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ABSTRAKT

V soucasnosti je odbornou 1 laickou vefejnosti Casto diskutovana problematika vyskytu
zenskych pohlavnich hormonti, estrogent a gestagenil, ve vodnich ekosystémech. Tyto latky
steroidni struktury pFedstavuji pro konvenéni Cistirenské a tupravarenské technologie
vyuZzivané ve vodarenstvi ¢asto obtizn¢ odstranitelné kontaminanty. V dané souvislosti mohou
byt vhodnou technikou pokrocilé oxida¢ni procesy, které jsou zalozeny na in situ tvorbé
vysoce reaktivnich hydroxylovych radikali. Piedkladana dizertacni prace se zabyva studiem
kinetiky a degradacnich meziproduktt fotokatalytického rozkladu sedmi vybranych Zenskych
pohlavnich hormont (estron, p-estradiol, estriol, ethinylestradiol, diethylstilbestrol,
progesteron a norethindron). Experimenty probihaly v laboratornim sklenéném reaktoru, ktery
byl vybaven energeticky Uspornymi LED diodami semisni vinovou délkou 365 nm
a imobilizovanym fotokatalyzatorem ve formé pétivrstvého filmu TiO, naneseného na
sklenéném nosic¢i. Pracovano bylo s modelovymi vzorky vody o pocate¢ni koncentraci
hormonéi 1 mg-1" a priibéh reakei byl sledovan metodou HPLC-MS. V daném systému
vykézaly vSechny zajmové latky svyjimkou estriolu velmi vyrazny sklon k adsorpci.
V piipadé estriolu byla na zakladé Langmuir-Hinshelwoodova modelu uréena hodnota
formalni rychlostni konstanty fotokatalytického rozkladu pro dvé rGzné pocatecni
koncentrace, 0,5527 hod™ (1 mg-1™) a 0,1929 hod™ (5 mg-1™*); porovnanim t&chto hodnot bylo
zjisténo, ze se zvysujici se koncentraci degradované latky probihd rozklad pomaleji (pfi
Snasobném zvétSeni pocatecni koncentrace poklesla hodnota formalni rychlostni konstanty
témeét na tfetinu). Dale bylo zaznamenano devét degradacnich meziproduktl
fotokatalytického rozkladu estriolu a na zakladé hmotnostnich spekter navrzena jejich
struktura.

Ve druhém tematickém okruhu prace byla pozornost vénovana vyvoji SPE-HPLC-MS
metody pro stanoveni Zenskych pohlavnich hormont v realnych vzorcich vody, zejména pak
optimalizaci extrak¢niho kroku. Vysledny proces zpracovani vzorkli zahrnoval kromé
extrakce na kolonkéach Supel™ Select HLB s 200 mg sorbentu i odstranéni mechanickych
necistot, extrakci hormont z pevného podilu zachyceného na filtracnim materialu, okyseleni
vzorku a preGisténi extraktu na florisilovych kolonkach Supelclean” ENVI-Florisil®.
Optimalizovana metoda byla pouZzita pro stanoveni koncentrace Zenskych pohlavnich
hormonti ve dvou brnénskych tekach, Svitavé a Svratce. Ve vétsing€ piipadt byla koncentrace
pod mezi detekce, ptipadné pod mezi stanovitelnosti.

KLICOVA SLOVA

zenské pohlavni hormony, estrogeny, gestageny, heterogenni fotokatalyza, TiO,, HPLC-MS,
povrchova voda



ABSTRACT

At present, the issue of occurrence of female sex hormones, estrogens and progestogens, in
aquatic ecosystems is often discussed by experts and the general public. These substances of
steroid structure can be difficult to remove completely by conventional wastewater and
drinking water treatment technologies. In given context advanced oxidation processes based
on in situ generation of highly reactive hydroxyl radicals can be a suitable technique. This
thesis deals with the study of kinetics and degradation products of photocatalytic
decomposition of seven female sex hormones (estrone, B-estradiol, estriol, ethinylestradiol,
diethylstilbestrol, progesterone and norethindrone). Experiments were conducted in
a laboratory glass reactor, which was equipped with an energy efficient UV-A LED light
source (365 nm emission wavelength) and an immobilised photocatalyst in a form of TiO,
five-layer film deposited on glass. Model samples of water with the initial hormone
concentration of 1mg-L™ were used and the degradation process was monitored by
an HPLC-MS method. In the given system all compounds of interest except estriol had very
significant tendency to be adsorb. In the case of estriol the formal rate constant of
photocatalytic decomposition was determined based on the Langmuir-Hinshelwood model for
two different initial concentrations, 0.5527 hour™® (1 mg-L™) and 0.1929 hour™ (5 mg-L™),
and by comparison of these values it was found that the higher degraded compound
concentration, the slower decomposition (fivefold increase of the initial concentration resulted
in the constant decrease to almost one-third). Moreover nine degradation products of estriol
photocatalytic decomposition were recorded and their structure was designed based on mass
spectra.

In the second thematic part of the thesis attention was paid to development of
a SPE-HPLC-MS method for simultaneous determination of female sex hormones in water
ecosystems, with emphasis on an extraction part optimization. The final samples treatment
process included besides extraction with Supel™ Select HLB 200 mg SPE cartridges also
mechanical impurities removal, hormones extraction from solids trapped on filtration
material, sample acidification and extract purification with Supelclean” ENVI-Florisil®
cartridges. Optimised method was used for determination of female sex hormones in two
Brno rivers, Svitava and Svratka. In the most cases the concentration was below the detection
or quantification limit.

KEYWORDS

female sex hormones, estrogens, progestogens, heterogeneous photocatalysis, TiO,, HPLC-
MS, surface water



1 LU LY@ 5 OO SOV 6
2 TEORETICKA CAST ....oooooiiiiiieeeee et 7
2.1 ZENSKE POHLAVNI HORMONY ....ovuieieseiessenssssessesssesessssessssssssssssssssssssssssssssssssssonssssnsensnssnssnssnssnsenson 7
Nt R =11 0o T 0| T U OO T TSP PTU PR PRRURUPRORN 7

N €111 - Vo T ST 7

2.1.3  Vybrani zdastupci Zenskych pohlavinich ROFMORIL...............ccccoviiiiiiiiii e 8

2.1.4  Viiv na lidské zdravi a ZIVOtni proStFedi .........c..cc.ccuiviiiueiiseiiseiissesieesiee e ssee e saeente e enae e nseens 8

2.2 HETEROGENNI FOTOKATALYZA NA OXIDU TITANICITEM ...viiiuiiiiiiieitiesiiieesieeesieeesieessinessseessinessseessnsasnsenssens 9
2.2.1  Definice heterogenni fotoKatalYzy ........c.coeveiiiiiieiiciece e 9

W A ) (0] 17 1) V722 L (0] VPSSR 9

2.2.3  Kinetika fOtOKatalYtiCKE FEAKCE .......eivvevieieie sttt nre e 9

2.2.4  FOtOKAtAlYHICKY FBAKEOT ....vevvciiiteieieiteiee sttt sttt sttt et sttt bene st e 10

3 EXPERIMENTALNI CAST.......ccoocoiviiiiiiiieeceeseeees e 11
3.1 INSTRUMENTACE .. ttitttitteeitee ettt ateessteeasbesssteeaseeabeaasbee e beeasbee e beeaabee e s beeaabe e e s beeaabeeenbeeanbeeasbeeanbeeantaennbeean 11
3.2 STANDARDY ..euviiietiitiieiestesteteateseetestesteseabe st ebe et e e e b e ab e e eh e e bt e e bt e b e e eh £ e b et eh e b e bR b e bRt R e Rt bR R b bRt n et enes 11
3.3 FOTOKATALYTICKA DEGRADACE ....oitttiitttiitttasteessteaasesasteeasesssteeasesastessssessstessnsessstessssessstessssesssessnsenans 11

K T J0 A (- 1 (o ] OSSR 11

3.3.2  FOLOKALAIYHICKY PIOCES ..veivevieieiieieeite ettt sttt sttt sttt sttt sttt bttt ne et neens 12

3.3.3  KVARLSIKACE AIALYIL.......c.ooceeicevees et e e st te et e s e sn e st e ste e teeteenaesneesneenneenneenes 12

3.4 ANALYZA REALNYCH VZORKU VOD ....ccutiiuiitiatiestiesteesteesteaiseaeesssessessseessesssessssssssssesssesssesssssssssssssesssesnns 13
K N 0 7 /o 7o) o AR 13

3.4.2  Uprava vzorkii @ extrakce Qnalylil...............ccocoeeeeersveeerosesesisssssesssssessesisssessssssessass s sesssssssons 13

3.4.3  FinaIni analytickd MEtOdQ. .........cceciviieieiie et e e nne s 14

4 VYBRANE VYSLEDKY ..ottt eee e steses st s st sas st stasse s sssss s sanes s s sanans 15
4.1 KINETIKA FOTOKATALYTICKEHO ROZKLADU HORMONU .....ccutuimiiiieniaiesteneasesteneesesteeesesteseesessensesessensens 15
4.2 KONTAMINACE REK SVITAVA A SVRATKA ZENSKYMI POHLAVNIMI HORMONY ....ovviiiieiirieineesireesneeseneas 19

B ZAVER ....ooioioioeeeeeeee et 20
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ...ttt ssean s 21
PROFIL AUTORA .ottt b et bbb b bbbtk e b bbb bbbt e bt et en e bt 25



1 UVvOD

Pokroky v instrumentalni analytické chemii umoznuji sledovat stale niz$i a nizsi
koncentrace chemickych latek. Ve vodnich ekosystémech tak byla odhalena pfitomnost fady
sloucenin, které diky své velmi nizké koncentraci byly diive nezjistitelné a které¢ vzhledem ke
svym vlastnostem vzbuzuji obavy z moznych nezadoucich ucinkt na Zivotni prostfedi a na
Clovéka. V soucasnosti je odbornou i laickou vefejnosti Casto diskutovana problematika
hormonalnich latek. Pozornost je vénovana zejména Zenskym pohlavnim hormontm,
estrogentim a gestagenim. Tyto latky steroidni struktury [1] maji vyznamné vyuziti
v medicing, protoze jsou soucasti peroralni antikoncepce a vyuZivaji se k hormonalni
substitucni terapii [1, 2]. Pro konven¢ni Cistirenské a tpravarenské technologie vyuzivané ve
vodarenstvi predstavuji Zenské pohlavni hormony ¢asto obtizné odstranitelné kontaminanty;
proto jsou celosvétové sledovany a detekovany na odtocich z ¢istiren odpadnich vod [3-14],
dale v povrchovych [6, 9, 10, 15-24] a podzemnich [22, 25-28] vodach a dokonce i v pitné
vodé [29, 30]. Tato skute¢nost nese s sebou zavazné environmentalni riziko, coZz znamena, Ze
estrogeny a gestageny mohou, a to jiz ve velmi nizkych koncentracich, negativné ovliviiovat
reprodukéni systém ryb [31, 32] a rovnéZ mohou ohrozovat lidské zdravi [33-35].

V souvislosti s odstranovanim hormonalnich latek z vody bylo zjisténo, Ze vhodnou
technikou mohou byt pokrocilé oxida¢ni procesy, které jsou zalozeny na in situ tvorbé vysoce
reaktivnich hydroxylovych radikalti -OH [36]. Jednim z téchto procest je fotokatalyza [37],
ktera spoc¢iva v urychleni fotochemické reakce v dusledku pfitomnosti katalyzatoru [38]. Jako
fotokatalyzator se vyuzivaji rizné typy polovodicu [39], pficemz pro degradaci organickych
latek by byl idealni takovy polovodi¢, ktery by vyuzival viditelné svétlo, a jeho
fotokatalyticka aktivita byla vysoka; kromé toho by byl dlouhodobé odolny vici fotokorozi,
chemicky inertni, netoxicky a v neposledni fadé také financné dostupny. Témto pozadavkium
téméf zcela vyhovuje oxid titani¢ity (TiO,), ktery se pouZiva v ¢isté nebo modifikované
podobé [40].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Zenské pohlavni hormony

Zenské pohlavni hormony, estrogeny a gestageny, patii z hlediska struktury do skupiny
steroidnich hormoni, tj. hormont, které¢ jsou strukturné odvozeny od gonanu a tvoii se
biotransformaci cholesterolu [1]. Slouceniny gonan a cholesterol jsou zobrazeny na Obr. 1.

Obr. 1: Gonan (vlevo) a jeho derivat cholesterol (vpravo) [1]

2.1.1 Estrogeny

Ptirodni estrogeny (estron, B-estradiol a estriol) stimuluji vyvoj primarnich i sekundarnich
zenskych pohlavnich znaku a v dospélosti reguluji menstruacni cyklus [1]. Tvoii v téle Zen
(ptevazné ve vajecnicich) i v téle muza (nadledviny) [2]. ProtoZe piirodni estrogeny se
v organismu rychle odbouravaji, byla pro medicinské Ucely syntetizovana tada jejich
stabilngjSich derivata, jako napriklad estradiol-valerat, 17a-ethinylestradiol a mestranol.
Okrajove vyuZiti v mediciné maji dale také syntetické estrogeny, coz jsou latky nesteroidni
struktury, napiiklad fosfetrol a diive pouzivany diethylstilbestrol [1]. Obr. 2 ukazuje

strukturu vybranych steroidnich estrogend.

Rl RZ R3 R4

H =0 - H estron

H OH H H estradiol

H OH H OH  estriol

H OOC-Bu H H estradiol-valerat
H OH —C=CH H ethinylestradiol
Me OH —C=CH H mestranol

Obr. 2: Struktura vybranych steroidnich estrogenii [1]

2.1.2 Gestageny

Progesteron ovliviiuje druhou polovinu menstrua¢niho cyklu a prabéh téhotenstvi [1].
Tvofti se v druhé poloviné menstrua¢niho cyklu ve zlutém télisku vaje¢nikti a po oplodnéni
také v placenté. V menSim mnozstvi je produkovan také nadledvinami a u muzu varlaty [2].
Stejné jako piirodni estrogeny je také progesteron v organismu rychle inaktivovan; proto se
pro medicinské ucely vyrabéji syntetické derivaty, naptiklad hydroxyprogesteron kapronat,
etisteron, noretisteron, norgestrel a levonorgestrel [1]. Na nasledujicim obrazku (Obr. 3) je
uvedena struktura vybranych gestagent.



Rl Rz Rs R4
Me Ac H Me progesteron
Me Ac OCO(CH,),CH, Me hydroxyprogesteron kapronat

Me OH —C=CH Me etisteron
OH —C=cCH Me noretisteron
OH —C=CH Et norgestrel
OH —C=cCH Et levonorgestrel

Obr. 3: Struktura vybranych gestagenii. Norgestrel je racemat a levonorgestrel stereoizomer
S Vyznacenou konfiguraci [1].

2.1.3 Vybrani zastupci Zenskych pohlavnich hormonit

Pro dizertacni préaci bylo zvoleno celkem 7 hormont (pfirodnich i syntetickych): estron
(E1), estradiol (E2, B-E2), estriol (E3), ethinylestradiol (EE2), diethylstilbestrol (DES),
progesteron (PROG) a norethindron (NOR). Jejich piehled je prezentovan v Tab. 1.

Tab. 1: Prehled vybranych sloucenin [41]

Trividlni ndzev CAS dislo Vzhled Sumarni vzorec
estron 53-16-7 | bily krystalicky prasek C18H2,0,
estradiol, B-estradiol, 17p-estradiol 50-28-2 | bily krystalicky prasek C18H2402
estriol 50-27-1 | bily krystalicky prasek C18H2403
ethinylestradiol, 17a-ethinylestradiol | 57-63-6 | bily krystalicky praSek CooH240,
diethylstilbestrol 56-53-1 | bily krystalicky prasek C18H2002
progesteron 57-83-0 | bily krystalicky prasek C21H300,
norethindron, noretisteron 68-22-4 | bily krystalicky praSek CooH2602

2.1.4 Vliv na lidské zdravi a Zivotni prostiedi

Zenské pohlavni hormony byly zafazeny v roce 2012 v IARC do skupiny 1, kam jsou
zahrnuty latky pro Clovéka karcinogenni. Do této skupiny byly zatazeny ve formée 1éCiv
ur¢enych k hormonalni substitu¢ni 1é¢bé u Zen v menopauze (kombinace estrogent
S gestageny) a u postmenopauzalnich Zen (estrogeny) a dale ve form¢ perordlni antikoncepce
(kombinace estrogenti s gestageny) [33].

Estrogeny a gestageny rovnéz zvysuji riziko zilntho tromboembolizmu (VTE, venous
thromboembolism) [34]. U muza vede expozice estradiolu k disfunkcim reprodukéniho
systému (drobna ztrata libida, problémy s erekci, inhibice spermatogeneze, ktera muze vést az
k neplodnosti, zakriiovani sekundarnich pohlavnich znaki) a k rozvoji onemocnéni zvaného
gynekomastie (zvétSeni prsia u muzi [2]) [35].

V Zivotnim prostfedi byl negativni vliv Zenskych pohlavnich hormonti pozorovan zejména
ve vodnim ekosystému, nebot’ jednim z hlavnich zdrojii téchto latek jsou odpadni vody. Bylo
zjisténo, Ze estrogeny mohou zplsobovat feminizaci rybich samcii a tim negativné ovlivilovat
reprodukci ryb. Hlavnimi projevy, s nimiz je feminizace spojovana, jsou zvysena koncentrace
E2 a vitelogeninu v krevni plazmé, potlaceni vyvoje gonad, potlaceni samc¢ich sekundarnich
pohlavnich znakli a spermatogeneze, patologické zmény gonad, nizSi plodnost a zménény




pomér pohlavi ve prospéch samicek. Hladina VTG v krevni plazmé se stala vhodnym
indikatorem expozice ryb estrogentim [31].

Rovnéz gestageny maji nepiiznivy vliv na reprodukci ryb. Progesteron potlacuje tvorbu
vajicek, snizuje plodnost a pohyblivost spermii. Norethindron rovnéz potlacuje tvorbu vaji¢ek
a zpusobuje maskulinizaci samicek [32].

2.2 Heterogenni fotokatalyza na oxidu titanic¢itém

2.2.1 Definice heterogenni fotokatalyzy

Fotokatalyzu lze jednoduSe definovat jako urychleni fotochemické reakce v dasledku
ptitomnosti katalyzatoru [38]. Radime ji mezi pokro¢ilé oxida¢ni procesy (AOP) [37], coZ je
skupina procesu, které jsou zaloZeny na in Situ tvorbé vysoce reaktivnich hydroxylovych
radikalt -OH [36]. Fotokatalyza se zpravidla déli na homogenni a heterogenni. O homogenni
fotokatalyze mluvime, probiha-li fotokatalyza v homogenni fazi [38]. Piikladem muze byt
foto-Fentonova reakce [37]. O heterogenni fotokatalyze mluvime, probiha-li fotokatalyza na
rozhrani mezi dvéma fazemi [38].

2.2.2 Fotokatalyzatory

Jako fotokatalyzatory se obvykle pouzivaji ruzné typy polovodica [39]. Idealnim
fotokatalyzatorem pro degradaci organickych latek by byl takovy polovodi¢, ktery vyuziva
viditelné svétlo, jeho fotokatalyticka aktivita je vysoka, je dlouhodobé odolny vii¢i fotokorozi,
chemicky inertni, netoxicky a v neposledni fadé levny. Témto pozadavkim (avsak s jedinou
podstatnou vyjimkou) se velmi blizi oxid titani¢ity [40].

Oxid titani¢ity mize byt ptipraven ve formé krystall, praSku nebo tenkého filmu, pfi¢emz
prasek a tenky film mohou byt tvoreny krystality o velikosti od n€kolika nanometri po
n¢kolik mikrometra [40].

2.2.3 Kinetika fotokatalytické reakce

Kinetiku reakci probihajicich na povrchu fotokatalyzatoru Ize zpravidla popsat Langmuir-
Hinshelwoodovym (L-H) modelem, podle n¢hoZ je rychlost rozkladu organické latky (V)
pfimo umérna stupni pokryti fotokatalyzatoru touto latkou (6):

&gk K (1)
dt 1+Kc

kde ¢ je koncentrace latky v kapalné fazi (mol-dm™), t je &as (s), k je rychlostni konstanta
reakce a K je Langmuierova adsorpéni konstanta latky (dm®-mol™) [37, 42]. Rovnice plati za
podminek, Ze systém je v dynamické rovnovaze a ze soutéz meziproduktt a reaktivnich spécii
kysliku o adsorpéni mista na povrchu fotokatalyzatoru neni limitujici [37]. Z hlediska
koncentrace organické latky mohou nastat dva krajni ptipady:

1) Je-li koncentrace organicke latky vysokd, bude povrch fotokatalyzatoru danou latkou
nasycen; stupen pokryti bude roven 1 a rychlost reakce bude odpovidat rychlostni konstanté

(kinetika nultého adu):

v=k [42] )



2) Je-li koncentrace organické latky nizka (v ¥adu mmol-dm™), Ize rovnici upravit do tvaru,
ktery odpovida kinetice pseudo-prvniho fadu:

v =kKc =k'c [37]. ©)

Rychlostni konstanty fotokatalytickych reakci probihajicich ve vodé se bézn¢ pohybuji
v rozmezi 10°-10° dm*-mol™-s™ [37].

2.2.4 Fotokatalyticky reaktor

Fotokatalytické reaktory lze podle formy pouzitého oxidu titanicitého rozdélit do dvou
skupin, a to na 1) reaktory se suspendovanym fotokatalyzatorem a na 2) reaktory
s fotokatalyzatorem imobilizovanym ve formé tenkého filmu nebo v pevném lozi [37].

Fotokatalyzator ve formé suspendovanych €astic nabizi velky specificky povrch a snadny
piestup hmoty a UV-fotont ke svému povrchu. Toto je spojeno s vysokou ucinnosti Cisticiho
procesu, nebot’ fotokatalytické reakce mohou probihat pouze na povrchu fotokatalyzatoru.
Zasadnim Gskalim této skupiny reaktort je nutnost separace fotokatalyzatoru z vody. Na co
nejlepsi vyteseni tohoto tskali je proto soustfedéna znacna pozornost. Je zapotiebi predejit
ztratam  fotokatalyzatoru a zamezit kontaminaci CiSténé vody ze zneciSténého
fotokatalyzatoru. Jako separacni krok lze vyuzit sedimentaci, flokulaci, filtraci na cross-flow
filtru nebo membranovou filtraci [37].

U reaktort s imobilizovanym fotokatalyzatorem nastava obracend situace. Sice odpada
nutnost separace fotokatalyzatoru, dochazi vSak ke sniZeni G¢innosti ¢isticiho procesu, které je
zpusobeno snizenim specifického povrchu a zhorSenym prestupem hmoty a UV-fotont [43].

Pokud je oxid titani¢ity deponovan ve form¢ tenkého filmu na rotujicim disku, reaktor
nabizi tyto tfi hlavni vyhody: 1) je osvétlena velmi velka plocha povrchu vzhledem k objemu
reaktoru, 2) tenkd vrstva kapaliny absorbuje velmi méalo UV zéfeni, v disledku ¢ehoz je
fotoaktivace oxidu titani¢itého vétsi a 3) velkd povrchova plocha usnadnuje prestup kysliku ze
vzduchu do kapalne faze a tim zvySuje celkovou uc¢innost fotokatalytické reakce. Dilezitym
provoznim parametrem je rychlost rotace disku, od niz je odvisla tloustka filmu kapaliny
nesené na disku [43].

Deponovani oxidu titani¢ittho na membranu umoziuje spojit vyhody fotokatalytické
degradace s membranovou filtraci (mikrofiltrace, ultrafiltrace nebo nanofiltrace) [37].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Instrumentace

Pro stanoveni zenskych pohlavnich hormona v modelovych i redlnych vzorcich vody byl
vyuZit kapalinovy chromatograf 1100 Series shmotnostnim detektorem 6320 lon Trap
LC/MS vybavenym elektrosprejovou ionizaci a iontovou pasti (Agilent Technologies, USA).
Analyty byly separovéany na kolon& Kinetex C18 150 x 3 mm; 2,6 um (Phenomenex, USA).

Fotokatalytické pokusy probihaly ve sklenéném reaktoru s cirkulujicim roztokem (blizsi
popis viz kapitola 3.3.1), jehoz soucasti bylo peristaltické ¢erpadlo PCD 81 (Peristalticka
erpadla a davkovace Ing. Jindfich Koufil, CR) a magneticka michacka MM?7 (Lavat, CR).

3.2 Standardy

Pro praci bylo zvoleno 7 zastupcu ze skupiny Zenskych pohlavnich hormoni. Vybrané
latky zahrnovaly pfirodni estrogeny a gestageny — estron (E1), B-estradiol (E2), estriol (E3)
a progesteron (PROG), jejich syntetické derivaty — 17a-ethinylestradiol (EE2)
a 19-norethindron (NOR), i syntetické (nesteroidni) hormony — diethylstilbestrol (DES).
Zasobni roztoky jednotlivych analyti o koncentraci 1 mg-ml'1 byly pfipraveny ve smeési
acetonitrilu a MQ vody, 6:4 (v:v).

e estron (CAS ¢. 53-16-7): analyticky standard (Sigma Aldrich, Némecko)

e B-estradiol (CAS ¢. 50-28-2): > 98 % (Sigma Aldrich, Némecko)

e estriol (CAS ¢. 50-27-1): analyticky standard (Sigma Aldrich, Némecko)

e 17a-ethinylestradiol (CAS ¢. 57-63-6): analyticky standard (Sigma Aldrich, Némecko)
e diethylstilbestrol (CAS ¢. 56-53-1): analyticky standard (Sigma Aldrich, Némecko)

e progesteron (CAS ¢. 57-83-0): analyticky standard (Sigma Aldrich, Némecko)

e 19-norethindron (CAS ¢. 68-22-4): analyticky standard (Sigma Aldrich, Némecko)

3.3 Fotokatalyticka degradace

3.3.1 Reaktor

Fotokatalytické pokusy probihaly ve sklenéném reaktoru s cirkulujicim roztokem. Zaklad
reaktoru tvofila nizka sklenéna nadoba, ktera byla uzaviena vikem se zabudovanym zdrojem
zafeni a umisténa na magnetické michacce. Zdroj zafeni byl typu UV-A LED semisni
vinovou délkou 365 nm a poskytoval intenzitu zafeni 863 uW-cm™ (spocitano z emisniho
spektra zdroje, pro vypocet vzato rozmezi vinovych délek 346 az 403 nm). Ve stiedu nddoby
rotoval diky zabudovanému magnetickému michadlu disk urfeny k uchyceni nosice
s imobilizovanym fotokatalyzatorem. Jako fotokatalyzator byl pouZit pétivrstvy film oxidu
titani¢itého deponovany na sklenéné desti¢ce (pracovni oznaceni E37-A6A). Pracovni roztok
byl pomoci peristaltického &erpadla odebiran ze dna nadoby reaktoru a Tygon® hadickou
(Saint-Gobain Performance Plastics, Francie) ptivadén zpét do nadoby tak, Zze shora stékal na
rotujici disk s oxidem titani¢itym. Rotace disku zabezpelovala vytvotfeni tenkého filmu
kapaliny nesené na disku a zaroven promichavala pracovni roztok.
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3.3.2 Fotokatalyticky proces

Do fotokatalytickeho reaktoru byl vlozen nosi¢ s aktivovanou (superhydrofilni) vrstvou
TiO, a odméteno 40 ml pracovniho roztoku. Aktivace TiO, probihala po dobu 15 min pod
zéfivkami LYNX-S 11 W BL 368, které poskytovaly intenzitu zateni 4-5 mW-cm (zméfeno
pfistrojem Irradiance meter X9; s detektorem UV-3701-4, Gigahertz-Optik, Némecko).
Nasledn¢ byla zapnuta rotace disku s nosi¢em a cirkulace roztoku a po 10 min i zdroj zafeni
(tento okamZik byl povaZzovan za 0. min fotokatalytické reakce). V Casovych intervalech
(v¢etné 0. min) byly z reaktoru odebirany vzorky k analyze. TentyZ postup byl zopakovan pro
ovéteni fotolyzy a adsorpce. Pii fotolytickém procesu byl nosi¢ s imobilizovanou vrstvou
TiO, nahrazen Cistym nosi¢em, pii procesu adsorpce byl po celou dobu pokusu ponechan
zdroj zatreni vypnuty.

V experimentech byly pouZity modelové vzorky vody piipravené pridanim patii¢ného
mnoZstvi zasobniho roztoku daného hormonu o koncentraci 1 mg-ml™ do MQ vody. Vychozi
koncentrace hormoni byla 1 mg:I?, v pripads estriolu bylo taktéZ pracovano s koncentraci
5 mg-I". Vzorky byly z reaktoru odebirany v asovém intervalu 30 min po dobu 4 hod piimo
do vialek. Sohledem na nemoznost vraceni vzorku zpét do reaktoru bylo odebirano
minimalni mnozstvi nutné k analyze, tj. 0,4 ml. Béhem celého pokusu byly v sou¢tu odebrany
4 ml (10krat 0,4 ml), coz odpovida 10 % z ptivodnich 40 ml, da se tedy piepokladat, ze ke
zkresleni vysledkl nedoslo.

3.3.3 Kvantifikace analytu

Prub¢h fotokatalytickych reakci byl sledovan metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci. Vzorky odebrane zreaktoru byly méteny bez jakékoliv Upravy
(zakoncentrovani). Podminky analyzy byly zaloZzeny na metodé pro simultinni stanoveni
zenskych pohlavnich hormont, ktera je podrobné popséana v kapitole 3.4.3. Bylo pouze
upraveno sloZeni mobilni faze tak, aby doba analyzy byla co nejkratSi. V nasledujicich
tabulkach (Tab. 2 a Tab. 3) je uvedeno sloZeni mobilni faze pro jednotlivé metody a s tim
souvisejici doba analyzy a reten¢ni ¢as (tr).

Tab. 2: Metoda pro stanoveni estriolu o koncentraci 5 mg:1™

Analyt | Nastrik (ul) Slozeni MF Doba analyzy (min) | tg (min)

E3 5 40 % ACN, 60 % MQ voda 7 3,8

Tab. 3: Metody pro stanoveni jednotlivych hormonii o koncentraci 1 mg-1™

Analyt | NastFik (ul) Slozeni MF Doba analyzy (min) | tg (min)
El 4,9
0 0 !
= 60 % ACN, 40 % MQ voda 8 4.2
E3 40 % ACN, 60 % MQ voda 7 3,8
EE2 10 4,5
0 0 !
DES 60 % ACN, 40 % MQ voda . 5.0
PROG 80 % ACN, 20 % MQ voda 4.8
NOR* 60 % ACN, 40 % MQ voda 4,7

*z dtvodu nevyhovujicich vysledk byla pro kvantifikaci nakonec pouzita metoda pro
simultanni stanoveni zenskych pohlavnich hormont (kapitola 3.4.3)
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3.4 Analyza realnych vzorki vod

3.4.1 Odbér vzorku

Realné vzorky povrchovych vod byly odebirany v pribéhu 14 dni v cervnu 2015.
Odbérové lokality zahrnovaly obé feky protékajici méstem Brnem, Svitavu a Svratku. Vzorky
byly odebirany do lahvi z tmavého skla a ihned transportovany do laboratofe. Zpracovany
byly jesté tentyz den.

3.4.2 Uprava vzorki a extrakce analyti

Pfi analyze redlnych vzorki povrchovych vod byla zvolena extrakce hormonii do tuhé faze
metodou SPE. Postup extrakce byl v rdmci prace optimalizovan (pii¢emz se vychazelo
z téchto literarnich zdrojt [44-46]). Optimalizovany postup je shrnut v nésledujicim odstavci.

Vzorek vody byl piefiltrovan pres filtr ze sklenénych vlaken, aby se ptedeslo ucpavani
SPE kolonek. Filtr byl zalit methanolem (15 ml na 1 1 vzorku) a vlozen do ultrazvukové lazné
na dobu 15 min. Methanol byl nasledné pfidan ke vzorku. Ultrazvukova extrakce z filtru byla
zopakovana jesté jednou; pH vzorku bylo upraveno kyselinou octovou na hodnotu 3. Z takto
piipraveného vzorku byly analyty extrahovany postupem uvedenym v Tab. 4. Ziskany extrakt
byl piecistén na florisilovych kolonkach postupem uvedenym v Tab. 5.

Tab. 4: SPE extrakce

SPE kolonky Supel ™ Select HLB 200 mg (Sigma Aldrich, Némecko)
5 ml hexanu
Kondicionace 5 ml ethylacetatu
5 ml methanolu
10 ml MQ vody
Vzorek 300 ml pfibliznou rychlosti 100 ml za 0,5 hod
Promyvaci krok 1 5 ml 40% (v:v) methanolu ve vodé
Re-ekvilibrace 5 ml MQ vody
Promyvaci krok 2 2krat 5 ml 10% (v:v) methanolu ve 2% (w:w) NH,OH ve vodé
Suseni proudem vzduchu po dobu 20 min
Eluce 6 ml smési ethylacetat:methanol, 5:1 (v:v)
Odpareni do sucha pod dusikem
Rozpusténi odparku 1 ml smési dichlormethan:hexan, 1:1 (v:v)
Tab. 5: Precisteni extraktu
SPE kolonky Supelclean™ ENVI-Florisil® (Sigma Aldrich, Némecko)

5 ml smési aceton:hexan, 3:1 (v:v)

e 5 ml smési dichlormethan:hexan, 1:1 (v:v)

Vzorek 1 ml extraktu

Promyvaci krok 10 ml smési dichlormethan:hexan, 1:1 (v:Vv)
Eluce 8 ml smési aceton:hexan, 3:1 (v:v)
Odpareni do sucha pod dusikem

Rozpusténi odparku 1 ml methanolu
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3.4.3 Finalni analytickd metoda

Parametry finalni analytické metody (HPLC-MS) uréené pro simultanni stanoveni
Zenskych pohlavnich hormont byly nastaveny (s drobnymi Gpravami) podle metody uvedené
v diplomové préaci studentky Martiny Remerove [47]. Parametry jsou shrnuty v Tab. 6.
Sledované ionty (m/z) a retenéni ¢asy (min) jednotlivych analytt jsou prezentovany v Tab. 7.

Tab. 6: Parametry HPLC-MS metody pro simultanni stanoveni zajmovych hormonii

HPLC parametry

NastFik 10 pl

Priitok mobilni faze 0,25 ml-min™

Slozeni mobilni faze MQ voda, ACN

Gradient mobilni faze 0 min —40 % ACN, 20 min - 90 % ACN
Teplota kolony 25°C

Celkova doba analyzy

30 min (10 min ustaleni tlaku) pro jeden polariza¢ni mod

MS parametry

Zmlzovaci a susici plyn | N,

Tlak zmlZovaciho plynu | 25 psi
Teplota suSiciho plynu | 350 °C
Priitok susiciho plynu | 10 I-min™
MS mod sken
Rozsah skenu 50-800 m/z

Polarita

negativni: E1, E2, E3, EE2, DES, pozitivni: PROG, NOR

Tab. 7: Sledované ionty a retencni casy jednotlivych analytii

Analyt Sledovany ion (m/z) | Retenéni ¢as (min)
El 269,1 11,4
E2 271,1 9,9
E3 287,1 3,8
EE2 295,1 11,0
DES 267,1 12,8
PROG 315,3 16,6
NOR 299,2 10,6
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4 VYBRANE VYSLEDKY

4.1 Kinetika fotokatalytického rozkladu hormonii

VSechny sledované latky, s vyjimkou estriolu, vykazaly v danem systému velmi vyrazny
sklon k adsorpci. U c¢tyt analyti (E1, DES, PROG a NOR) byly zjistény podobné az totozné
vysledky tii riznych experimentt (fotokatalyza, fotolyza a adsorpce); z toho Ize vyvodit, Ze
dominantnim procesem, ktery zapficinil pokles koncentrace, byla adsorpce. U dvou z téchto
latek (DES a PROG) byl navic pozorovan velmi rychly koncentraéni ubytek — u DES poklesla
koncentrace za piil hodiny libovolného experimentu pokazdé na 20 % z pocate¢ni hodnoty,
u PROG na 15 %.

Estradiol a ethinylestradiol vykézaly urcity podil fotokatalytické oxidace na poklesu
koncentrace. Vliv adsorpce byl vSak i zde velmi vyrazny. Navic dlouha doba ustavovani
adsorpéni rovnovahy nedovolila wur€it formalni rychlostni konstantu pfislusného
fotokatalytického rozkladu.

Ze sledovanych latek pouze estriol nepodléhal adsorpci. Pravdépodobnym vysvétlenim je
vys$i rozpustnost estriolu ve vodé ve srovnani s ostatnimi zdjmovymi slouceninami. Tato
skutecnost umoznila urceni formalni rychlostni konstanty fotokatalytického rozkladu, jejiz
hodnota byla 0,5527 hod™ pro pocate¢ni koncentraci 1 mg-1" a 0,1929 hod™ pro pocatecni
koncentraci 5 mg:I*. Porovnanim hodnot formélni rychlostni konstanty pro rizné po¢ateni
koncentrace bylo zjisténo, Ze se zvysujici se koncentraci degradované latky probihd rozklad
pomaleji (pfi Sndsobném zvétSeni pocatecni koncentrace poklesla hodnota formalni rychlostni
konstanty téme¢f na tietinu).

Na nésledujicich obrazcich (Obr. 4-Obr. 11) je vyjadiena zavislost relativni koncentrace
na Case (E1, E2, EE2, DES, PROG a NOR) a ur¢eni formalni rychlostni konstanty (E3).

1,0

0,9

0,3 - E37-A6A
0,2 - Fotolyza
—@— Adsorpce

0,0 T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

t (hod)

Obr. 4: Kinetika fotokatalytického rozkladu estronu (1 mg-I™): zavislost relativni koncentrace
na case
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—0—E37-A6A

t (hod)

0,2 —@— Fotolyza

0,1 - —@— Adsorpce

0,0 T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Obr. 5: Kinetika fotokatalytického rozkladu estradiolu (1 mg-1™): zavislost relativni

koncentrace na case
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Obr. 6: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 1 mg-I*: zavislost In(co/c)

nat
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Obr. 7: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 5 mg-I™*: zavislost In(co/c)

nat
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—— Fotolyza
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0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
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Obr. 8: Kinetika fotokatalytického rozkladu ethinylestradiolu (1 mg:1™): zavislost relativni
koncentrace na case
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Obr. 9: Kinetika fotokatalytického rozkladu diethylstilbestrolu (1 mg:1™): zavislost relativni
koncentrace na case

1,0
—0—E37-A6A
0,9 - .
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
t (hod)

Obr. 10: Kinetika fotokatalytického rozkladu progesteronu (1 mg:™): zavislost relativni
koncentrace na case

18



03 - E37-A6A

—@— Fotolyza
0,2 -
—@— Adsorpce
0,1 -
0,0 T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

t (hod)

Obr. 11: Kinetika fotokatalytického rozkladu norethindronu (1 mg:1™): zavislost relativni
koncentrace na case

4.2 Kontaminace Fek Svitava a Svratka Zenskymi pohlavnimi hormony

KaZzdy vzorek byl zpracovan tiikrat a nasledné byla vypoétena pramérnd hodnota
koncentrace véetné smérodatné odchylky (funkce SMODCH v Excelu). Pro ucely vypoctu
parametri uvedenych v piedchozi vété byly koncentrace pod mezi detekce a pod mezi
stanovitelnosti nahrazeny referen¢nimi hodnotami odpovidajicimi stiedim intervalt (0, LOD)
a (LOD, LOQ). Ptislusné hodnoty LOD a LOQ jsou zobrazeny v Tab. 8.

Ve Svitavé se koncentrace zenskych pohlavnich hormonti ve sledovaném obdobi
pohybovaly vétsinou pod mezi detekce, piipadné pod mezi stanovitelnosti. Kvantifikovatelna
priméma hodnota byla zjisténa tfikrat, dvakrat u progesteronu (12 a 22 ng-1") a jednou
u norethindronu (26 ng-1™). Obdobné vysledky byly zjistény pro Svratku. Ve vét$ing piipada
byla koncentrace Zenskych pohlavnich hormoni pod mezi detekce, pfipadné pod mezi
stanovitelnosti. Kvantifikovatelnd primérna hodnota byla zjisténa pétkrat, jednou u estronu
(25 ng-I™") dvakrat u progesteronu (12 a 21 ng-1™) a dvakrat u norethindronu (31 a 34 ng-1™).

Tab. 8: LOD a LOQ ze dne, kdy byly méreny redlné vzorky

Analyt InstrllJmentéInl’ i I?eélné i
LOD (ng-ml™) | LOQ (ng-ml~) | LOD (ng-1") | LOQ (ng-1™)
El 2 6 6 20
E2 2 7 7 24
E3 2 7 12 42
EE2 2 8 9 30
DES 0,3 1 47 156
PROG 1 2 3 9
NOR 1 3 3 9

19



5 ZAVER

Predlozena dizertacni prace se zabyva problematikou vyskytu Zenskych pohlavnich
hormonii ve vodnich ekosystémech, sdiirazem na moznosti odstranéni téchto latek
fotokatalytickou oxidaci. Prace byla rozdélena do dvou tematickych okruhti.

Prvni tematicky okruh byl zaméfen na studium fotokatalyzovaného rozkladu zajmovych
latek. Experimenty probihaly v reaktoru vybaveném energeticky uspornymi LED diodami,
které si vyzadaly peclivy vybér vhodného fotokatalyzatoru. Za timto ucelem byl zvolen
pétivrstvy film oxidu titani¢itého S pracovnim oznacenim E37-AB6A.

Kinetika fotokatalytického rozkladu z4ajmovych latek byla studovéna s vyuZitim
modelovych vzorkl vody (uméle kontaminovand MQ voda obsahujici vzdy pouze jednu latku
o koncentraci 1 mg-1™), kter4 musela byt s ohledem na nizkou rozpustnost hormont ve vod&
piipravena z piisluSnych zasobnich roztoku. V daném systému vykazaly vSechny sledované
hormony s vyjimkou estriolu velmi vyrazny sklon k adsorpci, ktera znemozZnila ur¢eni
formalnich rychlostnich konstant ptislusnych fotokatalytickych rozkladnych reakci. U E1,
koncentrace béhem experimenti. U E2 a EE2 byl vliv fotokatalytické oxidace na sniZeni
koncentrace jiz znatelny, avSak vliv adsorpce zlstal vyrazny, navic s dlouhou dobou
ustavovani adsorp¢ni rovnovahy.

Ze sledovanych latek pouze estriol nepodléhal adsorpci. Pravdépodobnym vysvétlenim je
vy$$i rozpustnost estriolu ve vodé ve srovnani s ostatnimi zajmovymi slou¢eninami. Tato
skutecnost umoznila urceni formalni rychlostni konstanty fotokatalytického rozkladu, jejiz
hodnota byla 0,5527 hod™ pro pocate¢ni koncentraci 1 mg-1" a 0,1929 hod™ pro pocatecni
koncentraci 5 mg:I. Porovnanim hodnot formélni rychlostni konstanty pro rizné po¢ateni
koncentrace bylo zjisténo, Ze se zvysujici se koncentraci degradované latky probihé rozklad
pomaleji (pfi Sndsobném zvétSeni pocatecni koncentrace poklesla hodnota formalni rychlostni
konstanty tém¢f na tietinu).

Zvysenim polate¢ni koncentrace estriolu na 25 mg:I" a vhodnou Gpravou podminek
analyzy se podafilo zaznamenat celkem 9 pocateénich degradacnich meziproduktt jeho
fotokatalytické oxidace a na zakladé hmotnostnich spekter navrhnout jejich strukturu. Zjisténé
meziprodukty byly porovnany s literaturou.

Druhy tematicky okruh prace byl zaméfen na vyvoj analytické metody pro stanoveni
zenskych pohlavnich hormonu v redlnych vzorcich vody. Pro zakoncentrovani analytl
a minimalizaci matri¢niho efektu byla zvolena extrakce do tuhé faze metodou SPE, pro finalni
analytickou metodu vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. V této
¢asti prace byla pozornost vénovana zejména optimalizaci extrakéni metody, a to s ohledem
na silny matriéni efekt, ktery vykazovaly realné vzorky vody. Vysledny proces zpracovani
vzorkd byl pomé&rné obsahly a kromé extrakce na kolonkach Supel” Select HLB s 200 mg
sorbentu (véetné dvou promyvacich kroki) zahrnoval odstranéni mechanickych necistot,
extrakci hormontd z pevného podilu zachyceného na filtraénim materialu, okyseleni vzorku
a preGiiténi extraktu na florisilovych kolonkach Supelclean™ ENVI-Florisil®. Vyt&Znost
metody se pro vSechny hormony s vyjimkou DES pohybovala v rozmezi 57-97 % (u DES
byla vytéznost téméf nulova).

Optimalizovana metoda byla pouZita pro stanoveni koncentrace Zenskych pohlavnich
hormonti Vv povrchové vodé odebrané ve dvou brnénskych fekach, Svitavé a Svratce. Ve
vétsiné piipadu byla koncentrace pod mezi detekce, ptipadné pod mezi stanovitelnosti.
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