecné eliminaci sledovaného analytu.

V tabulce 15 jsou prezentovany prumérné koncentrace estriolu na pfitoku a odtoku
z Gistirny odpadnich bod. Na pfitoku na tuto COV byla priméma koncentrace 18,28 ng-l'l, na
odtoku 4,249 ng-1™. V tabulce je dale uvedeno mnozstvi odstranéného 1é¢iva (ng1™). Bylo
prokazano, ze v priméru bylo odstranéno 73,42 % estradiolu. Vysledky jsou zobrazeny
na grafu 9.
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Tabulka 14: Koncentrace estriolu a estradiolu v odpadni vodé z COV Bieclav

Estriol E3 Estradiol E2

Dny C1 Cz Cs Corimer Cy Cz Cs Coriimer
[ng1"] | [ng1™] | [ng1"] | [ng1"] [ng1"] | [ng1™] | [ng1"] | [ng1"]

Piitok | 3085 |307,6 |308,7 | 3083 Piitok | 13,79 | 11,13 | 1254 | 12,49

16.2. Odtok | 53,83 | 53,00 |54,78 | 53,87 Odtok | 0,6920 | 0,7137 | 0,7166 | 0,7074
172, Pritok | 7485 | 7646 | 7654 | 759,5 Pritok | 3,939 | 3,688 | 3914 | 3,847
Odtok | 76,64 | 7317 |7397 | 7459 Odtok [ 1,595 | 1570 | 1,703 | 1,623
Piitok | 1374 1374 1374 1374 Pritok | 6,634 | 6,148 | 6,350 | 6,378
20.2. Odtok | 98,20 |9723 |9852 | 97,98 Odtok | 1,811 | 1,811 | 1,935 | 1,852
12 Piitok | 998,91 | 972,27 | 983,20 | 984,79 | Piitok | 8,624 | 9,067 | 8410 | 8,700
Odtok | 162,9 |161,9 |162,1 | 1620 Odtok | 2,832 |[2712 | 2888 | 2810
Piitok | 1296 1276 1283 1285 Pritok | 20,25 | 20,80 | 20,77 | 20,60
22:2. Odtok | 57,65 | 56,74 |57,65 | 57,34 Odtok | 6,814 | 7,160 | 7,399 | 7,124
Pritok |577,1 |5853 |5830 5818 Pritok | 36,08 | 3422 |31,68 | 34,00
23:2. Odtok | 81,81 |8324 |[8370 |8292 Odtok | 7,573 | 6,655 | 7,551 | 7,593
Pitok | 1408 1409 1409 1409 Piitok | 41,69 | 41,27 | 41,02 | 41,333
24:2. Odtok | 158,2 | 158,6 | 158,7 | 1585 Odtok | 4,975 | 4,939 |5008 | 4,974
Pritok |571,8 |568,3 |570,4 |570,2 Pritok | 14,66 | 14,64 | 13,71 | 14,34
27:2. Odtok | 59,88 |5899 |6200 | 60,29 Odtok [ 1,809 | 1,948 | 1,693 | 1,817
Piitok | 4417 | 4381 | 4432 | 4410 Pritok | 14,38 | 14,85 | 14,63 | 14,62
28:2. Odtok | 60,89 | 61,38 |60,73 | 61,00 Odtok | 6,820 |7,166 |7,376 | 7,121
Piitok | 436,9 | 4395 |4390 | 4384 Piitok | 28,80 | 24,23 | 26,61 | 26,55
29:2. Odtok | 43,12 | 4433 | 4203 | 43,16 Odtok | 6,367 | 7,167 | 7,085 | 6,873
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Graf 6: Koncentrace estriolu v realnych roztocich odpadnich vod — Bieclav
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Graf 7: Koncentrace E2 v realnych roztocich odpadnich vod — Beclav

Tabulka 15: Primérné koncentrace a odstranéné mnozstvi estriolu v realnych vzorcich

odpadni vody
Estriol E3 Estradiol E2

Dy Pfito_l: Odt0_|1< Rozcg’l Odstranéno Pfitol; Odtoll( Rozdil Odstranéno
[ng17] | [ng1™] | [ngl”] [%] [ng17] | [ng17] | [ngl’] [%]
16.2. 308,3 53,87 254,4 82,53 12,49 0,7074 11,78 94,33
17.2. 759,5 74,59 684,9 90,18 3,847 1,623 2,224 57,82
20.2. 1374 97,98 1276 92,87 6,378 1,852 4,526 70,96
21.2. 984,8 162,0 822,8 83,55 8,700 2,810 5,890 67,70
22.2. 1285 57,34 1228 95,54 20,60 7,124 13,48 65,42
23.2. 581,8 82,91 498,9 85,75 34,00 7,593 26,40 77,66
24.2. 1409 158,5 1250 88,75 41,33 4,974 36,35 87,96
27.2. 570,2 60,29 509,9 89,43 14,34 1,817 12,52 87,33
28.2. 441,0 61,00 380,0 86,17 14,62 7,121 7,50 51,29
29.2. 438,4 43,16 395,3 90,16 26,55 6,873 19,67 74,11
Prameér 815,1 85,17 730,0 88,49 18,28 4,249 14,03 73,42
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Graf 8: Primérna koncentrace E3 v realnych vzorcich odpadnich vod — Bieclav
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Graf 9: Primérna koncentrace E2 v realnych vzorcich odpadnich vod — Bieclav

5.4.1.3 Ethynylestradiol

Koncentrace EE2 v odpadni vodé byly vyhodnoceny podle kalibraéni kiivky (graf 3).

Bylo prokazano, ze v priméru bylo odstranéno 73,42 % estradiolu. Vysledky jsou zobrazeny
v tabulce 16. V tabulce jsou uvedeny tii paralelné stanovené koncentrace a jejich primérna
hodnota. Koncentrace na ptitoku na COV se pohybovala v rozmezi 11,54 — 139,8 ng1™. Na
odtoku z COV byly koncentrace niZsi a jejich rozmezi hodnot bylo 1,216 — 14,80 ng-1™*. Na
podkladé ziskanych vysledkti muZzeme konstatovat, Zze na této Cistirné odpadnich vod dochazi
k ¢astec¢né eliminaci sledovaného analytu.
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V tabulce 17 jsou prezentovany prumérné koncentrace ethynylestriolu na pfitoku a
odtoku z &istirny odpadnich vod. Na pritoku byla zjiténa primérmna koncentrace 41,30 ng'1 a
na odtoku 7,007 ng'I™%. V tabulce je kromé toho uvedeno mnoZstvi odstranéného 1é&iva (ng1™?,
%). Bylo prokéazano, ¢ na COV bylo v priméru odstranéno 77,53 % ethynylestradiolu.
Vysledky jsou pro ndzornost zobrazeny na grafu 12.

5.4.1.4 Estron

Koncentrace E1 v odpadni vodé byly vyhodnoceny podle kalibra¢ni kiivky (graf 1).
Zjisténé koncentrace na pfitoku a odtoku z COV jsou uvedeny v tabulce 16. Tabulka obsahuje
tf1 paraleln¢ stanovené koncentrace a jejich primérnou hodnotu. Koncentrace na piitoku na
COV se pohybovala v rozmezi 6,652 az 155,8 ng:1". Na odtoku z COV byly i v tomto piipadé
koncentrace nizsi, jejich rozmezi hodnot bylo 0,9349 — 27,40 ng'I"*. Na zéklad& vysledkil lze
konstatovat, 7 na této COV dochazi k &asteéné eliminaci tohoto analytu.

V tabulce 17 jsou prezentovany prumérné koncentrace estronu na piitoku a odtoku
z COV. Na piitoku byla primérna koncentrace 55,59 ng-1™* a na odtoku 8,213 ng-1*. V tabulce
je také prezentovano mnozstvi odstranéného 1é¢iva (ng~l'1, %). Na podklad¢ vysledkd bylo
vypoéteno, ze na COV bylo primérné odstranéno 83,11 % estronu. Vysledky jsou pro
ptrehlednost znazornény na graf 13.

Tabulka 16: Koncentrace ethynylestradiolu a estronu v odpadni vodé z COV Bieclav

Ethynylestradiol EE2 Estronu E1
D C1 ) C3 Cprimer C1 ) C3 Cprimer
n
Y [ng1"] | [ng1"] | [ng1"] | [ng1”] [ng1"] | [ng1"] | [ng1™] | [ngl™]

16.2. | Pritok | 29,17 28,27 27,90 28,45 Pritok | 57,89 59,03 59,60 58,84

Odtok | 2,679 2,613 2,446 2,579 Odtok | 6,160 5,924 6,046 6,046

17.2. | Pritok | 14,31 14,05 14,18 14,18 Pritok 98,12 102,4 101,4 100,6

Odtok | 1,937 2,131 2,055 2,041 Odtok | 9,754 9,623 9,230 9,535

20.2. | Pritok | 138,1 137,9 139,9 139,8 Pritok | 16,99 17,19 16,94 17,04

Odtok | 6,615 6,928 6,987 6,843 Odtok | 4,833 4,808 4,847 4,829

21.2. | Pritok | 18,08 18,14 15,83 17,35 Pritok | 151,0 157,7 158,2 155,8

Odtok | 10,49 9,946 10,36 10,27 Odtok | 20,41 20,59 20,55 20,52

22.2. | Pritok | 29,79 29,76 29,80 29,78 Pritok | 24,62 25,09 24,87 24,86

Odtok | 9,632 9,778 9,465 9,625 Odtok | 1,703 1,641 1,651 1,665

23.2. | Pritok | 26,08 26,03 26,05 26,05 Pritok | 88,87 88,64 88,51 88,67

Odtok | 7,002 6,943 6,939 6,961 Odtok | 27,53 27,33 27,34 27,40

24.2. | Pritok | 24,36 24,63 24,13 24,37 Pritok | 14,70 15,33 14,95 14,99

Odtok | 1,23 1,21 1,21 1,216 Odtok | 0,9399 | 0,9392 | 9,9346 | 0,9349

27.2. | Pritok | 76,39 78,68 76,86 77,31 Pritok | 81,92 81,47 82,73 82,04

Odtok | 9,564 9,632 9,257 9,484 Odtok | 7,306 7,707 7,883 7,632

28.2. | Pritok | 11,01 12,06 11,55 11,54 Pritok | 6,967 6,377 6,611 6,652

Odtok | 6,304 6,462 6,00 6,255 Odtok | 1,641 1,607 1,710 1,653

29.2. | Pritok | 45,18 45,16 45,67 45,34 Pritok | 6,892 6,952 5,588 6,478

Odtok | 14,84 14,48 15,07 14,80 Odtok | 1,868 1,993 1,907 1,923
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Graf 10: Koncentrace EE2 v realnych roztocich odpadnich vod — Beclav
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Graf 11: Koncentrace E1 v realnych roztocich odpadnich vod — Breclav
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Tabulka 17: Primérné koncentrace a odstranéné mnozstvi estriolu a estradiolu v realnych
vzorcich odpadni vody

Ethynylestradiol EE2 Estron E1
o Pritok Odtok Rozdil Odstranéno | Pfitok Odtok Rozdil | Odstranéno
n
Y gt | g™ | met?] [%] [ng1" | [ng1™] | [ng1"] [%]
16.2. 28,45 2,579 25,87 90,93 58,84 6,043 52,80 89,73
17.2. 14,18 2,041 12,14 85,61 100,6 9,535 91,11 90,53
20.2. 138,61 6,843 131,8 95,06 17,04 4,829 12,21 71,66
21.2. 17,35 10,27 7,083 40,83 155,7 20,52 135,1 86,82
22.2. 29,78 9,625 20,16 67,68 24,86 1,665 23,20 93,30
23.2. 26,05 6,961 25,87 99,29 88,67 27,40 61,27 69,10
24.2. 24,37 1,216 23,16 95,01 14,99 0,9349 14,06 93,77
27.2. 77,31 9,484 67,83 87,73 82,04 7,632 74,41 90,70
28.2. 11,54 6,255 5,284 45,79 6,652 1,653 4,999 75,16
29.2. 45,34 14,80 30,54 67,36 6,478 1,923 4,555 70,31
Primér 41,30 7,007 34,97 77,53 55,59 8,213 47,38 83,11
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Graf 12: Primérna koncentrace EE2 v realnych vzorcich odpadnich vod — Breclav
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Graf 13: Primérna koncentrace E1 v realnych vzorcich — Bieclav
5.4.1.5 Diethylstilbestrol

Koncentrace DES v odpadni vod¢ byly rovnéz vyhodnoceny podle kalibra¢ni kiivky
(graf 5). Stanovené koncentrace na piitoku a odtoku z COV jsou uvedeny v tabulce 18.
Tabulka obsahuje tii paralelné¢ stanovené koncentrace a jejich primérou hodnotu.
Koncentrace na pritoku na COV se pohybovala v rozmezi 1,033 az 104,4 ng-l“l. Na odtoku
z COV byly koncentrace nizsi, rozmezi jejich hodnot bylo 0,0280 — 18,79 ngI™*. Na podkladd
nasich vysledkd mizeme konstatovat, Ze na této Cistirné odpadnich vod dochazi k ¢astecné
eliminaci sledované¢ho analytu.

V tabulce 19 jsou prezentovany primérné koncentrace diethylstilbestrolu na pfitoku a
na odtoku z ¢istirny odpadnich vod. Na piitoku byla praimérna koncentrace 15,42 ng~l'1 a na
odtoku 2,022 ng-1™. V tabulce je také prezentovano mnozstvi odstranéného 1é¢iva (ng-1™, %).
Na této COV bylo v priméru odstranéno 94,15 % diethylstilbestrolu. Vysledky jsou pro
nazornost uvedeny také prostiednictvim graf 15.
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Tabulka 18: Koncentrace diethylstilbetrolu odpadni vodé z COV Bieclav

Diethylestradiol DES
C ramér
Dny ¢ [ngl"] | co[ngl™ |ca[ngl™ | 7
[ng17]
162 Piitok 4,043 4,050 4,047 4,047
" | Odtok 0,0350 0,0133 0,0357 0,0280
172 Piitok 2,841 2,848 2,847 2,845
| Odtok 0,2487 0,2558 0,2366 0,2470
20.2 Piitok 2,758 2,720 2,785 2,754
" | odtok 0,1019 0,1056 0,1057 0,1044
212 Piitok 104,4 104,4 104,4 104,4
" | odtok 18,75 18,77 18,84 18,79
22 Piitok 4,828 4,870 4,85 4,853
| Odtok 0,0370 0,0479 0,0377 0,0375
232 Piitok 2,603 2,628 2,818 2,683
" | odtok 0,1732 0,1741 0,1879 0,1754
” Piitok 2,639 2,662 2,653 2,651
" | odtok 0,3300 0,3270 0,3697 0,3422
273 Piitok 14,20 13,37 13,62 13,73
" | odtok 0,2353 0,2334 0,2235 0,2307
282 Piitok 1,034 1,038 1,027 1,033
" | odtok 0,0329 0,0431 0,0456 0,0405
202 Piitok 15,18 15,14 15,31 15,21
" | odtok 0,2216 0,2216 0,2257 0,2230
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Graf 14: Koncentrace DES v realnych roztocich — Bieclav
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Tabulka 19: Praimérné koncentrace a odstranéné mnozstvi diethylstilbestrolu v realnych
vzorcich odpadni vody - Bieclav

Diethylstilbestrol
Dny Pfitok [ng1™] Odtok [ng1™] Rozdil [ng17] Odstranéno [%]
16.2. 4,047 0,0280 4,019 99,31
17.2. 2,845 0,2470 2,598 91,32
20.2. 2,754 0,1044 2,650 96,21
21.2. 104,4 18,79 85,59 80,00
22.2. 4,851 0,0375 4,813 99,23
23.2. 2,683 0,1754 2,508 93,46
24.2. 2,651 0,3422 2,309 87,09
27.2. 13,73 0,2307 13,50 98,32
28.2. 1,033 0,0405 0,9926 96,08
29.2. 15,21 0,22 14,99 98,53
Primér 15,42 2,022 13,40 94,15
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Graf 15: Primérna koncentrace DES v realnych vzorcich odpadnich vod — Bieclav

5.4.2 Shrnuti vysledkii zjisténych v COV Bieclav

Na zédkladé nadmi posuzovanych experimentl muiZeme fici, Ze primérnd ucinnost
Gisticiho procesu na COV Bieclav byla pouze ¢asteéna, jak je vidét z grafu 16. Nejvice byl
pomoci pouzité technologie odstranén DES (94,15 %), nejméné E2 (73,46 %). Tyto vysledky
vsak nelze porovnat sjinymi udaji prezentovanymi v literatufe, protoze pokud byla
hodnocena G¢innost odstranéni, tak se nejednalo o stejné typy hormonalnich 1é€iv a zejména
ne o shodnou technologii ¢isténi, aplikovanou na COV Bieclav.
Na podkladé naSich vysledki vSak muzeme konstatovat, ze vliv pouzitého cisticiho
procesu na eliminaci hormonalnich 1é¢iv z odpadni vody lze povazovat za velmi dobry.
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Graf 16: Pramérna Géinnost procesu — COV Bieclav

5.4.3 Redlné vzorky z VFU Brno

Vzorky odpadni vody odebrané z COV situované v arealu VFU Brno byly odebirany ve
dnech 10. — 23. 4. 2012. Na obrazku 32 jsou zobrazeny teploty a srazky, pro nejblizsi misto,
které 1ze aplikovat pro VFU Brno, a tim je Brnénska pichrada [93].

Tabulky ¢. 20, 22 a 24 obsahuji tii stanovené koncentrace a jejich praimérnou hodnotu
pro pfitok a odtok. Tyto koncentrace jsou vztaZeny jiz na 1 | redlného vzorku.

Pro realné vzorky z Cistirny odpadnich vod VFU Brno byly pfipraveny nové kalibracni
roztoky. Ve vysledcich vSak neuvadim vSechny kalibra¢ni zavislosti pro jednotlivé analyty, u
jednotlivych U jednotlivych [é€iv jsou uvedeny pouze rovnice kalibracni kiivky
s koeficientem determinace.

Czech Republic - Brnénska prehrada, Lat: 49.25, Lon: 16.48, Casoveé pasmo: GMT+2

GES Teplota (°C) SraZky (mm/3h)

O02h OSh O08h 11h 14h 17h 20h 23h 02h 0Sh 038h 11h 14h 17h 20h 23h
08.04.2012 =2 -Z2 -1 3 - 3 - -3 o3
09.04.2012 -4 -4 -1 (=3 a8 a8 > -0
10.04.2012 -1 -0 1 7 5 B B (=3 S
11.04.2012 = 2 3 10 14 16 10 8 o3
12.04.2012 &S (=3 3 7 7 (=3 3 o o3 1 51
13.04.2012 -1 -0 = 10 14 12 a8 = 0.8 086
14.04.2012 S S 6 11 13 12 a8 =3
15.04.2012 © = =3 = 10 = 7 = 0.7 0.7 0.2 0.5 0.7
16.04.2012 © S =3 7 = 4 3 Z: EESSICE T IS IEE EE S 4 1
17.04.2012 2 =2 3 =3 S S 2 -0 0.3
18.04.2012 -2 -2 < 8 { o Bl = 2
19.04.2012 2 2 s 12- a3 13| 7 3 05 2 05 03
20.04.2012 2 2 7 12 15 14 7 (53 0.2 0.3 0.5 0.3
21.04.2012 S (=] 7 12 1S5 14 7 6 03 1.2 0.5 0.3 03
22.04.2012 S 4 8 =SS 10 7 S 06 1.5 0.7
23.04.2012 32 2 s 11 14 13 8 e 0.2
24.04.2012 © z 2 73 £= 14 14 -2 ) = 0.7 1.5

Obr. 32: Orientac¢ni teploty a srazky ve dnech odbéru na Brnénské piehradé

5.4.3.1 Estriol

Koncentrace estriolu v odpadni vodé byly vyhodnoceny podle nové kalibra¢ni zavislosti
(y = 1289,3x s R?=0,9994). Koncentrace na pritoku a na odtoku z COV jsou uvedeny
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v tabulce 20. Tabulka obsahuje tii paraleln¢ stanovené koncentrace a jejich primérnou
hodnotu. Koncentrace na ptitoku na COV se pohybovala v rozmezi 152,5 — 1142 ng-1™". Na
odtoku z COV byly koncentrace niz§i a rozmezi hodnoty bylo 2359 — 102,4 ngl™
Z vysledku lze usuzovat (viz. graf 17), Ze na dané Cistirné odpadnich vod dochazi pouze
k ¢aste¢né eliminaci sledovaného analytu.

V tabulce 21 jsou prezentovany prumérné koncentrace estriolu na pfitoku a odtoku
z &istirny odpadnich bod. Na piitoku byla priméma koncentrace 526,6 ng'I* a na odtoku
64,52 ng'I". V tabulce je také uvedeno mnozZstvi odstranéného 1é¢iva (ng'l1™?, %). Pramérna
ucinnost Cistictho procesu byla 79,35 %. Vysledky jsou pro nézornost zpracovany do
grafu 19.
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Graf 17: Koncentrace E3 v realnych vzorcich odpadnich vod COV VFU Brno

5.4.3.2 Estradiol E2

Koncentrace E2 vodpadni vodé¢ byly vyhodnoceny podle kalibraéni kiivky
(y = 5,5584x s R? = 0,9995). Stanovené koncentrace na piitoku a odtoku z COV jsou uvedeny
v tabulce 20. V tabulce jsou uvedeny tii paralelné stanovené koncentrace a jejich praimérna
hodnota. Koncentrace na piitoku COV se pohybovala v rozmezi 299,0 — 384,6 ngl™, na
odtoku z COV byly koncentrace podstatné nizsi, jejich rozpéti hodnot bylo od
18,29 do 45,14 ng-1". Pro lepsi zdiiraznéni ziskanych vysledki byl sestrojen graf 18, na jeho
podkladé l1ze konstatovat, Ze na této Cistirné odpadnich vod rovnéz dochazi pouze k ¢astecné
eliminaci sledovaného analytu.

V tabulce 21 jsou znazornény prumérné koncentrace estriolu na pfitoku a odtoku
z &istirny odpadnich vod. Na piitoku byla hodnota prim&mé koncentrace 350,6 ng-1™ a na
odtoku 32,06 ng-1*. V prisluiné tabulce je rovn&z uvedeno mnoZstvi odstrandného lé&iva
(ng1", %). Praim&ma ucinnost &istictho procesu byla 90,42 %, coz znadi, e piislugna
technologie je vhodna pro odstranéni estradiolu E2. Vysledky zpracované do grafické formy
jsou prezentovany na grafu 20.
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Tabulka 20: Koncentrace estriolu a estradiolu v odpadni vodé z COV VFU Brno

Estriol E3 Estradiol E2
Dny Cy ) C3 Cortimer Cy ) C3 Cortmer
[ng1"] | [ng1™] | [ng1"] | [ng1"] [ng1"] | [ng1™] | [ng1"] | [ng1"]
Pritok | 1137 1146 1145 1142 Piitok | ND ND ND ND
10.4. Odtok | 59,88 | 60,91 |[61,20 | 60,34 Odtok | ND ND ND ND
Pritok | 150,1 | 1529 | 1531 | 152,5 Pritok | ND ND ND ND
11.4. Odtok | 86,75 | 87,00 |8813 | 86,87 Odtok | ND ND ND ND
124 Pritok | 154,8 | 1549 | 1551 | 154,9 Pritok | ND ND ND ND

Odtok | 38,85 38,98 40,21 38,91 Odtok ND ND ND ND

Pritok | 976,4 976,3 977,1 976,4 Pritok 294,1 303,9 305,5 299,0

13.4.
Odtok | 36,11 34,79 36,17 35,45 Odtok 45,16 45,13 45,36 45,14

Pritok | 471,9 471,5 476,7 471,7 Ptitok 385,9 383,2 391,8 384,6

16.4. Odtok | 76,24 | 76,46 | 7428 |7635 Odtok | 18,54 | 18,04 | 19,03 | 18,29

Pritok | 2952 | 1950 [1952 | 2951 Pritok | ND ND ND ND
17.4. Odtok | 66,58 | 64,87 | 6514 | 65,72 Odtok | ND ND ND ND
184 Pritok | 1037 1041 1039 1039 Pritok | ND ND ND ND

Odtok | 52,10 51,83 53,62 51,97 Odtok ND ND ND ND

Pritok | 378,6 383,1 382,3 380,9 Ptitok 363,0 373,4 370,4 368,2

19.4. Odtok | 92,14 [91,93 |9195 |9204 Odtok | 32,94 | 3252 |3275 |3273

Pritok | 391,5 |396,3 |3984 |[3939 Pritok | ND ND ND ND
204 Odtok | 102,9 | 1020 |1035 | 1024 Odtok | ND ND ND ND
234 Pritok | 258,2 | 2622 | 2508 | 260,2 Pritok | ND ND ND ND

Odtok | 23,82 23,36 24,89 23,59 Odtok ND ND ND ND
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Graf 18: Koncentrace E2 v redlnych vzorcich odpadnich vod COV VFU Brno
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Tabulka 21: Primérné koncentrace a odstranéné mnozstvi estriolu a estradiolu v realnych
vzorcich odpadni vody z COV VFU Brno

Estriol E3 Estradiol E2
o Ptitok Odtok Rozdil Odstranéno | Pritok Odtok Rozdil | Odstranéno
n
Y gt | g™ | met?] [%] [ng1"] | [ng1™] | [ngl™] [%]
10.4 1142 60,34 1081 94,71 ND ND ND ND
11.4 152,5 86,87 65,63 43,04 ND ND ND ND
12.4 154,9 38,91 115,9 74,87 ND ND ND ND
13.4 976,4 35,45 940,9 96,37 299,0 45,14 253,8 84,90
16.4 471,67 76,35 395,3 83,81 384,6 18,29 366,3 95,24
17.4 295,1 65,72 229,38 77,73 ND ND ND ND
18.4 1039 51,97 987,0 95,00 ND ND ND ND
19.4. 380,9 92,04 288,8 75,83 368,2 32,73 335,4 91,11
20.4. 393,9 102,4 291,4 73,99 ND ND ND ND
23.4 260,2 23,59 236,6 90,93 ND ND ND ND
Praumér 526,6 63,37 463,2 80,63 350,6 32,06 318,5 90,42
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Graf 19: Primérna koncentrace E3 v realnych vzorcich odpadnich vod na COV VFU Brno
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Graf 20: Primérna koncentrace E2 v realnych vzorcich odpadnich vod na COV VFU Brno
5.4.3.3 Ethynylestradiol

Koncentrace EE2 v odpadni vod¢ byly vyhodnoceny podle kalibra¢ni kiivky, ktera je
charakterizovana témito hodnotami: y = 26,069x aR? = 0,9971. Zjisténé koncentrace na
piitoku a odtoku z COV jsou uvedeny v tabulce, kterd obsahuje t¥i paralelné stanovené
koncentrace a také jejich primérnou hodnotu. Ethynylestradiol byl detekovan ve dnech 13,
16. a 20. 4. 2012. Ve zbyvajicich dnech byla jejich koncentrace pod mezi detekce. Na ptitoku
na COV byly stanoveny koncentrace vrozmezi 33,81 — 129,0 ng:I*, na odtoku byly
koncentrace podstatné nizi, jejich individualni hodnoty byly v rozpéti 10,78 — 23,17 ng-™.
Z vysledku je patrné (graf 21), ze také na této Cistirné odpadnich vod dochazi k ¢astecné
eliminaci sledovaného analytu.

V tabulce 23 jsou prezentovany primérné koncentrace ethynylestriolu na pfitoku a
odtoku z ¢istirny odpadnich vod situované na VFU Brno. Na pfitoku byla zjisténa primérna
koncentrace 84,79 ng1™ a na odtoku 16,12 ngI™. V tabulce je kromé& toho uvedeno také
mnozstvi odstranéného 1é&iva (ngl?, %). Praméma Gcinnost &isticiho procesu z hlediska
eliminace EE2 byla 68,67 %. Pro lepsi nazornost jsou vysledky zpracovany do grafu 23.
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Graf 21: Koncentrace EE2 v realnych vzorcich odpadnich vod COV VFU Brno
5.4.3.4 Estron

Koncentrace E1 vodpadni vodé¢ byly vyhodnoceny podle kalibraéni kiivky
(y = 13,787x sR?=0,9977). Stanovené koncentrace na piitoku a odtoku z COV jsou
prezentovany V tabulce 22. Tabulka obsahuje tii paralelné stanovené koncentrace a jejich
pramérnou hodnotu. U estronu byly koncentrace nad mezi detekce prokazany ve dnech 13.,
16., 19. a 20. 4. 2012, ptiéemz koncentrace na ptitoku do COV byly v rozmezi 75,42 az
755,3 ng'I"* a na odtoku z COV se pohybovaly v rozmezi od 7,69 do 46,09 ng:1™. | z t&chto
vysledkt jednozna¢né vyplyva (graf 22), ze na Cistirné odpadnich vod dochazi k ¢asteéné
eliminaci estronu z odpadni vody.

V tabulce 23 jsou prezentovany prumérné koncentrace estronu na piitoku a odtoku
z &istirny odpadnich vod. Na pritoku byla priméma koncentrace 391,6 ng'1* a na odtoku
29,15 ng'I*. Krom& toho je v tabulce uvedeno rovn&Z mnoZstvi odstranéného lé¢iva
(ng'1™, %). Z t&chto Gdaji vyplyva, ze na COV doslo k primémé k odstrandni az 89,97 %
posuzovaného analytu. Vysledky jsou pro nazornost prezentovany v grafu 24.
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Tabulka 22: Koncentrace ethynylestradiolu a estronu v odpadni vodé z COV VFU Brno

Ethynylestradiol EE2 Estronu E1
Dny “ 5| 2 it c it Cprﬁnir “ it 2 it c it Cmﬁnir
[ng17] | [ng17] | [ngl7] | [ngl”] [ng17] | [ngl7] | [ngl"] | [ngl7]
Pritok ND ND ND ND | Pritok ND ND ND ND
10.4. Odtok ND ND ND ND | Odtok ND ND ND ND
Pritok ND ND ND ND | Piitok ND ND ND ND
114 Odtok ND ND ND ND | Odtok ND ND ND ND
Pritok ND ND ND ND | Pritok |76,09 |7476 |7579 |7542
124 Odtok ND ND ND ND | Odtok | 7,77 7,62 7,86 7,69
Pritok | 33,41 | 3420 |3378 |[3381 | Piitok ND ND ND ND
13.4. Odtok | 10,80 | 10,76 | 10,83 | 10,78 | Odtok ND ND ND ND
64, Pritok | 91,12 | 9201 |9195 |[9156 | Pritok |756,6 | 7540 |7535 | 7553
Odtok | 14,62 | 1460 | 14,69 |1461 | Odtok | 36,64 | 36,40 |3652 | 3652
Pritok ND ND ND ND | Pitok ND ND ND ND
17.4. Odtok ND ND ND ND | Odtok ND ND ND ND
Pritok ND ND ND ND | Pritok ND ND ND ND
18.4. Odtok ND ND ND ND | Odtok ND ND ND ND
Pritok ND ND ND ND | Pritok |580,6 |5842 |587,1 |5824
19.4. Odtok ND ND ND ND | Odtok |47,08 |4510 |4579 | 46,09
Pritok | 128,83 | 129,19 | 130,30 | 129,0 | Pritok | 153,2 | 153,1 | 1534 | 153,
204 Odtok | 22,94 | 2303 |2317 |2298 |Odtok |2598 |2662 |2545 | 26,30
234, Pritok ND ND ND ND | Piitok ND ND ND ND
Odtok ND ND ND ND | Odtok ND ND ND ND
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Graf 22: Koncentrace E1 v realnych vzorcich odpadni vody COV VFU Brno
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Tabulka 23: Primérné koncentrace a odstranéné mnozstvi ethynylestradiolu a estronu

Vv realnych vzorcich odpadni vody — VFU Brno

Ethynylestradiol EE2 Estron E1
o Pritok Odtok Rozdil Odstranéno | Pfitok Odtok Rozdil | Odstranéno
n
Y gt | g™ | met?] [%] [ng1"] | [ng1™] | [ngl™] [%]
10.4. ND ND ND ND ND ND ND ND
11.4. ND ND ND ND ND ND ND ND
12.4. ND ND ND ND 75,42 7,69 67,73 89,80
13.4. 33,81 10,78 23,03 68,12 ND ND ND ND
16.4. 91,56 14,61 76,96 84,05 755,3 36,52 718,8 95,17
17.4. ND ND ND ND ND ND ND ND
18.4. ND ND ND ND ND ND ND ND
19.4. ND ND ND ND 582,38 46,09 536,28 92,09
20.4. 129,0 22,98 106,0 82,18 153,2 26,30 126,85 82,83
23.4. ND ND ND ND ND ND ND ND
Primér 84,79 16,12 68,67 78,12 391,6 29,15 362,4 89,97
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Graf 23: Primérna koncentrace ethynylestradiolu v realnych vzorcich odpadnich vod VFU

Brno
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Graf 24: Primérna koncentrace estronu V realnych vzorcich odpadnich vod — VFU Brno

5.4.3.5 Diethylstilbestrol

Koncentrace DES v odpadni vodé byly vyhodnoceny podle kalibraéni kiivky
charakterizuje témito hodnotami: y = 174,12x s R%= 0,9989. Koncentrace na pritoku a na
odtoku z COV jsou uvedeny v tabulce 24. V tabulce jsou uvedeny tii paralelné stanovené
koncentrace a jejich primérnd hodnota. Bylo prokazano, ze diethylstilbestrol vykazoval
pozitivni nalezy koncentraci tohoto analytu ve dnech 13., 16., 17., 18. a 20. 4. 2012. V téchto
dnech se koncentrace na piitoku do COV pohybovala v rozmezi od 1,312 do 70,41 ng-l'l; na
odtoku z COV byly i vtomto piipadé koncentrace nizsi, jejich rozmezi hodnot bylo od
0,76 do 3,88 ng'1™*. Na podkladg l1ze konstatovat, 7e na dané &istirn& odpadnich vod dochézi
pouze Kk ¢aste¢né eliminaci sledovaného analytu.

V tabulce 25 jsou prezentovany pramérné koncentrace posledniho posuzovaného
hormonalniho 1é€iva, a to diethylstilbestrolu, a to na pfitoku a na odtoku z €istirny odpadnich
vod. Bylo zji§téno, 7e na pritoku byla primé&ma koncentrace 22,98 ng:I* a na odtoku
1,751 ng'I"". Také pro tento analyt bylo uréeno mnoZstvi odstranéného 1é¢iva v ng-1™ a v %.
Bylo prokazano, ze na COV situované v arealu VFU Brno bylo primémé odstranéno 89,76 %
diethylstilbestrolu. Vysledky jsou i v tomto ptipad¢ zobrazeny v grafické podobé (graf 26).
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Tabulka 24: Koncentrace diethylstilbetrolu v odpadni vodé z COV VFU Brno

Diethylestradiol DES
Dny ciingl™ | ¢ mgl™] | colngt™ |
[ng17]
o4, Pritok ND ND ND ND
Odtok ND ND ND ND
14 Pritok ND ND ND ND
Odtok ND ND ND ND
Pritok ND ND ND ND
12.4. Odtok ND ND ND ND
Pritok 10,64 10,74 10,74 10,69
13.4. Odtok 1,65 1,67 1,66 1,66
Pritok 20,05 20,11 20,04 20,08
16.4. Odtok 0,79 0,73 0,78 0,76
Pritok 12,40 12,41 12,35 12,40
17.4. Odtok 2,35 2,37 2,36 2,36
Pritok 1,30 1,32 1,31 1,312
18.4. Odtok 0,10 0,09 0,10 0,10
104, Pritok ND ND ND ND
Odtok ND ND ND ND
Pritok 69,09 71,72 70,56 70,41
204 Odtok 3,72 4,03 4,01 3,88
Pritok ND ND ND ND
234 Odtok ND ND ND ND
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Graf 25: Koncentrace DES v realnych vzorcich odpadnich vod COV VFU Brno
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Tabulka 25: Praimérné koncentrace a odstranéné mnozstvi diethylstilbestrolu v realnych
vzorcich odpadni vody — VFU Brno

Diethylstilbestrol
Dny Pfitok [ng1™] Odtok [ng1™] Rozdil [ng17] Odstranéno [%]
10.4. ND ND ND ND
11.4. ND ND ND ND
12.4. ND ND ND ND
13.4. 10,69 1,66 9,03 84,47
16.4. 20,08 0,76 19,32 96,21
17.4. 12,40 2,36 10,04 80,96
18.4. 1,31 0,10 1,21 92,65
19.4. ND ND ND ND
20.4. 70,41 3,88 66,53 94,50
23.4. ND ND ND ND
Prameér 22,98 1,751 21,23 89,76
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Graf 26: Primérna koncentrace diethylstilbestrolu v realnych vzorcich — VFU Brno

5.4.4 Shrnuti vysledkii analyz provadénych na VFU Brno

Primérna uéinnost &isticiho procesu aplikovaného na COV VFU Brno je zpracovana do
grafu 27. Z vysledku je sice patrné, ze eliminace vybranych hormonalnich 1é¢iv na Cistirné
odpadnich vod situované na VFU Brno neni stoprocentni, avSak u vSech analytii bylo
dosazeno pomérné vysoké eliminace téchto latek z vy¢isténych odpadnich vod.

Pokud porovname tyto udaje s daty vypoétenymi pro COV Bieclav tak lze konstatovat,
7e hodnoty se od sebe piili§ nelisi, prestoze se jedna o odligné typy COV; prvni z nich
predstavuje mensi komunalni COV, druha specialni COV ktera musi byt provozovana piesto,
ze vycisténd odpadni voda je vypousténa do kanalizacni sité¢ a bude prochazet jeste¢ jednim
procesem &isténi, a to ve velkokapacitni COV Brno-Modfice.
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Konkrétné 1ze uvést, Zze E3 bylo na 1. Cistirné odstranéno z 88,49 %, na 2. Cistirné
2 80,63 %, E2 bylo na 1. Cistirn¢ odstranéno z 73,46 %, na 2. z 80,63 %. K odstranéni E1
doslo na 1. Cistirné z 83,11 % a 2. Cistirn¢ z 89,97 %; u EE2 se vypoctené hodnoty lisily jen
malo (1. ¢istirna 77,53 a 2. Cistirna 78,12 %) a pokud hodnotime eliminaci u DES, tak ta byla
V obou ptipadech vysoka (94,15 a 89,76 %).
Na zékladé téchto udaju lze konstatovat, ze eliminaci hormonalnich ptipravkl je
mozné povazovat za pfiznivou zejména proto, ze u téchto 1€Civ by jejich rezidua mohla
prechézet az do tkéani ryb.
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6. Zavér

Tématem této diplomové prace bylo stanoveni vybranych hormondlnich ptipravki
pomoci separacnich metod, konkrétné kapalinové chromatografie s hmotnostnim detektorem.
Sledovanymi 1éc¢ivy byly estriol, estradiol, ethynylestradiol, estron, diethylstilbestrol,
mestranol, progesteron a norethindron. Tyto hormony byly zvoleny na podkladé zpracované
reSerSe, a to z divodu jejich vysokého vyskytu v zivotnim prostiedi, pfedev§sim ve vodnim
prostiedi.

Mezi separacni metody nejcastéji pouzivané pro stanoveni 1éCiv patii kapalinova a
plynova chromatografie; v obou pifipadech je vSak upfednostiovana hmotnostné
spektrometricka detekce. Vhodnou technikou pro izolaci cilovych analytt z vod je metoda
extrakce tuhou fazi (SPE).

Na zéklad¢ ziskanych teoretickych poznatki byla vypracovana optimalni metoda pro
izolaci hormonalnich 1é¢iv z vybrané matrice a rovnéz byl optimalizovan analyticky postup
pro jejich identifikaci a kvantifikaci.

Realné vzorky odpadnich vod byly odebirany z COV v Bieclavi a z COV situované v
aredlu Veterinarni farmaceutické univerzity Brno.

Pro izolaci vSech hormont byla pouzita extrakce tuhou fazi (SPE). Tato metoda byla
validovana a ovéfena stanovenim vytéznosti, jejiz primérné hodnoty byly pro posuzovana
hormonalni 1é¢iva nasledujici: estriol E3 36,66 %, estradiol E2 na 76,75 %, ethynylestradiol
EE2 69,24 %, estron E1 16,84 % a diethylstilbestrol DES 107,4 %. Pro preanalytickou a
rovn&Z pro rozhod¢i analytickou metodu byly pro vSechny sledované latky vypocteny meze
detekce a meze stanovitelnosti. Mestranol (MES), norethindron (NOR) a progesteron (PROG)
nebyly po zakoncentrovani detekovany v odpadni vodé odebrané na zadné z posuzovanych
COV, a proto nejsou ve vysledcich viibec uvadény.

V odpadni vodé z COV v Bieclavi byly identifikovany i kvantifikovany hormony E3,
E2, EE2, E1 a DES. Primérna koncentrace estriolu na COV v Bieclavi byla na pfitoku 815,1
ng1™, odtoku 85,17 ng:1™ a priimérné Gi¢innost odstranéni byla 88,49 %.

U estradiolu E2 byla primémé koncentrace na pfitoku 18,28 ng1™, na odtoku
4,249 ng-1™ a primérna G&innost odstranéni z COV byla usp&sna ze 73,46 %. Ethynylestradiol
EE2 vykazoval nizsi koncentrace (pfitok 41,30 ng-1?, odtok 7,007 ng:l™ priméma uginnost
byla 77,53 %). Primérna i¢innost odstranéni estronu byla uspésna z 83,11 %, kdyz na piitoku
byla priméma koncentrace 55,59 ng'I* a na odtoku 8,213 ng-1™. Diethylstilbestrol byl
V priméru prumérné odstranén z 94,15%; na pfitoku byla zjiSténa primérna koncentrace
15,42 ng-1™* a na odtoku 2,022 ng-1™. Hormony MES, NOR a PROG nebyly v odpadni vods
detekovany viibec.

V odpadni vodé odebrané v COV situované na VFU Brno byly detekovany hormony
E3, E2, EE2, El a DES. Pramérna koncentrace estriolu na COV VFU Brno byla na pftitoku
526,6 ng1™, na odtoku 63,37 ng'I* a praim&mé odstranéni predstavovalo 80,63 %. Primérna
koncentrace estradiolu na piitoku byla 350,6 ng:I'"; na odtoku 32,06 ng:I* a primé&mé byl
estradiol odstranén z COV z 90,42 %. K eliminaci doslo také u ethynylestradiolu EE2
(78,12 %), pticemz jeho primérnéd koncentrace na piitoku byla 84,79 ngl™a na odtoku
16,12 ng-l'1 a prumérné odstranéni bylo uspésné ze 78,12 %. Odstranéni estronu bylo tspésné
z 89,97 %, kdyz na pfitoku byla vypoétena priméma koncentrace 391,6 ng-1™ a na odtoku
29,15 ng-l'l. K pomémé vysoké eliminaci doslo také u diethylstilbestrolu (89,76 %);
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priméma koncentrace na ptitoku byla v tomto piipadé 22,98 ng1™ a na odtoku 1,751 ng-1™.
Hormony MES, NOR a PROG nebyly v odpadni vod¢ detekovany viibec.

Vysledky ptfedlozené diplomové praci prokazaly, ze hormondlni 1é¢iva piedstavuji na
COV zavazné kontaminanty, které nasledné mohou piestupovat do biotickych slozek vodniho
ekosystému. Na ¢istirnach odpadnich vod se z odpadni vody Upln¢ neodstrani a jsou proto po
jejim vycisténi znovu vypoustény do vodnich tokt, 1 kdyz ve velmi nizkych koncentracich.
Vzhledem K jejich fyzikalné-chemickym vlastnostem lze konstatovat, ze se mohou kumulovat
v sedimentu a nasledné potom i v ostatnich biotickych i abiotickych slozkach vodniho
ekosystému. Je znamo, ze tyto latky mohou svoji pfitomnosti ovliviiovat vodni zivoCichy a
muze dokonce dochazet az k feminizaci ryb.

80



Seznam pouzitych zkratek

E1l
E2

EE2

E3

PROG
MES
NOR
DES
cov
HPLC-MS
EDS

TEA
HLB
PCB
PAU
MRM
SRM

GF

EU
MAE

FE

GC
UPLC
U(H)PLC
ACN
oV

EO

AN

DN

UN

Estron

Estradiol

Ethynylestradiol

Estriol

Progesteron

Mestranol

Norethindron

Diethylstilbesterol

Cistirna odpadnich vod

Vysokuéinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
Latky naruSujici hormonalni rovnovahu (Endocrine Disruption
compounds)

Triethylamin

Hydrophilic-Lipophilic Balance
Polychlorované bifenyly
Polyaromatické uhlovodiky

Multiple reaction monitoring, ekvivalent selected reaction monitoring
Selected reaction monitoring

Glass fiber (sklenéna vlakna)

Extrakce ultrazvukem

Mikrovlnna extrakce

Fytoestrogeny

Plynova chromatografie

Ultrat¢inna kapalinova chromatografie
Ultrati¢inna kapalinova chromatografie
Acetonitril

Odpadni voda

Ekvivalentni obyvatel

Aktivaéni nadrz

Dosazovaci nadrz

Usazovaci nadrz
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7. Seznam priloh
Ptiloha 1: Hmotnostni spektra jednotlivych hormonit MS!, MS?

Ptiloha 2: Ptiklad mozné fragmentace diethylstilbestrolu a estronu
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8. Pilohy

Ptiloha 1: Hmotnostni spektra jednotlivych hormonit MS!, MS?
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Priloha 2: Ptiklad mozné fragmentace diethylstilbestrolu a estronu
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