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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace podava prehled kontaminantti odpadnich vod typu steroidnich
hormonti. Je zde uveden stru¢ny popis téchto latek a jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti,
jsou popsany jejich zdroje v zZivotnim prostfedi a jejich vlivy na organismy. Rovnéz je
charakterizovan osud téchto sloucenin v Zivotnim prostiedi a metody vyuZivajici se
k jejich izolaci z jednotlivych slozek zivotniho prostiedi a k jejich stanoveni.

ABSTRACT

This bachelor thesis gives the overview of waste water contaminants of steroid hormones
type. A short description of these compounds and of their physical-chemical properties is
given and sources of these substances in the environment are characterized, as well as their
impact on organisms The fate of these compounds and methods used for their isolation from
environmental compartments methods of their final analysis are characterized.
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1. UVOD

Prvni zprava obsahujici informaci o hormonech ve vodé byla publikovana roku 1965.
V této zpravé se hovoii o faktu, ze hormony obsazené v odpadnich vodach nebyly zcela
odstranény pfi jejich Cisténi. AvSak tomuto nebyla vénovana pozornost az do roku 1990, kdy
byl obsah hormonii ve vodach dan do spojitosti s farmaceutickou vyrobou hormonalni
antikoncepce. Obsah hormonti ve vodach mél prokazatelny dopad zejména na ryby [18]. Ve
Velké Britanii v 80 letech minulého stoleti byly nalezeny ryby, které mély varlata prosycena
zloutkem. Védci zjistili, ze feminizace ryb se nevyskytuje jen u ptivodné zjisténych plotic, ale
fek v mofi. Tedy prvotni pfi€ina - farmaceuticky zavod stojici v blizkosti toku jedné feky -
byla vyloucena. Bylo zjisténo, Ze pfi¢inou jsou hormony vylu¢ované Zenami, které uzivaly
hormonalni antikoncepci. Svédskymi védci bylo také nedavno prokizano, ze hormony maji
dopad také na zaby a nékteré plazy, napt. krokodyly.

Hormony, u kterych byl prokazan estrogenni ucinek, jsou ptirodni hormony estron,
estradiol a estriol a syntetické hormony estrogen a ethynylestradiol. Nejvétsim problémem
v zivotnim prostiedi je praveé synteticky estrogen, ktery oproti pfirodnim hormoniim ptetrvava
v prostiedi mnohem déle. Jeho stabilita vSak neni nejvétsi problém, tim je jeho neustaly
pfisun z odpadnich vod do vod povrchovych. Zdrojem téchto hormontl v prostiedi je jiz
zminéné vylucovani lidmi, ale také odpad z chovu hospodaiskych zvifrat.

Utinky pfirodnich i syntetickych estrogenti, které se v prostfedi nachazeji, mohou
narusovat ptisobeni vnitinich hormonti, mohou ovlivnit syntézu a vyménu vnitinich hormont
a receptortl téchto hormon. Jejich Gcinek je jiz pti velmi nizkych koncentracich, a to 1 ng/l.

Cistirny odpadnich vod estrogen nezachyti;. zde dochazi u nékterych latek k metabolizaci
bakteriemi. Steroidni latky mohou cCéastecné projit zcela nezménény nebo se mohou
transformovat na latky se silnym hormonalnim t¢inkem. K jejich odstranéni je potteba pouzit
sekundérni a terciarni Cisténi.



2. HORMONY

Hormony jsou signalni molekuly, které zajistuji v téle mnohobunéénych organismi
komunikaci mezi buikami, tkdnémi a organy [1]. Jsou produkovany v télech vSech
mnohobunéénych organismti v¢etné rostlin [2]. Souzi k pfenosu informaci pfi fizeni rlstu,
vyvoje, rozmnozovani a vztah organismu k jeho okoli. Ovliviiuji jen ty bunky, které jsou
vybaveny specifickymi receptory schopnymi hormon specificky reversibilné vazat a iniciovat
bunécnou odpovéd’ na jeho pfitomnost; jejich ucinek je tedy cileny [1]. Jsou produkovany
zlazami s vnitini sekreci (endokrinnimi zlazami) nebo jednotlivymi bunkami v riznych
tkanich. Endokrinni Zlazy uvoliiuji hormony do krve, kterd pak hormony transportuje
k cilovym tkanim [3]. Receptory jsou pro mnohé hormony (zejména bilkovinné a peptidové)
na vngj$Sim povrchu bunééné membrany cilové buniky. Jiné hormony prochazeji bunéénou
membranou a jejich receptory jsou v cytoplasmé cilové bunky (zejména steroidni hormony).
Bunky maji obvykle receptory pro nékolik riznych hormonti [1].

2.1 Rozdéleni hormonii podle chemické povahy

Podle chemické struktury lze hormony d¢lit na peptidové a bilkovinné. Peptidové
i bilkovinné typy hormonti jsou vylu¢ovany procesem exocytosy do krevniho fecisté a vazi se
na membranové receptory cilovych bunék. Podobné jako peptidové hormony iteraguji
hormony odvozené od aminokyselin, zejména od tyrosinu, tedy hormony §titné zlazy a diené
nadledvinek, s receptory na povrchu bunék. Steroidni a lipofilni hormony stimuluji v cilové
bunice syntézu bilkovin. Tyto hormony snadno prochdzeji membranami do bun¢k a tam se
vazi na specifické bilkovinné receptory. Vznikly komplex hormonu s receptorem pak déle
vstupuje do jadra, kde poté stimuluje synthesu mRNA V¢étSina molekul steroidnich hormoni
je prenaSena krvi v podobé vazby na bilkovinny nosi¢. Vychozi latkou pro syntézu téchto
hormont v télech zivoc€ichii je cholesterol. Déale se hormony dé€li na hormony odvozené od
mastnych kyselin, tkdfilové hormony, syntetizované z kyseliny arachidonové, a také hormony
povahy nizkomolekularnich latek [1].

2.2 Rozdéleni hormonii podle biologického mechanismu piisobeni

Podle biologického mechanismu se mohou hormony realizovat ovlivnénim nékolika typt
molekulovych déju v buiice, tedy fizenim exprese genetické informace, aktivity enzymi
a propustnosti bunééné membrany. Biosyntéza bilkovin neboli exprese genetické informace
probihd na urovni transkripce a translace. Adrenalin, insulin a glukagon aktivitou enzymd,
zejména energetického metabolizmu. Vesopresin propustnosti bunééné membrany.

Jinak mizeme d¢lit hormony podle vztahu mezi buiikou, kterd hormon vylucuje a buiikou,
kterd hormonalni podmét pfijima. V endokrinnich zlazach, ve specializovanych endokrinnich
bunikach jinych organli nebo ve tkanovych buitkach organii jsou tvofeny systémové, tedy
endokrinni hormony. Tyto hormony jsou vyluovany do krve a tou jsou piendSeny na
vzdalena mista v téle. Casto ptisobi na riizné typy bunék, aviak i uvolnéné do krve mohou
také plsobit na jeden typ bunék. Tkéanové hormony (parakrinni) plsobi v tkanich, kde
vznikaji. Nejsou tedy nijak prenaSeny té€lnimi tekutinami. Autokrinni hormony jsou hormony,
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které plisobi na buiiku, kterd je vyloucila. To jsou hlavné latky, vyloucené imunitnim
systémem [1].

2.3 Rozdéleni hormoniti podle endokrinnich Zlaz

vvvvvv

Hypothalamus je ¢ast mozku vylucujici liberiny a statiny, které fadime do skupiny
spoustécich hormont. Také jsou zde syntetizovany peptidové hormony oxytocin a vasopresin.
Tyto hormony jsou dopravovany nervovym vldknem do neurohypofysy a odtud dale
vylucovany. Oxytocin vyvolava stahy délohy. Vasopresin je hormon, ktery aktivuje
adenylatcyklasovy systém v bunkach distalnich tubuld ledvin. Toto ma za nasledek zvySovani
resorpce vody a zvySené vylucovani sodnych iontl. Vasopresin také vyvolava stazeni
periférnich cév, zvyseni krevniho tlaku a snizeni srde¢ni frekvence.

Adenohypofysa je predni lalok hypofysy. Jsou jim vyluCovany tropiny. Patfi sem
thyreotropin, ktery tidi ¢innost $titné zlazy, dale adrenokortikotropin, ktery ovlada vylu¢ovani
kortikosteroidii z kliry nadledvin.

Somatotropin neboli ristovy hormon je hormon, ktery fidi télesny rtst. Do zvlastni skupiny
hormontl patfi hormony stimulujici ¢innost pohlavnich Zlaz a také ovliviiuji vylu€ovani
steroidnich pohlavnich hormonti. Sem patii gonadotropni hormony, z nich nejvyznamnéjsi
jsou prolaktin, folikuly stimulujici hormon a luteotropin.

Zakladni lalok hypofyzy, ktery vylucuje peptidové hormony do krevniho fecisté, je
neurohypofyza. Peptidové hormony se do krevniho fecisté dopravuji nervovym vlaknem
z hypothalamu.

Hormony tyroxin a trijodthyronin jsou produkovéany Stitnou Zldzou. Oba tyto hormony
stimuluji pfi fysiologickych koncentracich synthesu mRNA a bilkovin. Katabolizmus zvysuji,
pti zvySené koncentraci, do takové miry, Ze organismus ztraci dusik a dale vycerpava své
tukové zasoby. Také tyto hormony podporuji diferenciaci bunék. Peptidovy hormon
kalcitonin je také produkovan Stitnou Zlazou. Tento hormon snizuje koncentraci vapniku
v krvi, takze zabranuje jeho uvoliovani z kosti.

Peptidovy hormon parathormon je produkovan piistitnymi télisky. Parathormon fidi
metabolismus vapniku a fosfatu. Metabolizace bun¢k ovlivitujicich degradaci kosti zvysuje
koncentraci vapenatych iontl v krvi. Toto nésledné vyvolava snizeni koncentrace fosfatovych
iontii. Uplny deficit parathormonu zptisobuje smrt, jeho nedostatek pak vyvolava kiee.

Adrenalin a noradrenalin jsou produkovany dfeni nadledvinek. Adrenalin je vylucovan do
krve na zaklad¢ nervovych podnétil, jako je naptiklad fyzickd namaha nebo stres, vyvolava
tedy v organizmu takzvanou poplachovou reakci. V krvi zplsobuje zvySenou koncentraci
volnych mastnych kyselin, glukosy a laktatu. Noradrenalin zvySuje krevni tlak tim, ze
vyvolava kontrakei cév. Stimuluje srdecni sval, protozZe uvoliuje hladké svaly.

Kortikosteroidy a glukokortikoidy jsou dvé skupiny hormoni, které jsou syntetizovany
v kiife nadledvinek. Tyto hormony reguluji metabolismus sacharidi a bilkovin. Patfi sem
i mineralokortikoidy, které fidi hospodaieni s minerdly a vodou. V kiie nadledvinek je dale
produkovano malé mnozstvi pohlavnich hormont.

Ve slinivce bfisni jsou syntetizovany dva dulezité peptidové hormony, insulin a glukagon.
Insulin je vylucovan B-bunikami Langerhansovych ostrivkll. Podporuje tvorbu a ukladéni
zasobnich tukl a cukrt. Také zvysuje syntézu bilkovin a potlacuje vSechny opacné pochody.
Je to tedy anabolicky hormon. Glukagon je vylu¢ovan A-buiikami Langerhansovych ostrivka
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pankreatu, dale také buinkami sliznice Zaludku a dvanactniku. Glukagon podporuje
odbouravani zasobnich latek. Zptsobuje zvyseni hladiny glukosy, mé tedy opa¢ny uc¢inek nez
insulin [1].

3. STEROIDNI HORMONY

Jako steroidy oznacujeme latky s cyklopentano-perhydrofenanthrenovym skeletem. Tento
skelet je slozen ze 4 kruht.

Obr. 1: gonan

Steroidy jsou latky lipofilni, ve vodé téméf nerozpustné, pokud ale nejsou ve formé
glukuronidl a glykosidli nebo ve formé estert s kyselinou sirovou. Steroidni hormony jsou
syntetizovany z cholesterolu a jsou to aktivni latky.

Mezi steroidni hormony patii hormony pohlavni. Pohlavni hormony déle délime na Zenské,
mezi které patii estrogeny a gestageny, a hormony muzské, tedy androgeny. Také sem patii
kortikoidy, coZ jsou hormony produkované kiirou nadledvinek. Steroidni strukturu maji 1 dalsi
prirodni latky, jako zlucové kyseliny, steroly, aglykony srde¢nich glykosidli, nékteré
sapogeniny a alkaloidy. Pro pfipravu syntetickych steroidnich hormont jsou vhodné nékteré
z uvedenych piirodnich latek [4].

3.1 Prirodni steroidni latky

Jsou vyluCovany placentou, nadledvinkovou ktirou, varlaty a vajecniky. Patfi sem
glukokortikoidy, mineralokortikoidy, progesteron, androgeny a estrogeny [5].

3.1.1 Kortikoidy

Hormony syntetizované v kiife nadledvinek jsou kortikoidy. Mezi dva hlavni typy
kortikoidli patii glukokortikoidy a mineralokortikoidy. Tyto hormony maji 21 uhlikd a na
uhliku €. 21 maji vazanou hydroxylovou skupinu V kiife nadledvinek také vznikaji steroidy
s androgennim Uc¢inkem a za patogennich podminek zde mohou také vznikat estrogeny.

Mezi hlavni piedstavitele hormonii patficich do skupiny mineralokortikoidli patii
aldosteron (Obr. 2). Aldosteron diky svému vyznamu v hospodateni s Na" a K" m4 i vyznam
v metabolizmu vody. Spolu s ostatnimi mineralokortikoidy mé jako misto uc¢inku tubuly
ledvin. Vlivem aldostreronu v nich dochézi k resorpci Na” za soucasné podpory vylucovani
K aH"



Pfitomnosti hydroxylové skupiny na uhliku 17 jsou charakterizovany glukokortikoidy.
Metabolizmus bilkovin, lipidd a sacharidi je ovlivnén prave glukokortikoidy. Mezi
nejaktivnéj$i hormon v této skupiné patii kortison (Obr. 3). Projevy jako je zvySeni rozpadu
bilkovin, aktivace procesi glukoneogenezy a urychleni lipolyzy v tukové tkani patii mezi
jeho hlavni metabolické ucinky [5, 6, 7].

cH, OH OH

Obr. 2: Aldosteron Obr. 3: Kortison

3.1.2  Progesteron

Progesteron (Obr. 4) je zensky pohlavni hormon. Tento hormon je hlavni v druhé poloviné
menstruacniho cyklu. ZvySuje casteCné teplotu téla tim, Ze zpomaluje prutok krve
v periferiich. V placent€ je vytvaren v prubéhu téhotenstvi [6].

HsC 0
/
CHj

HaC

A\

Obr. 4: Progesteron

3.1.3 Androgeny

Androgeny jsou muzské pohlavni hormony. Maji vyznamnou roli pii regeneraci tkani,
obzvlasté u svall, kosti a kize. Mezi androgeny patii dehydroepiandrosteron (Obr. 5)

a androstenedion (Obr. 6) a nejucinngj$i androgen je testosteron (Obr. 7). Jsou to
devatenactiuhlikaté steroidy. Aktivace anabolickych procesli, zejména pak stimulace
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proteosyntézy, patii mezi hlavni metabolické ucinky testosteronu. Vyvoj sekundarni
pohlavnich znakd u muzi kontroluje také praveé tento hormon [5, 6].

O
H
on 1 Wi
CH4 CHj
HO o/
Obr. 5: Dehydroepiandrosteron Obr. 6: Androstenedion
CH, OH
CH,
=

Obr. 7: Testosteron

3.14 Estrogeny

Estrogeny jsou Zzenské pohlavni hormony, které zodpovidaji za vyvoj sekundarnich
pohlavnich znaku u Zen. Patii sem estradiol (Obr. 8), estron (Obr. 9) a estriol (Obr. 10), ktery
je z nich nejaktivnéjsi. Jsou dulezité zejména pro udrzeni zdravi reprodukénich tkani, kiize,
mozku, prsou a také zastavuji rist dlouhych kosti. Estrogeny jsou produkovany vajecniky
pred ovulaci, ale také placentou. Od progesteronu se estrogeny li§i tim, Ze i béhem
menstruacniho cyklu jejich sekrece pokracuje [4, 5, 6].
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Obr. 8: Estradiol Obr. 9: Estron
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CHj
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Obr. 10: Estriol

3.1.4.1 Latky estrogenniho charakteru

V télech zivocichl jsou syntetizovany jiz zminéné hormony 17-estradiol, estron a estriol.
Jsou to takzvané endogenni estrogeny.

Jako enviromentalni nebo t€Z exogenni estrogeny jsou oznaovany ostatni latky
nevyskytujici se jako pfirozend soucéast endokrivného systému avsak vykazujici estrogenni
aktivutu. Podle ptivodu jsou déleny na fytoestrogeny, mykoestrogeny a xenoestrogeny.

Fytoestrogeny jsou estrogeny rostlinného pivodu. Vyskytuji se v asi 300 druzich rostlin,
jako naptiklad v obilninéch, listové zelening, travinach, v nékterych druzich ovoce a v jinych.
Izoflavonoidy patii mezi nejbézngjsi fytoestrogeny. Jsou to napft. genistein (Obr. 11), equol
(Obr. 12), daidzein (Obr. 13). Mezi fytoestrogeny patii také ligniny, kumestany, laktony,
steroly a dalsi.

Mykoestrogeny jsou hormony produkované nékterymi plisnémi. Pfikladem mykoestrogenti
produkovanych plisni Fusarium jsou zearalenon (Obr. 14) a jeho derivaty a- a B-zearalanol.
Plisn¢ Fusarium napadaji n¢které druhy obilovin. Zearalenon se n¢kdy vyuziva jako rastovy
hormon pro hospodaiska zvitata.

Xenoestrogeny jsou hormony z antropogennich zdroji. Jsou to priamyslové vyrabéné
produkty a jejich metabolity. Patii sem nékteré pesticidy jako DDT, endosulfan a atrazin, dale
pak derivaty stilbenu, nckteré ftalaty, nizkochlorované polychlorované bifenyly, nékteré
acidobazické indikatory (fenolftalein), polyaromatické uhlovodiky, polychlorované
uhlovodiky (furany, dioxiny), ale i bisfenol A, ktery se spolu s ftalaty vyluhovava z obald
potravin. Patfi sem také alkylfenoly, napf. oktylfenol (Obr. 15) a nonylfenol (Obr. 16), které
jsou degradacnimi produkty neionogennich tenzidi alkylfenolethoxylatového typu.
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Alkylfenoly jsou obsazeny v nckterych natérovych hmotéach, pesticidech, kosmetickych
ptipravcich a v jinych. Mezi vyznamné zdroje xenoestrogent dale patii farmaceutika typu
hormonalni antikoncepce. [8]

HO O
OH
Obr. 11: Genistein Obr. 12: Equol
HO o OH 0O CHy
0]
© HO = X0
OH
Obr. 13: Daidzein Obr. 14: Zearalenon
cH,  HC
HO l c‘: CH e
(|:_CH2 | 3 HO—QC—CHZ—CHZ—CH—CHZ—CH3
CHy  HC CHg SHy
Obr. 15: 4-terc-oktylfenol Obr. 16: 4-nonylfenol

3.2 Syntetické steroidni hormony

Jsou to steroidni hormony, které se vétSinou nevyskytuji v piirodé. Nekdy jsou
syntetizovany ve farmaceutickém primyslu i hormony, které se v pfirod¢ vyskytuji.

4

3-metyleter, mestranol (Obr. 18). Jsou pouzivany jako estrogenni prvky oralné uzivanych
kontraceptiv.

Ethinylestradiol plisobi na epitel Zenskych pohlavnich orgént proliferativnim u¢inkem
(stejné jako estradiol). Také stimuluje produkei cervikalniho hlenu, zlepSuje jeho prichodnost
a redukuje jeho viskozitu. Ethinylestradiol potlacuje laktaci. V klizi zvySuje syntézu kolagenu,
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také urychluje pratok krve riznymi tkénémi. Dale ovliviiuje parametry lipidového

a sacharidového metabolizmu

Syntetické steroidni hormony se vSak nevyuZivaji jen ve farmaceutickém pramyslu, ale
také jako doping ve sportu. Protoze anabolické steroidy zvysuji svalovou hmotnost o 5 kg za
mésic, jsou vyuzivany predevs§im u sporti, kde vykon zavisi na télesné hmotnosti [9].

OH
CH4 ——ch

HO
Obr. 17: Ethinylestradiol

Obr. 19: Desogestrel

HC g //CH

Obr. 21: Levonorgestrel

OH
CH3 :\

——CH

H;C
(0]

Obr. 18: Mestranol

CHy OH

Obr. 20: Dienogest

Obr. 22: Norethindron
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Obr. 25: Oxymetholon
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Obr. 27: Mestanolon
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Obr. 29: Sa-pregnan-3f-ol-20-on
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Obr. 24: Stanolon
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Obr. 26: Methandrostenolon
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Obr. 28: Deoxycorticosteron
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Obr. 30: Chlormadinon acetat
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Obr. 31: Megestrol acetat Obr. 32: 17-hydroxy- (50,17p)-Estran-3-on
CH; OH
CHg
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Obr. 33: 3,20-Allopregnanedion Obr. 34: Oxymesteron
CHy CHs
OH
CHs;
=
o) CHj

Obr. 35: Calusteron

3.3 Konjugované steroidni hormony

Aktivni steroidy jsou metabolizovany hydroxylaci, redukci keto skupin, tvorbou
konjungatt rozpustnych ve vodég, oxidaci hydroxy skupiny a nasycenim dvojné vazby . Mezi
konjugaty rozpustné ve vod¢ patii sulfaty a glukuronidy [9].
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Obr. 36: Estriol-16 a-(p-D-glukuronid)
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Obr. 38: Estriol 17-glukuronid
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Obr. 40: Estrone 3-glukuronid

HO3SO

Obr. 37: Estriol-3-sulfat (E3-3S)

CH; /f

Obr. 39: Estron — 3 sulfat (E1-3S)

ch, OSOsH

HO

Obr. 41: Estradiol — 17 — sulfat
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Obr. 42: Estradiol-3-glukuronid Obr. 43: Estradiol 3-sulfat (E2-3S)

4. FYZIKALNE CHEMICKE VLASTNOSTI STEROIDNICH LATEK

Pro pfirodni i syntetické steroidni hormony jsou n¢které fyzikaln¢ chemické vlastnosti
uvedené v tabulkach 2 a 3. Pro nejcastéji se vyskytujici pfirodni hormony estradiol, estriol
a estron a pro syntetické hormony ethynylestradiol a mestranol jsou pro srovnani uvedeny
fyzikaln€ chemické charakteristiky v tabulce 1.

Porovnanim hodnot v tabulkach je zfejmé, Ze syntetické hormony jsou méné rozpustné nez
pfirodni. Hodnota rozpustnosti pfirodnich hormonii je 13 mg/l, u syntetickych je to pro
ethynylestradiol 4,8 mg/l a mestranol 0,3 mg/l. VSechny steroidni hormony uvedené v tabulce
jsou malo t€kavé, o cemzZ vypovidaji velmi nizké hodnoty tlaku par. U ptirodnich steroidnich
hormont jsou hodnoty log Kow pro El 3,43; pro E2 3,94 a pro E3 2,81. Pro syntetické
steroidy je tato hodnota vyssi a to pro EE2 4,15 a pro MeEE2 je 4,67.

Z fyzikélné-chemickych vlastnosti steroidnich hormont tedy vyplyva, ze to jsou latky
s nizkou t€kavosti a hydrofobni [5, 9].
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Tabulka 1: Fyzikaln¢ chemické vlastnosti nékterych steroidnich hormont [5]

Chemicky nazev Molekulova hmotnost Rozpustnost ve vod¢ | Tlak par log Ko
[g/mol] [mg/I pti 20°C] [mm Hg]
Estron 270,4 13 2,3.10"° | 3,43
17-pB- Estradiol 2724 13 2,3.10"° | 394
Estriol 288,4 13 6,7.10" | 2,81
17-0.- Ethynylestradiol 296,4 4,8 4510 | 4,15
Mestranol 310,4 0,3 7,5.10"° | 4,67
Tabulka 2: Fyzikalné chemické vlastnosti ptirodnich steroidnich hormonti [9]
Molekulova ., Polocas Rozpustnost ve Tlak par .
Teplota tani . log Sorp¢ni
Hormon hmotnost °C] rozpadu VOQe K. [mm konstanta
[g/mol] [h] [mg/] pti 20°C] Hg]
Estron (E1) 270,37 254-256 19 13 343 [23.107"° 4882
Estradiol (E2) 272,38 178-179 ~13 13 394 |23.10"° 3300
Estriol (E3) 288,38 282 0,33-0,5 13 281 |6,7.10" 1944
Progesteron 314,46 126 35-55 8,81 387 | 1,3.10° -
Testosteron 288,42 155-156 35-55 234 - - -
Androstenedion 286,41 170-173 - 50 - - -
Dehydroepiandrosteron
(DHEA) 288,42 148,5 12 63,45 - - -
Kortison 360,44 220-224 - 7,1 - - -




Tabulka 3: Fyzikalné chemické vlastnosti syntetickych steroidnich hormoni [9]

Molekulova

Polocas

Rozpustnost ve

Hormon hmotnost Teplfta tani rozpadu vodé log Tlak par Sorpcni
[o/mol] [°C] [h] [me/l pfi 20°C] Kow [mm Hg] konstanta

Ethynylestradiol (EE2) 296,4034 182-183 36£13 4,8 4,15 4,510 4770

Mestranol (MeEE2) 310,4299 153-155 6-20 0,3 4,67 | 7,510 16542
Desogestrel 310,4730 109,5 27,8 11,3 - - -
Dienogest 311,1884 549 6-12 - - -
Levonorgestrel (LEV) 312.446 240 36 13 12 - - -
Norethindron (NOR) 298,4192 205-206 - 7 2,97 7,31.10” -
Kortison 362,4562 122-125 2,5 - - - -
Stanolon 290,4403 178-183 - - - - -
Oxymetholone 332,4770 170-180 8-9 ~0 - - -
Methandrostenolone 300,4351 163-167 3-6 - - - -
Mestanolone 304,4669 189-196 - - - - -
Deoxycorticosterone 330,4611 150-155 0,33-0,5 ~0 - - -
Sa-pregnan-3f3-ol-20-on 318,4935 182 - - - - -
Chlormadinone acetat 404,9267 215 ~2,6 - - - -
Megestrol acetate 384,5085 214-216 2,5-28 - - - -
17-hydroxy- (5a,178)-Estran-3-on 276,4137 215-220 7-12 - - - -
3,20-Allopregnanedion 316,4776 - - - - - -
Oxymesterone 318,4504 - ~3 - - - -
Calusteron 316.4776 - ~2,5 - - - -
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5. ZDROJE STEROIDNICH LATEK

Do zivotniho prostfedi se steroidni latky dostavaji pfedevsim antropogennim zpisobem,
a to jak vylu¢ovanim lidmi, tak z chovu hospodéiskych zvirat. Do odpadnich vod se dostavaji
také latky s estrogenni aktivitou. Zdrojem téchto latek jsou detergenty, kosmetické ptipravky,
pesticidy, prostiedky pro osobni hygienu. V odpadnich vodach se tedy vyskytuji takeé
napf. nonylfenol, oktylfenol a bisfenol A [8].

Méné vyznamnym zdrojem steroidnich latek je také papirensky primysl. Slouceniny, které
jsou pfitomny ve dievu, se extrahuji spolu s celuléozou v procesu varky, a nasledné ptsobi
environmentalni problémy. TCF - Totally-Chlorine Free je metoda béleni, pii které se
dostavaji steroidni hormony do prostiedi. Skodlivé pryskyfice a mastné kyseliny jsou stejné
tak usazovany. Mastné kyseliny, pryskyficné kyseliny, uhlovodiky, vosky nebo sterolové
estery; dale mono-, di- a tri-glyceridy; vyssi alkoholy nebo steroly jsou piiklady lipofilnich
latek [9].

5.1 Vylucdovani steroidnich latek lidmi

Vyznamnym problémem je vylu€ovani steroidfi lidmi v moci. Do odpadnich vod se takto
dostava estriol, estradiol, estron, pfipadné ethynylestradiol a také rezidua léki na bazi
estrogenu [8].

Steroidni latky, které se dostavaji do Cistiren odpadnich vod, nejsou zcela odstranény.
V Cistirnach odpadnich vod dochazi u nékterych latek k metabolizaci bakteriemi. Steroidni
latky mohou ¢astecné projit zcela nezménény nebo se mohou zménit na latky se silnym
hormonalnim ucinkem. Ddle se adsorbuji na pevné Castice a dostdvaji se do kalu, ktery je
pouzivan k hnojeni pud v zemédélstvi [9].

Hormony 17-estradiol, estriol a estron jsou vylu¢ovany jak Zenami, tak i muzi. Pokud
zeny uzivaji hormondlni antikoncepci, vylucuji také ethynylestradiol. U zen se mnozstvi
vylou¢enych hormonli méni v zavislosti na mnoha faktorech jako je menstruacni cyklus,
téhotenstvi a menopauza [5].

Tabulka 4: Denni vylu¢ovani estrogennich steroida lidmi [5]

Estron Estradiol Estriol Ethynylestradiol
[pg/den] [pg/den] [ng/den] [ng/den]
muzi 3,9 1,6 1,5 -
menstruujici zeny 8 3,5 4,8 -
Zeny v menopauze 4 2,3 1 -
téhotné Zeny 600 259 6000 -
zeny - - - 35
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Tyto latky jsou vyluovany v konjugovanych formach jako glukuronidy nebo sulfaty,
v téchto formach jsou podstatné méné aktivni nez formy volné. Mikroorganismy, zejména
bakterie Escherichia coli, jsou vSak schopny tyto latky dekonjugovat a tim latky reaktivovat.
Konjugované formy jsou relativné hydrofilni, tudiz se na pevné latky lépe vazou pravé jako
nekonjugované [8].

Koncentrace steroidnich latek mohou byt odhadnuty na zadkladé ptredpokladu o fedéni
v odpadni vodé¢, sorpci do odpadnich kalt a na zaklad¢€ dat denniho vylu¢ovan lidmi

Tabulka 5: Vybér ptredpokladanych a naméfenych koncentraci v zivnych kulturach v prostiedi
pro estrogeny uvolnéné lidmi [10]

El E2 E3 EE2 MeEE2
odpadni vody 12-102 5-44 49-115 1,1-5,1 ;
ptitékajici [ng/1]
o r
g odpadni vody 0,6-51 0,3-22 2,5-58 | 0,06-2,6 -
Z odtékajici [ng/1]
é odpadni kal [ng/g] 2,7-25 >1,5-1 : : ;
© | povrchova voda [ng/1] 0,22-2 0,27-2,5 - 0,02-0,24 -
sediment [ng/kg] 0,71-16 1,5-33 - 0,51-9,8 -
odpadni vody 44-490 11-180 | <LOD-263 | <LOD-120 | 5,3-120
ptitékajici [ng/1]
o
o .
2 odpadni vody <LOD-82 | <LOD-21 | <LOD-28 | <LOD-26 ;
>g odtékajici [ng/1]
S odpadni kal [ng/g] <LOQ-37 | <LOQ-49 - <LOQ-17 | <LOQ
povrchové voda [ng/l] | <LOD-17 | <LOD-§,8 | <LOD-3,1 | <LOD-5,1 -
sediment [ng/kg] <LOQ-2 | <LOQ-1,5 - <LOQ-0,9 | <LOQ

<LOD a >LOQ naznacuji, Ze estrogeny byly zjistény pii koncentracich pod limity detekce
nebo kvantifikace

5.2 Chov hospodarskych zvirat jako zdroj steroidnich slouc¢enin

Odpad z chovu hospodaiskych zvifat, a to z velkochovli i z malochovi, je vyznamnym

zdrojem steroidnich latek. Fekalie hospodarskych zvitat obsahuji 17a-estradiol, 17B-estradiol,
estron a estriol, a to konjugované i volné, podle piivodce [8]. Obsah vylou¢enych steroidnich
latek je u dojnic dvakrat vétsi a u prasat jedenkrat vétsi nez u ¢lovéka.

Estrogeny a progesterony jsou pouzivany jako inicidtory rtstu pii chovu dobytka, také se
ale vyuzivaji jako ¢inidla pii chovu jednopohlavnich populaci ryb. Vylu€ovani steroidnich
hormoni zvitaty bylo z velké Casti sledovano prevazné kvili stanoveni biezosti.

Kontaminace steroidnimi hormony je jak v blizkosti pastvin, tak i v nadrzich s vodou na
farmach. Pokud je pouzivana k hnojeni moctvka, pak se dostavaji do pid [9]
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5.2.1 Hovézi dobytek

Pii sledovéani vylucovaného mnozstvi steroidnich hormont je dilezité sledovat stav zvitete,
protoze tyto hodnoty se li§i napf. u gravidnich a negravidnich dojnic. Studie Johnson A.C.
a kol. [11] sledovala vyluCovani steroidnich hormonii kravami negravidnimi a kravami
v riznych stadiich brezosti.

Pokud dojnice produkuje 3,5 kg suché vahy fekalii/den, pak lze ofekavat z fekalni cesty
celkem 462 pg estrogenti/krdva/den. Pro estron je to pak 51 pg krava/den a pro estradiol
148 pg krava/den. Estrogeny ve fekaliich jsou témét uplné dekonjugované, lze je tedy
prezentovat jako volné hormony. V moc¢i jsou pak dominantnimi steroidnimi estrogeny
El-sulfat (48-92%) a E2a glukuronid (5-36%). V tabulce 6 jsou uvedeny stfedni hodnoty
mnozstvi estrogentt vyméSovanych v moci jednotlivymi dojnicemi. Pro estron je to 787 pg
krava/den a pro B-estradiol 236 pg krava/den, jsou vylu¢ovany jako glukuronidy, u kterych je
ptedpokladana rychlé dekonjugace.

Mnozstvi testosteronu vylouc¢eného telaty ve fekaliich bylo 2-3 pg/kg a vice jak 28 pg/l
v moc¢i u telat starSich jak 28 dni. Lze tedy ptfedpokladat, Ze moc telat bude obsahovat 252 pg
testosteronu za den a fekalie 50 ug testosteronu za den [11].

Tabulka 6: Odhadnutd mnozstvi vyloucenych hormont dojnic [11]

Denni exkrece kravy El E2 B E2 B ekvivalentni
Fekalie (ug/krava/den) 51 148 165
Moc¢ (pg/krava/den) 787 236 498
Celkové mnozstvi (ug/krava/den) 838 384 663
Stada dojnic ve Velké Britanii (kg/den) 1,9 1,0 1,6

5.2.2 Prasata

Studie Johnson A.C. a kol. [11] sledovala mnozstvi vylouc¢enych steroidnich hormont
u prasat, negravidnich a bfezich samic. Jako je tomu i u dalSich zvifat, nejvice steroidnich
hormont produkuji biezi samice. Typicka vaha samice staré asi 5-6 mésici je 61 kg. 160 kg
je vaha, ktera je povazovana za vhodnou pro chovné samice.

Ve fekaliich nezabiezlé prasnice vylucuji 4-20 pg/prase/den estronu a 17-B-estradiolu do
3 ug/prase/den. Bfezi prasnice vylucuje estron vrozsahu od 16-80 pg/prase/den
a 17-B-estradiolu 1640 pg/prase/den. Stanoveni celkového mnozstvi vylouc¢enych estrogent
bylo zalozeno na pfedpokladu, Ze jednotlivé zvite vylouci 2 kg fekalii za den.

V moc¢i nezabtezlych prasnic bylo zjisténo estronu 64-96 pg/den. Az 105 dnt brezi
prasnice vylucuji v moci estron v mnozstvi 7,04-17,280 pg/den.

Vylou€eny estron byl v konjugované formé. VétSina E1 v moc€i nezabiezlych prasnic je
v mono-glukuronidové form¢. Tuto formu lze povazovat za snadno pfeménitelnou k tomu,
aby uvolnila volny hormon.

U kan¢i populace bylo predpovézeno vyméSovani 27 g androgenti denné (10 kg androgenti
za rok). Kdyz byl prasatim vpichnut radiové oznaleny testosteron, bylo zjisténo, ze byl
vyluc¢ovan predevsim v moci, ve fekaliich bylo vylouceno pouze asi 14 % [11]
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Tabulka 7: Srovnani a vybrané hodnoty estrogenu vylu¢ovaného prasaty [11]

El El E2p E2p 'E2[3 ,
, 1x , 1y ekvivalentni
rozmezi | vybér rozmezi vybér s
vybér
Cyklické vylu€ovani
fekaliemi (ng/prase/d) 4-20 12 3-16 ? 13
Cyklické vylu€ovani Pod bodem | Pod bodem
moci (ug/prase/d) 64-100 82 detekce detekce 27
Cykhvcke ’komblnovane NA’ 94 NA 9 40
mnozstvi (ug/prase/d)
Vyhfcorvam fekaliemi u 16-80 33 16-40 )3 39
brezi (ug/prase/d)
Vylucovani moci u biezi 700-17 1400 ND ND 467
(ng/prase/d)
Koml31nc’)vane mnozstvi u NA 1433 NA 73 506
biezi (ug/prase/d)
Stado prasat v UK (kg/d) NA 1 NA 0,05 0,39

NA neanalyzovano/nezkoumano

5.2.3 Driubez

Kocentrace E1 a E2P pfitomnych v suchém odpadu kutat byly odhadnuty mezi 14 pg/kg
a 65 pg/kg téchto estrogent. Tedy 39 ug/kg estrogenti v suchém odpadu je pravdépodobna
primérné hodnota. Z 39 ng/kg bylo ptedpokladano, ze 12 ng na kg byla ptiblizné hodnota pro
E1. Produkce nosnic E1 a E2B 533 pg/kg v hnoji. Nedospélé nosnice produkuji 10 kg fekalii
za rok a dospé€lé nosnice pak 25 kg fekalii za rok. Pokud by tedy nosnice celkem produkovaly
520 t fekalii rocné, znamenalo by to, ze by také produkovaly 260 kg estrogent (E1 a E2p).
Pro kutata byla hodnota testosteronu v suchém odpadu stanovena na 133 pg na kg [11].

5.2.4 Ovce

VymeéSovani estrogenti ve fekaliich (E2a, E2B a E1) ovcemi a berany bylo odhadnuto na
20-22 pg/den. Je vysoce pravdépodobné, Ze tyto estrogeny by byly dekonjungované. E2a
tvoti 80% celkového mnozstvi produkovanych estrogent, nasleduje E1 15% a E23 5% [11].

6. STEROIDNI LATKY V ZIVOTNIM PROSTREDI

Steroidni latky maji negativni efekt jiz pii koncentracich 0,1 ng/l. Zptisobuji endokrinni
disrupci nejen u lidi a zvifat, ale pfedev§im u ryb. Ovlivnéni hormonélniho systému
exogennimi faktory muze vyvolat sexudlni diferenciaci, imunotoxicitu, karcinogenezi
embryonalni mortalitu, a dal$i. Endokrinni disrupci mtizeme indikovat pomoci zmény hladiny
vitellogeninu, coz je fosfolipoglykoprotein, prekurzor vaje¢ného Zzloutku. Vitellogenin je
syntetizovan v jatrech a je transportovan krvi do vajecnikd. Zde pak vznikaji bilkoviny, které
jsou soucasti vyvijejicich se vajicek. ZvySend hladina vitellogeninu piedstavuje pro
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organismy metabolicky stres, ale také mozny ubytek vapniku z kosti nebo riziko poSkozeni
jater a ledvin [8,12].

Reprodukéni abnormality u volné Zijicich pfedev§im rybozravych ptakii nebo také
feminizace samcl ryb, které ziji v oblasti odtoku odpadni vody, jsou jedny z ptiznaka
pfisuzovanych pravé piitomnosti estrogennich sloucenin, kterymi se zabyvaji nékteré studie.
Dokonce byl prokazat ucinek téchto latek také na rostlindch. ZvySena hladina fytoestrogent

byla pozorovana u vojtésky zasazené stokovou vodou [5].

6.1 Utinky exogennich estrogenti na organismy

Enviromentélni estrogeny se vazou namisto hormontl na estrogenni receptory a vyvolavaji
stejnou nebo odlisnou odezvu jako endogenni hormony. Mechanismy ucinkil xenoestrogenti
jsou ruzné. Mohou naptiklad aktivovat ¢i inaktivovat receptory nebo také narusit
metabolizmus hormont. Estrogenni receptory jsou o a . Na receptory o se vazou napiiklad
17B-estradiol, 17a-ethynylestradiol a diethylstilbestrol. Afinitu k a a B receptorim maji
xenoestrogeny a fytoestrogeny zpravidla stejnou. Vyjimku tvofi isoflavonoidy preferujici
B receptor.

Na rozdil od pfirozenych hormonii maji environmentdlni estrogeny nizs$i ucinek, avsak
vyskytuji se ve vodé ve vyssich koncentracich. Environmentalni estrogeny se mohou vazat na
estrogenni receptory piednostné pied 17B-estradiolem. Uginky xenoestrogenii se mohou
pravdépodobné i nasobit, pokud se jich vyskytuje soucasné¢ vice. U ryb exponovanych
estrogeny dochazi kindukci jiz zminovaného vitellogeninu. Estrogen reguluje tvorbu
vitellogeninu a pokud je jeho tvorba indukovana jak u samicek tak u samecku, je ziejmé, ze
jsou exponovani latkdm s estrogenim ucinkem. Mnozstvi 0,1 ng/l ethynylestradiolu ve vodé
postacuje k indukci.

Nartst kontaminace endokrinnimi disruptory v Zivotnim prostfedi se dava do souvislosti
s vyvojovymi poruchami ¢lovéka. V estrogennich cilovych tkénich plodu jsou tyto latky
potencidlnim rizikem abnormalit. Expozice environmentalnimi estrogeny se dokonce spojuje
s ubytkem spermii u lidské populace na riznych mistech svéta, i kdyz informaci o ptisobeni
téchto estrogenii na lidské zdravi je stale malo. U nékterych suchozemskych a vodnich
populaci byl vsak prokdzan vliv xenoestrogenti a ptirozenych estrogenti na plodnost, sexualni
diferenciaci a vyvoj. Pfi pokusech na potkanech s nonylfenolem byla prokazéana testikularni
toxicita, tedy doslo k naruseni spermiogeneze. Stejné uCinky se daji predpokladat u ¢loveka.
Dals$im ptikladem disledki kontaminace xenoestrogeny a pfirozenymi estrogeny je vyskyt
vyvojovych poruch aligatorti v jezefe Apopka na Florid¢, a dale také témét kompletni tthyn
urcitého vyvojového stadia pstruha v jezete Ontario v Kanadé

Fytoestrogeny ale naopak pusobi na lidsky organismu pozitivné. Antioxidacni efekt,
kardioprotektivni vlastnosti, preventivni ucinky proti rakoving, ochranné ucinky pied
osteoporodzou jsou prikladem Gcinkd ptisuzovanych prave fytoestrogenim [8].

6.2 Sorpce

Osud steroidnich latek v prostfedi je dan nejen jejich fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi,
ale také mistem a podminkami v prostiedi. Tedy sorpce steroidnich latek do koryt fek je velmi
pravdépodobna vzhledem k jejich relativné nizké polarité. Tyto latky maji obecné sklony
k akumulaci v sedimentech, coz naznacuje pomér mezi koncentraci v sedimentech (ng/kg)
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a koncentraci ve vod¢é (ng/l). Sorpce souvisi sobsahem organického uhliku a také je
zvySovana s obsahem soli ve vodé. O vysoké schopnosti se vazat na Castice puda/sediment
a také o hydrofobni povaze vypovidaji hodnoty K,y. Tyto latky jsou pfitomny nejen
v povrchovych, ale také v podzemnich vodach [5].

V laboratofi byl uskutecnén experiment, ktery studoval chovéni téchto latek ve vodnim
prostied. Byl vytvofen model, ktery mél ptiblizit jejich pravdépodobné koncentrace ve vodé
a v sedimentech. Z tohoto experimentu vyplynulo, Ze¢ mezi 13 % a 92 % estrogent
vstupujicich do fek konc¢i v sedimentech v pribéhu prvnich 24 hodin. Jina studie, zabyvajici
se vlivem obsahu soli a organického uhliku na rozdéleni steroidnich latek zvody do
sedimentl ukazuje, ze k sorpci dochazi velmi rychle. Nejrychlejsi je béhem prvni piilhodiny,
po dal§i palhodiné se pak zpomaluje a snizuje. Hodnoty K, nabyvaji nizS§ich hodnot
u ptirodnich steroidti nezli u syntetickych steroid. Tedy syntetické steroidy se do sedimentu
ukladaji ve vy$§im rozsahu a také vykazuji vyssi rezistenci vici €isténi s aktivovanym kalem.
Naptiklad po dobu vice jak 5 dni zlstavaji v aktivovaném kalu nedotCeny ethynylestradiol
a mestranol. Naproti tomu progesteron je rozlozen za 48 hodin z vice jak 50% [12]. Nad
hodnotu log K,y 3-3,5 se zvySuje rychlost jeho biotransformace. Hodnoty log K,y pro
E1=3,43; E2=3,94 a pro EE2=4,15 napovidaji, Ze tyto steroidni hormony se budou adsorbovat
na pevnou fazi. Naproti tomu hodnota log K,w=2,8 pro E3 vypovida o nizsi afinité k adsorpci
[9].

Studiemi bylo prokazano, ze dochazi k dvoustupiiové sorpci na jilovitych sedimentech.
Zacatek sorpce probiha v fadech sekund a poté nasleduje pomalejsi proces, které trva nékolik
dni. U jinych druhti sedimentd byla naproti tomu pozorovana pouze pocatecni sorpce bez
dalsiho pokracovani. Bylo tedy prokazano, Ze sedimenty bohaté na obsah jilu jsou dobrym
sorbentem, zatimco sedimenty s nizkym obsahem jilu umoziuji zpétnou desorpci do vodniho
prostiedi [12].

Tabulka 8: Sorpce a polocasy rozpadi steroidii [5]

C Sorp¢ni konstanta Polocas rozpadu v
Chemicky nazev P (Koc) tekdch (cfny)
Estron (E1) 4882 2-3
17-B-Estradiol (E2) 3300 2-3;0,2-9
Estriol (E3) 1944 -
17a-Ethynylestradiol (EE2) 4770 4-6
Mestranol (MeEE2) 16542 -

6.3 Degradace

Estrogeny prochéazeji riznymi pieménami hlavné v jatrech u lidi 1 zvifat. Dochazi
k oxidaci, hydroxylaci, methylaci, dale konjugaci s kyselinou glukuronovou nebo sirovou.

Naptiklad estradiol je rychle oxidovan na estron, ktery dale prechazi na estriol. Estriol je
pak vyznamnéjS$i produkt vyméSovani. Mnoho polarnich latek jako 16-hydroxy-estron,
16-ketoestron nebo 16-epiestriol mohou vznikat a byt pritomny ve fekaliich a moci. Metranol,
ktery je obsaZzen v antikoncepci, prechazi demethylaci na 17etinylestradiol, ten je vyluc¢ovan
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pfevazné jako konjugat, zatimco ostatni metabolity jsou pfemenény, ale jsou méné dulezité.
Tedy steroidni latky jsou vylucovany predevsim v slouceniny siry a glukuronickych kyselin,
které jsou neaktivni. Steroidni slou€eniny mohou Uc¢inkovat jako vychozi prvek zasobaren
hormont, pfestoze nemaji pfimou biologickou aktivitou. Pomoci bakterii v zivotnim prostiedi
pak mohou byt tyto slouCeniny zpétné¢ pfeménény na volné steroidy [5]. Diky pfitomnosti
mikroorganismil v surovych stokovych vodach a COV jsou do Zivotniho prostiedi vraceny
aktivni steroidy, které jsou rozstépeny nejcastéji z neaktivni slouceniny steroida [9].

Syntetické steroidni latky maji polocas rozpadu vyssi nez ptirodni steroidni latky. Avsak
tyto hodnoty jsou ovlivnény podminkami jako napftiklad teplotou. Tyto latky mohou byt
perzistentni za zimnich podminek az na dvojnasobek letnich hodnot [12].

7. METODY ANALYZY STEROIDNICH LATEK

Pti zkoumani steroidnich latek v zivotnim prostiedi se vyuzivaji dva pfistupy: analytické
stanoveni jednotlivych latek a ur€eni celkového estrogenniho ucinku.

Metody pro stanoveni estrogenity jsou zalozené na aktivaci urCitych genil ¢i enzymd,
pfipadné kontrole proliferace jinych bunc¢k. Také mohou vyuzivat specifické bioindikatory,
jako naptiklad napt. vitellogenin, laktoferrin, specifické bilkoviny a dalsi. V praxi se
pouzivaji testy in vitro a in vivo. Vzhledem k tomu, ze metody jsou zaloZeny na rtznych
podminkach, maji také odliSnou citlivost a pro jednotlivé vysledky jsou velmi obtizné
srovnatelné [8].

Stanoveni koncentraci individudlnich sloucenin je mimofadné€ obtizné vzhledem k tomu, ze
cilové slouceniny se ve sledovanych matricich vyskytuji ve velice nizkych koncentracich fadu
ng/l a nadto ve velmi komplikovanych smésich. Zpravidla sestava z nékolika krokd, jimiz
byvaji izolace studovanych latek z matrice (extrakce), pravy vzorku a findlni analyza.

7.1 Priprava vzorku

Odebrané vzorky vod je tfeba skladovat pii 4°C a analyzovat je béhem 48 hodin vzhledem
k mikrobiologické degradaci. Mouatassim-Souali A. a kol. [13] postupovali pfi pfipravé
vzorkd dale popsanym zptusobem. Okamzit€ po odbéru vzorkii (objem 2 litry) byly tyto
vzorky filtrovany. K filtraci byl pouzit 47 mm Whatman GF/C sklenény filtr pokryty tenkym
luzkem Celite 545. Speedisk-C18 byl kondicionovany 10 ml acetonu, 20 ml methanolu
a 50 ml vody. 500 ml prefiltrovaného vzorku poté bylo ponechano projit pfes Speedisk-C18
rychlosti pritoku 10 ml/min. Prefiltrovana voda, kterd nebyla zadrzena pomoci Speedisk-C18
byla pak déle pouzita pro analyzu konjugovanych estrogend.

Speedisk-C18 byl po vysuseni promyt 5 ml smési voda-aceton (4:1) a poté promyvan
30 ml acetonu rychlosti pritoku 4 ml/min. Nakonec byl extrakt zhustén na 100 pl ve vodni
lazni o teplotd 40°C. Poté byl extrakt re-extrahovan &tyfikrat 1 ml ethyl acetatu. Ctyfi
organické frakce byly smichdny a vysuSeny siranem sodnym jesté pred zahusténim na 100 pl.

Pro analyzu konjugovanych estrogenti bylo 500 pl tekutiny Helix pomatia juice ptidano
k ptefiltrované vod¢ za Gcelem hydrolyzy konjugovanych forem a uchovéano po dobu 12 h pfti
teploté 37 °C. Vzorek vody obsahujici nekonjugované formy byl extrahovan [13].
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7.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE - Solid Phase Extraction) je jedna z metod, kterou Ize pouZit pro
separaci a zakoncentrovani steroidnich latek z odpadni vody.

Tuto metodu Lotta Salste a kol. [14] pouZili pro separaci E1, E2, E3, EE2 v odpadni vodé¢.
Odebrali objem 100 ml jak pro vzorek odpadni vody, tak pro slepy pokus. Dale vzorek
filtrovali ptes kfemenny filtr, dale pak promyli n-hexanem, acetonem, methanolem a vodou.
Zachycené Castice na filtru jesté jednou promyli methanolem, ktery ptidali ke vzorku vody.
pH vzork upravili na 3 kyselinou chlorovodikovou. Jako pevné faze pouzili Oasis HBL 6cc
(200 mg). Adsorbent byl promyt MTBE, methanolem a vodou. Vzorky byly pfepraveny pies
PTFE trubice k pevné fazi rychlosti toku pfiblizn€ 4-6 ml/min. Poté byl sorbent promyt 40%
methanolem ve vodé. Druhy krok promyvani byl proveden s 10% methanolem, 2% NH4OH
ve H,O a nasledné byl absorbovany material vymyvan smési 10% methanol:MTBE. Extrakt
byl odpaten k suchu pod proudem dusiku. Vzorky byly ulozeny pii -18°C [14].

Tomohiko Isobea a spol. [15] vyuZzivali pii separaci také SPE. Nejprve testovali komeréné
dostupné pevné faze SPE pro =zachyceni estrogenti zvody. Dospéli kzavéru, ze
Autoprep EDS-1 a Oasis HLB jsou nejlepsi. Jak Autoprep EDS-1 tak Oasis HLB obsahuji
polymer, ktery ma lipofilni i hydrofilni vlastnosti jako sorbent [15].

Tabulka 9: Srovnani vysledkG ziskanych zanalyzy vzorkli rlznych objemil s pouzitim
ruznych SPE naplni. [16]

SPE népln I?;_ OASIS | HySphere | PLRP-S | OASIS | HySphere | PLRP-S
objem vzorku [ml] 50 200
ptidavek standardu
10 1
[ug/1]
Estriol 87 96 94 95 99 98 94
Estradiol 97 94 93 96 97 95 04
Norethindron 99 98 95 98 97 96 96
Ethynylestradiol 92 90 89 91 98 98 98
Estron 97 101 93 95 101 97 97
Levonorgestrel 95 101 91 93 98 95 94
Progesteron 94 93 92 92 94 92 90
Mestranol 88 90 86 88 104 99 103
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Tabulka 10: Srovnani vysledki ziskanych z analyzy vzorkli o objemu 100 ml s pouZitim

riznych SPE naplni. [16]

SPE népln RP-18 OASIS HySphere PLRP-S
objem vzorku [ml] 100
ptidavek standardu [pg/l] 10
Estriol 76 97 94 95
Estradiol 100 98 98 100
Norethindron 101 100 100 101
Ethynylestradiol 97 95 90 93
Estron 98 98 95 98
Levonorgestrel 97 102 96 97
Progesteron 98 96 95 95
Mestranol 94 93 88 89

7.3 Tlakova extrakce rozpousStédlem

Tlakova extrakce rozpoustédlem (PLE - Pressurized Liquid Extraction) je metoda, pii které
je doba extrakce velmi kratka, bézné je to asi 5-20 minut, piicemz extrakce probihd za
vyssich teplot (az 200 °C) a tlakli (az 15 MPa). Pro extrakci se pouzivaji bézna extrakéni
¢inidla jako je hexan, methanol, aceton. Jejich spotieba je asi 10-20 ml. Extrakéni ¢inidlo
nebo smés rozpoustédel by mély byt vybrany tak, aby mély polaritu blizkou s cilovou
slouceninou.

K udrZeni rozpoustédla v kapalném stavu pii bodu varu vyssim nez pii atmosférickém tlaku
je nutné pouzité dostatecné vysokych tlakli. Tato metoda je vyuzivana k rychlé a ucinné
izolaci sloucenin z pevné matrice [17].

Nieto A. a kol. [18] pfi pouziti této metody vyuzili predchozich studii pro urceni
pocatecnich podminek. V téchto ptedchozich studiich byly estrogenni slouceniny izolovany
z kali nebo sedimentii. Tyto podminky tedy byly teplota 75 °C, tlak 10,34 MPa (1500 psi).
Jako extrakéni rozpoustédlo byla pouZita smés methanol:aceton (1:1). Extrakce probihala ve
dvou cyklech. Staticky extrakéni ¢as byl 5 minut, doba vyjmuti byla 2 minuty. Nejprve takto
extrahovali slepy vzorek ze splaS8kového kalu. Poté byl vzorek analyzovan LC-MS-MS. Pti
téchto pocatecnich podminkach vsak vyhodnoceni ukézalo, Ze cilové slouceniny o nizkych
koncentracich pg/kg mély stejné retencni Casy.

Déale pak tedy optimalizovali podminky extrakce estrogent. Pro kazdou analyzu d¢lali
slepy pokus, ktery byl poté odecitan. Prvni parametr, ktery optimalizovali, bylo rozpoustédlo.
Vysledky jejich pokust jsou shrnuty v tabulce 11. Testovany byly voda, aceton a methanol
a jejich smési. Nejlepsi Cisté rozpoustédlo byl methanol, jehoZ vytéZnost byla vyssi nez 74%.
Vyjimkou vSak byly konjugované sulfatové slouceniny, u nichz byla vytéznost 19 % a 32 %.
Glukuronidové konjugaty nebyly extrahovany vibec. Pfi testovani smési rozpoustédel zjistili,
ze kazda smés vyhovuje pro jinou slouceninu. Déle se tedy rozhodli pro smési
methanol:aceton (1:1) a voda:methanol (1:1).

Dals$im optimalizovanym parametrem byla teplota. Teploty, které¢ zkouseli, byly 5, 50, 75,
100 a 125 °C. V tabulce 10 jsou uvedeny hodnoty vytéZnosti pro vSechny slouCeniny pfi
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danych teplotach a tlaku 10,34 MPa (1500 psi) pro dvé smési rozpoustédel ve dvou cyklech
po 5 minutach. Z tdaji uvedenych v tabulce 12 je patrné, Ze teplota 75 °C byla nejlepsi pro
ob¢ smési rozpoustédel. U smési methanol:aceton byla vytéZnost vétsi nez 82% s vyjimkou
pro E2-3S a E1-3S, kdy byla vytéznost 27% a 13%. Pro glukuronidy byla vytéZznost nulova.
Pro vodu:methanol byla vytéZnost 70% a 55% pro E2 - 3S a E1- 3S a pro glukuronid.

Tlak byl dal§im optimalizovanym parametrem. Byly zkouSeny tfi tlaky a to 6,89 MPa
(1000 psi), 10,34 MPa (1500 psi) a 13,79 MPa (2000 psi). Vytéznost pfi tlaku 10,34 MPa byla
0 15% vyssi nez u tlaku 6,89 MPa a byla srovnatelna s vytéznosti pro tlak 13,79 MPa.

Mezi dal$i parametry také patii as a pocet cykll. Oba tyto parametry byly optimalizované
soucasn¢, protoze spolu souvisi. V tabulce 13 jsou uvedeny vytéznosti pro oba typy smési
rozpoustédel pro rtizné cykly a Casy. Jak je zfejmé z tabulky 13, vyté€znost byla vétsi pfi dvou
cyklech po 5 minutach. Pro zkraceni extrakéniho Casu testovali také dva cykly po 3 minutach,
které jsou také dostacujici [18].

Tabulka 11: PLE (n = 3) vytéZnost pouZzitim riznych rozpoustédel [18]

. . A:B B:C A:B:C A:B:C
slouceniny B | C (1:1) (:1) | 1:2:0) (1:4,5:4,5)
E3 78 | - 59 82 77 74
E2-3S 32 | 8 70 27 52 58

E2-17G - ] 7 ] ] 6
E1-3G ] - 6 ] 5 ]
E1-3S 19 | - 55 13 47 46

o-E2 78 | - ] 92 91 78
E2 84 | - - 92 70 88
EE2 85 | - - 97 65 79
El 74 | - - 91 65 71
DSB 84 | 12 - 91 17 51
E2-17A 81 | 49 _ 99 _ -

A =voda (pH 7), B = methanol a C = aceton.
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Tabulka 12: PLE vytéZznost (n = 3) s pouzitim rtiznych teplot a dvou smési rozpoustédel [18]

methalon:aceton (1:1)

voda:methanol (1:1)

slouceniny
25°C | 50°C | 75°C | 100°C | 125°C | 25°C | 50°C | 75°C | 100°C | 125°C
E3 57 72 82 59 69 25 42 59 51 45
E2-3S 20 23 27 24 24 35 50 70 51 43
E2-17G - - - - - - 4 7 4 -
E1-3G - - - - - 3 5 6 4 -
E1-3S 5 10 13 12 12 10 45 55 51 38
o-E2 67 84 92 68 68 - - - - -
E2 66 81 92 72 69 - - - - -
EE2 77 91 97 84 79 - - - - -
El 54 72 91 75 67 - - - - -
DSB 75 86 91 89 89 - - - - -
E2-17A 75 100 99 83 84 - - - - -
Tabulka 13: PLE vytéznost (n = 3) pouzitim rizného mnozstvi cykld a ¢asu [18].
slouceniny | 1A+1B | 1A+2B | 2A+1B | 1A+2B | 2C+2D | 3C+3D
E3 95 89 88 100 95 89
E2-3S 72 28 65 74 75 96
E2-17G - 3 - - 3 2
E1-3G 3 2 2 1 2 1
E1-3S 68 66 70 86 87 92
o-E2 80 96 95 96 110 103
E2 81 90 91 88 100 102
EE2 88 96 83 94 93 80
El 85 80 84 91 98 100
DSB 77 84 73 90 105 97
E2-17A 87 75 87 90 85 95
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7.4 Plynova chromatografie — hmotnostni spektrometrie, plynova
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

Plynovd chromatografie spojenda s hmotnostni spektrometrii jednostupnovou nebo
tandemovou je povazovana za zlaty standard pro finalni stanoveni steroidnich hormont. Je to
vysoce specifickd metoda a je urena na kvantitativni analyzu vysokého poctu steroidnich
hormonti. Tato technika ale vyZaduje komplikované a zdlouhavé upravy vzorku [19].

Mouatassim-Souali A. a kol. [13] pfi stanoveni postupovali zpisobem dale popsanym.
Separace byla provedena pouzitim zatfizeni Hewlett Packard GC 6890 sdruzeného s MS 5973,
vybaveného kapilarni kolonou HP-5MS (5% difenyl — 95% dimethylpolysiloxan; délka: 30 m,
priamér kolony: 0,25 mm, tloustka filmu: 0,25 pum).

Separace analytli byla provadéna za nasledujicich podminek: teplota injektoru 250 °C,
teplota interface 280°C, pocatecni teplota termostatu kolony 70°C po dobu 1 minuty, poté
stoupani rychlosti 30°C/min. na 180°C a poté rychlosti 5 °C/min. na teplotu 290°C. Vzorek
(1 mikrolitr) byl davkovan bezdélicové automatickym davkovacem. Pro identifikaci byla
kromé¢ retencnich Cast vyuzita i hmotnostni spektra. Pro sledovani estronu byly pouzity jako
kvalifikacni ionty m/z 416, 372, 359 a 306 m/z, 564, 401, 359, a 306 m/z, pro estriol m/z
726, 563, 399, a 359 a pro ethinylestradiol m/z 442, 359, 306, a 279. Pro kvantitativni analyzu
byl vyuzit SIM mod s nasledujicimi ionty: 372 m/z pro estron, 401 m/z pro 17b-estradiol,
399 m/z pro estriol a 359 m/z pro ethinylestradiol.

Pti kalibraci vzorkli byl postup nasledujici: dva litry kazdé piefiltrovaného vzorku vody
byly rozdéleny na ¢tyfi alikvotni podily. T#i z nich byly pouzity pro ustanoveni vnitinich
standardid pfidanim postupné 5, 10 a 50 ng/l smési estrogenu. Tyto tfi vnitini standardy byly
extrahovany zaroven s neupravenym vzorkem a byly analyzovany, jak bylo popsano vyse
[13].

7.5 Kapalinova chromatografie - hmotnostni spektrometrie,
kapalinova  chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

Chromatografie kapalinova spojena s jednoduchou nebo tandemovou hmotnostni
spektrometrii je lepsi alternativou kvantitativniho stanoveni steroidnich hormont. Tato
metoda je vyuZzivana pfi stanoveni napiiklad kortisonu, 17-hydroxyprogesteronu,
11-deoxykortisolu a jinych. Nékteré stanovované hormony vyzaduji jesté dalsi upravu vzorki,
naptiklad extrakci kapalina-kapalina nebo extrakci tuhou fazi. Také derivatiza¢ni krok je
¢asto nutny k tomu, aby bylo dosazeno potfebné citlivosti [19].

Pro stanoveni estrogenti lze pouzit jak ionizace elektrosprejem, tak i chemické ionizace za
atmosférického tlaku, a to jak v pozitivnim, tak i v negativnim mddu. Pro optimalizaci byl
pouzit roztok obsahujici 100 ng/ml v 50% methanolu s 1% octovou kyselinou, davkovany do
elektrospreje infuzi pfi pritoku 5 pl/min. Optimalizace parametrii byla provedena pomoci
automatického ladéni fidiciho programu Analyst. Separace estrogeni kapalinovou
chromatografii byla provedena na kolon¢ XDB-C8, pficemz optimalni sloZzeni mobilni faze
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0,01% amoniak-acetonitril v poméru 60:40pfi pritoku 0,2 ml/min. Doba analyzy byla 8§ min
[20].

Tabulka 14: Analyticka data odpovidajici analyze estrogent a progestogenti ve vodeé [21]

Sloucenina tr [min] R’ detel[<r(1:;1/1l]l imit vytéznost[%]
Estroil 15,5 0,9969 15 103
Estradiol 23,44 0,9962 15 104
Noretindron 24,21 0,9981 15 105
Ethynylestradiol 24,44 0,9969 15 111
Estron 25,15 0,9962 10 112
Levonorgestrel 27,02 0,9988 15 101
Progesteron 32,31 0,9995 20 102
Mestranol 33,15 0,9967 20 111

* kalibracni rozsah, 25ng/I - 10pg/l; detek¢ni limity S/N=3

7.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je analyticka metoda, kterd byla doposud ziidka uzivdna k separacim a finalnim
analyzadm estrogenll a proestrogent extrahovanym z odpadnich vod. AvSak soucasné
vybaveni ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je schopno podpofit intenzivnéjsi pouziti této
techniky.

Vsechny separace estrogenil a proestrogentt pomoci HPLC Loépet de Alda M. J. a kol. [22]
provedly v systému obracenych fazi s oktadecyl-silikagelem (25 cm x 4,6 mm, 5 pm velikost
casteCek) a gradientovou eluci mobilni fazi voda-acetonitril od 20-50% az po 100%
organického rozpoustédla. Modifikace mobilni faze s cdlem zvySeni citlivosti MS detekce,
byla vzdy realizovana ptidavkem za kolonou. Amoniak a trimethylamin byly pouzity jako
modifikatory pro podniceni deprotonace slabé kyselych estrogentt a ke zvySeni citlivosti
hmotnostniho spektrometru operujiciho v negativnim modu s elektrosprejem. Pouze
vyjime¢né se vyuziva fluorescenéni detekce v analyze estrogenti a ethynyl estrogenu
v odpadnich vodach pomoci HPLC a Lopez de Alda a kol. [22], jenz vyuzil UV-VIS
detektoru s diodovym polem (DAD) pro optimalizaci on-line SPE estrogenti a proestrogent
zraznych typt vod, vSichni autofi popisujici separaci estrogenti piipadné proestrogenti
pomoci LC pouzitim detekce MS. Elektrosprej (ESI) a chemickd ionizace pii atmosférickém
tlaku (APCI) jsou vyuzivany jako iontové zdroje pifi HPLC-MS a soucasné jsou
1 nejrozsifenéjsi v analyze organickych znecisténi v Zivotnim prostiedi [22].
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8. ZAVER

Tato bakalaiska prace byla zpracovana jako teoretickd reSerSe. Zabyva se prevazné
steroidnimi hormony v odpadnich vodach. V praci je uveden nejen piehled hormont
samotnych a jejich rozdéleni, ale také zatrazeni a piehled steroidnich hormont. Jsou zde
uvedeny fyzikalni a chemické vlastnosti a vzorce vybranych steroidnich hormon.

Déle prace obsahuje dopad hormonti na Zivotni prostfedi a jejich osud v ném, stejné jako
jejich zdroje ve vodach. Také jsou zde uvedeny metody, které se pouzivaji pro izolaci
hormonti a také metody vyuZivané pro samotné stanoveni téchto latek.

Metody vyuzivané kizolaci hormonti jsou piedev§im SPE a tlakova extrakce
rozpoustédlem. Prace uvadi podminky pro tyto metody, jenz byly vyhodnoceny jako
nejefektivnéjsi. Metody stanoveni jsou GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS, LC-MS/MS a HPLC.
Tyto metody jsou nejvyuzivanéjsi, pficemz metody spojené s hmotnostni spektrometriiv
tamdemu jsou efektivng;jsi.

Ze ziskanych, zde uvedenych, informaci je ziejmé, ze problém hormont vyskytujicich se
v odpadnich vodach a sekundarné pak v Zivotnim prostiedi neni zanedbatelny. Tyto latky se
do prostiedi dostavaji nejen z chovu hospodatskych zvitat, ale jsou v poslednich letech diky
hormonalni antikoncepci ve velké mife vyluCovany lidmi. Z odpadnich vod, ve kterych se
hormony vyskytuji, nejsou odstranény v Cistirnach odpadnich vod. V soucastné dobé nejsou
kladeny naroky na odstranéni téchto latek z odpadnich vod a jejich stanovovani neni bézné
jako je tomu u jinych latek predstavujicich riziko pro Zivotni prostiedi. Je vSak prokazano, Ze
hormony zplsobuji feminizaci samct. U nékolika druhti ryb bylo zjisténo, Ze steroidni
hormony zpusobuji neplodnost.
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10. SEZNAM ZKRATEK

atmospheric pressure chemical ionization, chemicka ionizace za
APCI e s
atmosférického tlaku
o-E2 17a-Estradiol
E2 17B-Estradiol
DSB diethylstilbestrol
El estron
E1-3G estrone 3-glucoronide
EI1-3S estrone 3-sulfate
E2 estradiol
E2-17A estradiol 17-acetate
E2-17G estradiol 17-glucoronide
E2-3S estradiol 3-sulfat
E3 estriol
EE2 ethynylestradiol
ESI Electrospray lonization, ionizace elektrosprejem, elektrosprej
GC-MS plynové chromatografie — hmotnostni spektrometrie
GC-MS/MS plynové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
HPLC vysoce u¢inna kapalinovéa chromatografie
LC-MS kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie
LC-MS/MS kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
LOD limit of detection, mez detekce
LOQ limit of quantification, mez stanovitelnosti
MDLs detekéni limit metody
MeEE2 mestranol
MTBE methyl tercidlni-butyl éter
PLE tlakova extrakce rozpoustédlem
SPE

solid phase extraction, extrakce tuhou fazi
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