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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 pokro¢ilé oxida¢ni procesy, které jsou zaloZeny na in Situ tvorbé
vysoce reaktivnich hydroxylovych radikali. Predkladana dizerta¢ni prace se zabyva studiem
kinetiky a degrada¢nich meziprodukti 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 form¢ pétivrstvého filmu TiO, naneseného na
sklenéném nosic¢i. Pracovano bylo s modelovymi vzorky vody o pocate¢ni koncentraci
hormonéi 1 mg-1" a priibsh reakci 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 rizné 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
téméf na tiéetinu). Dale bylo zaznamenano devét degrada¢nich 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 extrakéniho kroku. Vysledny proces zpracovani vzorkti 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
hormont ve dvou brnénskych fekach, Svitavé a Svratce. Ve vétSin€ piipadii 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
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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
substitu¢ni terapii [1, 2]. Pro konvencni Cistirenské a Upravarenské 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 pokro¢ilé 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], pfi¢emz pro degradaci organickych
latek by byl idealni takovy polovodi¢, ktery by vyuzival viditelné svétlo, a jeho
fotokatalytickd 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 hormonti, tj. hormonti, které jsou strukturné¢ odvozeny od gonanu
(cyklopentanperhydrofenanthrenu [41]) a tvofi se biotransformaci cholesterolu [1].
Slouceniny gonan a cholesterol jsou zobrazeny na Obr. 1.

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

Estrogeny a gestageny zajistuji normalni funkci zenského rozmnozovaciho systému [2].
Mechanismus jejich plsobeni je shodny — indukuji syntézu uréitych enzymt nebo jinych
bilkovin (proteosyntéza enzymu po tzv. genové aktivaci) [1]. Vazba hormonu (ligandu) na
specificky steroidni receptor (podskupina jadernych receptori) vede ke konformacni zméné
receptoru a premisténi komplexu hormon-receptor do bunécného jadra [1, 42, 43]. V jadie se
komplex navaze na represor, tj. na bilkovinu, ktera blokuje transkripci informace z DNA na
m-RNA, a odstrani jej. Spusti tim syntézu m-RNA, ktera umozni tvorbu pfislusného enzymu
v ribozomech [1]. Popsany mechanismus je schématicky zachycen na Obr. 2.

DNA' f:chfomosom:ll .

polymerasa .  represor transkripce —» D
A e / 5
ik et .. T “
2 Y é;

|

syntéza bilkoviny

Obr. 2: Piisobeni hormonii mechanismem genové aktivace [44]



2.1.1 Estrogeny
Prirodni estrogeny zahrnuji tii slouceniny, tj. estron, estradiol (B-estradiol) a estriol [1].

U Zen v reprodukénim veéku hraje nejvyznamngjsi ulohu estradiol, u Zen po menopauze je
dominantni estron [45]. Estrogeny stimuluji vyvoj priméarnich i sekundarnich Zenskych
pohlavnich znaka a v dospélosti reguluji menstruacni cyklus [1]. Pusobi prostiednictvim
estrogenovych receptorti a a p (ERo/pB). Estradiol vyuZiva k navazani na estrogenovy receptor
své dveé hydroxylové skupiny, které jsou lokalizované na uhlicich C3 a C17 [43]. Estrogeny se
tvori v téle Zen (pievazné ve vajecnicich) i v téle muzu (nadledviny) [2].

Protoze piirodni estrogeny se v organismu rychle odbouravaji, byla pro medicinské ucely
syntetizovana fada jejich stabilngjSich derivata, jako naptiklad estradiol-valerat,
17a-ethinylestradiol (metabolizace v jatrech je inhibovana ethinylovou skupinou [46])
a mestranol. Okrajové vyuZiti v medicin¢ maji dale také syntetické estrogeny, coZ jsou latky
nesteroidni struktury, naptiklad fosfetrol a diive pouzivany diethylstilbestrol [1].

Obr. 3 ukazuje strukturu vybranych steroidnich estrogent.

Rz Rs R4

=0 - H estron

OH H H estradiol

OH H OH  estriol

OOC-Bu H H estradiol-valerat

OH —C=—CH H ethinylestradiol
Me OH —C=CH H mestranol

Obr. 3: Struktura vybranych steroidnich estrogenii [1]

2.1.2 Gestageny

Jedinym pfirodnim gestagenem je progesteron [47], ktery ovliviiuje druhou polovinu
menstruacniho cyklu a priabeh téhotenstvi [1]. Vaze se na progesteronové receptory A a B
(PRA/B), a to prostfednictvim keto skupiny na uhliku C3 [43]. Tvofi se v druhé poloving
menstruacniho cyklu ve zlutém télisku vajec¢niki a po oplodnéni také v placenté. V menSim
mnozstvi je produkovan také nadledvinami a u muzl varlaty [2].

Stejné jako pfirodni estrogeny je také progesteron v organismu rychle inaktivovan; proto se
pro medicinsk¢ Gely vyrab&ji  syntetické derivaty, které napodobuji  jeho
ucinky [47], naptiklad hydroxyprogesteron kapronat, etisteron, noretisteron (norethindron
[48]), norgestrel a levonorgestrel [1].

Na nasledujicim obrazku (Obr. 4) je uvedena struktura vybranych gestagent.

Rl RZ R3 RA
Me Ac H Me progesteron
Me Ac OCO(CH,),CH, Me hydroxyprogesteron kapronat

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

Obr. 4: Struktura vybranych gestagenii. Norgestrel je racemat a levonorgestrel stereoizomer
s vyznacenou konfiguraci [1].

10



2.1.3 Vybrani zastupci Zenskych pohlavnich hormoni

Pro dizertacni praci bylo zvoleno celkem 7 hormonti (pfirodnich 1 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 [48]

Trivialni nazev CAS ¢dislo Vzhled Sumarni vzorec
estron 53-16-7 | bily krystalicky prasek C1gH2,0,
estradiol, B-estradiol, 17p-estradiol 50-28-2 | bily krystalicky prasek C1gH2405
estriol 50-27-1 | bily krystalicky prasek C1gH2403
ethinylestradiol, 17a-ethinylestradiol | 57-63-6 | bily krystalicky prasek CooH2405
diethylstilbestrol 56-53-1 | bily krystalicky prasek C1gH200:
progesteron 57-83-0 | bily krystalicky prasek C1H300,
norethindron, noretisteron 68-22-4 | bily krystalicky praSek CooH260>

2.1.3.1 Struktura a fyzikalné-chemickeé vlastnosti

Strukturni vzorec a fyzikdlné chemické vlastnosti vybranych zenskych pohlavnich
hormonti jsou zpracovany rovnéz do tabulky (Tab. 2). Dulezité fyzikalné-chemické vlastnosti
slou¢enin zahrnuji molarni hmotnost M, hustotu p, teplotu tani t;, tlak nasycenych par,
Henryho konstantu H (vyjadfuje rozpustnost plynt v kapalinach [49]), kyselou disocia¢ni
konstantu K, (na jeji hodnoté zavisi, zda se sloucenina bude vyskytovat v neutralni nebo
iontové formé, protoze chovani téchto forem je odlisné; hodnoty K, jsou vyjadfovany ve
form¢ zaporného dekadického logaritmu pK, [45]), rozdélovaci koeficient oktanol-voda Kow
(Ize z n¢j usuzovat na polaritu slouc¢eniny a také na jeji rozpustnost ve vodé; hodnoty Kow se
uvadéji ve formé dekadického logaritmu; ¢im je log Kow mensi, tim je latka polarné;jsi
a u silné polarnich latek nabyva log Kow zapornych hodnot [45]) a rozpustnost ve vodé
a v organickych rozpoustédlech.

Tab. 2: Strukturni vzorec a fyzikalne-chemické vlastnosti vybranych Zenskych pohlavnich
hormoniui. Hodnoty psané kurzivou jsou odhadované [48].

Estron
M (g-mol™): 270, 37

p (g-cm™) pii 25 °C: 1,236

s/ t, (°C): 260.2

Tlak nasycenych par (Pa) pti 25 °C: 3,320-107

H (Pa-m*-mol™) pii 25 °C: 3,850-10°

pKa (_): —

log Kow (-): 3,13

Rozpustnost ve vodé (mg-1™): 12,42
Rozpustny v: aceton, dioxan
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Tab. 2: Pokracovani [48]

Estradiol

M (g-mol™): 272,38

p (g-cm™) pii 25 °C: —

t, (°C): 178,5

Tlak nasycenych par (Pa) pti 25 °C: 8,506-10”

H (Pa-m*-mol™) pii 25 °C: 3,688-10

pKa (_): —

log Kow (-): 4,01

Rozpustnost ve vods (mg-1™): 3,90 (27 °C)

Rozpustny v: aceton, ethanol, dioxan

Estriol

M (g-mol™): 288,38

p (g-cm™) pii 25 °C: 1,27

t; (°C): 288 (rozklada se)

Tlak nasycenych par (Pa) pti 25 °C: 1,324.107

H (Pa-m*-mol™) pii 25 °C: 1,348.107

pKa (): 10,54

log Kow (-): 2,45

Rozpustnost ve vodé (mg-17): 13,25

Rozpustny v: pyridin, alkohol, dioxan

Eth

inylestradiol

M (g-mol™): 296,40

p (g-cm™) pii 25 °C: —

t, (°C): 142-146

Tlak nasycenych par (Pa) pti 25 °C: 2,600-10”

H (Pa-m*-mol™) pii 25 °C: 8,045.107

pKa (_): —

|Og Kow (—): 3,67

Rozpustnost ve vods (mg-1™): 4,83

Rozpustny v: aceton, ether, dioxan

Diethylstilbestrol

CHj3
V4 O >
HsC

M (g-mol™): 268,36

p (g-cm™) pi 25 °C: —

t; (°C): 169-172

Tlak nasycenych par (Pa) pii 25 °C: -

H (Pa-m*-mol™) pii 25 °C: -

pKa (5): =

log Kow (-): 5,07

Rozpustnost ve vodé (mg-17): 12 (25 °C)

Rozpustny v: ethanol, ether, chloroform
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Tab. 2: Pokracovani [48]

Progesteron
M (g-mol™): 314,46

CHy, |2 (g-cm™) pii 25 °C: 1,166 (23 °C)

t, (°C): 129

Tlak nasycenych par (Pa) pti 25 °C: 4,786-107

H (Pa-m*-mol™) pii 25 °C: 6,576:10°

pKa (_): —

|Og Kow (—): 3,87

Rozpustnost ve vods (mg-1™): 9,12

Rozpustny v: aceton, dioxan, ethanol
Norethindron
M (g-mol™): 298,42

p (g-cm™) pii 25 °C: —

t; (°C): 204

Tlak nasycenych par (Pa) pii 25 °C: 4,186:107

H (Pa-m*-mol™) pii 25 °C: 5,877-10°

pKa (_): —

|Og Kow (—): 2,97

Rozpustnost ve vods (mg-17%): 1,44

Rozpustny v: pyridin, chloroform, aceton

2.1.3.2 Vliv na lidské zdravi a Zivotni prostiedi

Zenské pohlavni hormony byly zaiazeny v roce 2012 v IARC (International Agency for
Research on Cancer, Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny [50]) do skupiny 1, kam
jsou zahrnuty latky pro ¢lovéka karcinogenni. Do této skupiny byly zafazeny ve formé 1é¢iv
uréenych k hormondlni substituéni 1é€bé u zen v menopauze (kombinace estrogent
s gestageny) a u postmenopauzalnich Zen (estrogeny) a dale ve form¢ peroralni antikoncepce
(kombinace estrogent s gestageny) [33]. Jsou spojovany s rakovinou prsu [51, 52], vaje¢niki
[53, 54] a endometria [55, 56].

Estrogeny a gestageny rovnéz zvysuji riziko zilniho tromboembolizmu (VTE, venous
thromboembolism) [34], ktery zahrnuje infarkt myokardu [57], mozkovou mrtvici [58], plicni
embolii [59] a trombdzu hlubokych Zil [60].

U muzu vede expozice estradiolu k disfunkcim reprodukeniho systému (drobna ztrata
libida, problémy s erekci, inhibice spermatogeneze, ktera muze vést az k neplodnosti,
zakrinovani sekundarnich pohlavnich znaka) a k rozvoji onemocnéni zvaného gynekomastie
(zvétSeni prst u muza [2]) [35].

V Zivotnim prostfedi byl negativni vliv Zenskych pohlavnich hormonti pozorovan zejména
ve vodnim ekosystému, nebot’ jednim z hlavnich zdroji 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 (vitelogenin, VTG, bilkovina, ktera se vyskytuje za
normalnich podminek v téle rybich samicek v dobé& dozravani oocytt a jejiz produkce
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u samci vede k tvorbé vaji¢ek ve varlatech [61]), potlaceni vyvoje gonad, potladeni samcich
sekundarnich pohlavnich znakl a spermatogeneze, patologické zmény gonad, nizsi plodnost
a zménény pomér pohlavi ve prospéch samicek. Hladina VTG v krevni plazmé se stala
vhodnym indikéatorem expozice ryb estrogentim [31].

Estrogenni potencidl neni u vSech estrogenti stejny. Aby mohly byt estrogeny v tomto
smyslu mezi sebou porovnany, byl zaveden relativni estrogenni potencial, ktery je vztazeny
k jednotkovému potencidlu E2 a ktery klesa v nasledujicim potadi: EE2 (2,0) > E2 (1) > El
(0,2-0,4) > E3(0,024-0,026). Uvedené hodnoty byly stanoveny in vitro biotesty, které
posuzuji vazbu ligandu na estrogenovy receptor, piipadné byl zkouman vliv na proces
vitelogeneze u juvenilnich rybich samct [62].

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].

2.1.3.3 Cesty vstupu do Zivotniho prostiedi
Zdroje zenskych pohlavnich hormont Ize rozdélit do tii velkych skupin — 1) domacnosti

a nemocnice, 2) zviteci farmy a 3) farmaceuticky prumysl (viz Obr. 5). Jak bude vysvétleno
nize, jednim z hlavnich zdroji jsou odpadni vody, necisténé i ¢isténé [31].

Domaécnosti a nemocnice Farmaceuticky pramysl Zviteci farmy
A A 4
Skladky odpadu cov Hnij
A 4
Cistirensky kal Povrchova voda
v v
Podzemni voda Pada

Obr. 5: Cesty vstupu Zenskych (samicich) pohlavnich hormonii do Zivotniho prostredi.
Upraveno podle [46, 62]

Domacnosti a nemocnice

Zenské pohlavni hormony se piirozené tvoii v lidském téle, jak Zenském tak i muzském,
a rovnéz jsou soucasti nékterych 1&¢iv [2]. Z téla jsou vyluCovany pirevazné moci, v mensi
mife vykaly [48], a to ve volné form¢é nebo ve formé glukoronidovych a sulfatovych
konjugatii [47, 62]. Konjugaty jsou lehce biotransformovatelné zpét na volnou formu, a to
prostiednictvim mikrobidlni Cinnosti probihajici v zivotnim prostiedi nebo na Cistirné
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odpadnich vod (COV) [62, 63]. Na COV ztistavaji lipofilni hormony z vétsi ¢asti predevsim
Vv kalu, mensi mnozstvi je vypousténo spolu s odtokem do recipientu. Pfestoze je vypousténé
mnozstvi malé, je kontinudlni a je zcela dostatecné k vyvolani negativniho ucinku ve vodnim
ekosystému [32]. Pokud je cistirensky kal aplikovan jako hnojivo na pole, stava se také
zdrojem hormonu — dochazi ke splachu nebo ke vsakovani. DalSim zdrojem je likvidace
hormonalnich 1é¢iv vyhozenim do WC nebo do odpadnich nadob. V druhém ptipadé¢ mohou
hormony skon¢it na skladce odpadu [46].

V nasledujici tabulce (Tab. 3) je prezentovano, kolik estrogenti (v pg) ¢lovék vyloudi
béhem jednoho dne.

Tab. 3: Mnozstvi vyloucenych estrogenii clovekem za 1 den [62]

MnoZstvi vylouenych estrogenii (pg-den-osoba™)
El | E2 E3 Celkové mnoZstvi estrogenti
muzi 39 [ 16 15 7
menstruujicizeny | 8 | 35 | 4,8 16,3
Zeny v menopauze [ 4 | 2,3 1 7,3
t¢hotné Zeny 600 | 259 [ 6 000 6 859

Zvireci farmy

Hospodaiska zvifata rovnéz tvoii pfirozené estrogeny a gestageny [64], které mohou byt
soucasti i hormonalnich ptipravka [65]. Ve zvifeci moci a vykalech najdeme (ve volné formée
nebo ve formé glukoronidovych a sulfatovych konjugatl) stejné estrogeny jako u lidi — E1, E2
(B-E2) a E3 [62], dojnice navic jesté vylucuji a-E2 [66] a gravidni klisny equilin [63]. Do
zivotniho prostiedi (povrchové a podzemni vody) se zenské pohlavni hormony dostavaji
s odpadnimi vodami ze zvifecich farem, splachem nebo vsakovanim ze zemédélskych ploch
hnojenych piirodnim hnojem nebo uzivanych pro chov dobytka, ptipadné¢ prisaky ze zatizeni
pouzivanych k uskladnéni hnoje. Piedpoklada se, ze ptispévek estrogeni pochazejicich ze
zvitecich farem k celkové koncentraci estrogenti v Zivotnim prostiedi je zna¢ny (90 %) [62].

Tab. 4 ukazuje, kolik estrogent (v pg) vylouci rizna hospodarska zvitata béhem jednoho
dne.

Tab. 4: Mnozstvi vyloucenych estrogenii hospodadrskymi zviraty za 1 den [62]

MnoZstvi estrogenii (pg-den™)
Moé Vykaly Celkem
telata 15 30 45
skot dospélé kravy 99 200 299
gravidni krdvy | 320-104 320 | 256-7 300 | 576-111 620
prasata dospéld prasnice 82 21 103
gravidni prasnice | 700-17 000 61 -
ovee dospéla ovce 3 20 23
berani 3 22 25
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Farmaceuticky pramysl

Zenské pohlavni hormony maji vyznamné vyuZiti v humanni medicing. Hlavni aplikaci
estrogenti je perordlni antikoncepce a hormondlni substitu¢ni 1éCba ptiznakl klimakteria
(ndvaly horka, no¢ni poceni, uzkostné stavy) a poruch spjatych s nedostatkem estrogeni
u postmenopauzalnich Zen (atroficka vaginitida — zeslabovani a vysychani vaginy,
osteopordza — fidnuti kosti, ateroskler6za — zuZzovani tepen depozity tukovych latek). Déle se
estrogeny vyuzivaji pifi 1é€bé zenského hypogonadismu (nedostateCny vyvoj vajecniki),
poruch menstruace sabnormalnim krvacenim z délohy, nékterych typt rakoviny prsu
a rakoviny prostaty [2]. Pfrevladajici aplikaci gestagenti (pfedevSim etisteron, noretisteron
a norgestrel) je peroralni antikoncepce, ktera obsahuje bud’ samotné gestageny nebo jejich
kombinaci s estrogeny (ethinylestradiol, mestranol) [1]. Dale se gestageny piedepisuji (Casto
opét spolu s estrogeny) k 1écbé nékterych poruch menstruace a pii hormonalni substitu¢ni
lécbe [2].

U hospodaiskych zvitat chovanych na maso nebo mléko je v nékterych zemich mimo EU,
naptiklad v USA, povoleno pouzivani hormonalnich ptipravki obsahujicich sami¢i pohlavni
hormony. V USA je mozné pouzivat tyto pfipravky u skotu a ovci [65], a to za ucelem
urychleni rastu [64]. Schvalené ucinné latky zahrnuji mimo jiné estradiol a progesteron,
nékdy se nelegalné pouziva diethylstilbestrol [65].

2.1.3.4 Kontaminace vodniho prostiedi

Jak bylo feceno vyse, negativni vliv Zenskych pohlavnich hormont byl pozorovan zejména
ve vodnim ekosystému [31]. Nasledujici kapitola proto podava souhrnny pichled
o koncentra¢nich hladinach, na kterych se tyto latky vyskytuji v odpadni (Tab. 5), povrchové
(Tab. 6), podzemni (Tab. 7) a pitné (Tab. 8) vodé.
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Tab. 5: Mnoizstvi Zenskych pohlavnich hormonii na pritoku a odtoku z méstskych cistiren odpadnich vod

Mnozstvi (ng-17)

Lokalita n Obdobi min.—max. (prumér; median)
Piitok Odtok
Francie, Némecko, Italie, Anglie, gpanélsko, USA | 13 - 10,5-173,4 (82,1;78,5)* b <1-75,0 (20,7; 5,3)b [3]
Korea 12 06+09 2008 13-52 (29; 28) 1-79 (19; 11) [4]
Cina — Peking 7 06-07 2006 6,5-19,1 0,2-8,6 [5]
Queensland, Australie 5 | 102004 + 03 2005 - 9,12-32,22 [6]
£1 Turecko — Istanbul 3 06 2009-10 2010 7-34 1,5-27 [7]
Portugalsko 3 06 2005-02 2006 - 0,2-50 [8]
Cina — Huiyang a Meihu 2 05 2005 21,7-40,6 3,1-8,5 [9]
06-11 2005
Kanada 2 01405+06+08 2006 13,1-104 11,2-370 [10]
USA 2 04 2009-03 2010 31-40 <LOD-38 [11]
Francie, Némecko, Italie, Anglie, Spanélsko, USA | 13 - 1,5-16,2 (7,7, 6,1)*° <1-5,0 (1,1; 0,5)° [3]
wE2 Cina — Peking 7 06-07 2006 07-1,1 0,1-0,7 [5]
Turecko — Istanbul 3 06 2009-10 2010 13-30 3-4,1 [7]
Portugalsko 3 06 2005-02 2006 - <LOD [8]
Francie, Némecko, Italie, Anglie, gpanélsko, USA | 13 - 2,5-52,0 (25,7; 21,5)% b <1-7,0 (1,9; 1,0)b [3]
Victoria, Australie 12 04-06 2004 - 1,3-18 [12]
Korea 12 06+09 2008 (17;-) <LOD [4]
Spanélsko — malé obce v provinciich Huelva a 1 05+09 2008 <LOD-5 070 <LOD-240 [13]
B-E2 Sevilla _ 01 2009
Queensland, Australie 5 | 102004 + 03 2005 - 1,37-6,35 [6]
Cina — Peking 7 06-07 2006 0,9-3,8 0,2-0,8 [5]
Spanélsko — mésto Sevilla 4 01 2008-01 2009 <LOQ-190 <LOD-<LOD [14]
Turecko — Istanbul 3 06 2009-10 2010 8-34 2,2-8 [7]
Portugalsko 3 06 2005-02 2006 - <LOD-9,2 [8]
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Tab. 5: Pokracovani

MnoZstvi (ng-1™)
Lokalita n Obdobi min.—max. (pramér; median)
Piitok Odtok
B-E2 Kanada 2 0 1+8§+éé+28 g 52 006 <LOD-66,9 <LOD-26,7 [10]
Korea 12 06+09 2008 46-1130 (379; 227) 160-273 (206; 184) | [4]
Spanélsko — malé obce v provinciich Huelva a 1 05+09 2008 <L OD—57 200 <L OD—4 400 [13]
£3 _ Sevilla 01 2009
Spanélsko — mésto Sevilla 4 01 2008-01 2009 90-830 270-590 [14]
Turecko — Istanbul 3 06 2009-10 2010 24-100 1-11 [7]
USA 2 04 2009-03 2010 175-217 <LOD [11]
Francie, Némecko, Italie, Anglie, Spanélsko, USA | 13 - 1,0-3,3 (1,6; 1,0)* b <1-2,1(0,9; 0,5)b [3]
Queensland, Australie 5 | 102004 + 03 2005 - 0,11-1,20 [6]
EE2 Spanélsko — mésto Sevilla 4 01 2008-01 2009 <LOQ-180 30-180 [14]
Turecko — Istanbul 3 06 2009-10 2010 34-68 2,2-17 [7]
06-11 2005
Kanada 2 01405406408 2006 <LOD-5,7 <LOD-9,8 [10]
DES Turecko — Istanbul 3 06 2009-10 2010 <LOD-2,14 <LOD-0,64 [7]
PROG _ Cina — Peking 7 06-07 2006 35-108 0,8-2,3 [5]
Cina — Huiyang a Meihu 2 05 2005 5,4-6,1 <LOD [9]
NOR Cina — Peking 7 06-07 2006 4,6-12 <LOD [5]

n: podet COV, <LOD: pod limitem detekce, <LOQ: pod limitem kvantifikace, a) zahrnuje dohromady vodnou fazi i suspendované &astice,

b) zahrnuje volnou i konjugovanou formu hormont
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Tab. 6: Mnozstvi Zenskych pohlavnich hormonii v povrchovych vodach

Lokalita n Obdobi Mnozstvi
_ (ng-1")

Cina: Sanghaj 11 05 2010 <LOD-8,50 | [15]
Cina: feka Danshui 2 05 2010 6,0-13,3 [9]
Italie 9 06 2012 <LOD-1,50 | [16]
Spanélsko 10 2010 <LOD-4,9 |[[17]
Kanada: feky Ottawa a sv. Vaviinec | 4 06-08 2005 <LOD-107 | [10]
El Portugalsko 21 05-07 2010 <LOD-26,9 | [18]
Kanada: feky Red Deer a Oldman | 16 04 2006 <LOD-5,26 | [19]
Taiwan: potok Hsin-Dian 1 04 2011 9,20 [20]
Taiwan: potok Wulo 8 | 12 2008-05 2009 78,8-1 267 | [21]
Queensland, Australie 5 | 102004 + 03 2005 | 0,55-20,91 | [6]
Cina (Yulin a Nanning) 2 12 2010 17,4-20,7 | [22]
a-E2 | Kanada: feky Red Deer a Oldman | 16 04 2006 <LOD-0,22 | [19]
Cina: Sanghaj 11 05 2010 <LOD-4,76 | [15]
Spanélsko 10 2010 <LOD-1,9 |[[17]
B-E2 Portugalsko 21 05-07 2010 <LOD-11,5 | [18]
Kanada: feky Red Deer a Oldman | 16 04 2006 <LOD-1,01 | [19]
Taiwan: potok Wulo 8 | 122008-052009 | <LOD-313,6 | [21]
Queensland, Australie 5 | 10 2004 + 03 2005 0,39-3,77 [6]
Cina: Sanghaj 11 05 2010 <LOD-6,60 | [15]
Brazilie 9 03+04 2007 <LOD-7,27 | [23]
£3 _ Italie 9 06 2012 <LOD-2,38 | [16]
Spanélsko 10 2010 <LOD-4,81 | [17]
Kanada: feky Red Deer a Oldman | 16 04 2006 <LOD-0,48 | [19]
Taiwan: potok Wulo 8 | 12 2008-05 2009 <LOD-210 | [21]
Italie 9 06 2012 <LOD-4,50 | [16]
EE? Kanada: feky Ottawa a sv. Vaviinec | 4 06-08 2005 <LOD-2,2 | [10]
Queensland, Australie 5 | 10 2004 + 03 2005 0,04-0,52 [6]
Cina (Yulin a Nanning) 2 12 2010 254-338 [22]
Cina: Sanghaj 11 05 2010 <LOD-1,42 | [15]
DES Polsko 1| 112011-042012 | <LOD-8 |[24]
Taiwan: potok Wulo 8 | 12 2008-05 2009 <LOD-3,3 | [21]
Cina: Sanghaj 11 05 2010 0,02-0,38 | [15]
PROG Cina: feka Danshui 2 05 2010 0,5-2,5 [9]
Brazilie 9 03+04 2007 <LOD-47,2 | [23]
Cina (Yulin a Nanning) 2 12 2010 2,3-17,8 [22]
NOR | Kanada: feky Red Deer a Oldman | 16 04 2006 <LOD-1,02 | [19]

n: poc¢et odbérovych mist, <LOD: pod limitem detekce
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Tab. 7: Mnozstvi Zenskych pohlavnich hormonui v podzemnich vodach

Lokalita n Obdobi Mnozstvi
(ng-1")
Texas, USA 4 03-09 2009 <LOD-79 | [25]
Cina: Yulin a Nanning | 4 12 2010 0,6-2,5 [22]
E1 Nebraska, USA 17 11 2006 + 06 + 12 2007 <LOD-390 | [26]
: 03-04 2007 + 01 2008 + 09—
Francie 70 10 2008 0,7 [27]
Portugalsko 9 07 2009 <LOD-18,30 | [28]
a-E2 Francie 70 | 03-04 2007 + 01+09+10 2008 0,7 [27]
B-E2 Texas, USA 4 03-09 2009 <LOD-147 | [25]
Francie 70 | 03-04 2007 + 01+09+10 2008 0,4 [27]
E2 Portugalsko 9 07 2009 <LOD-18,30 | [28]
E3 Texas, USA 4 03-09 2009 <LOD-1 745 | [25]
EED Texas, USA 4 03-09 2009 <LOD-230 | [25]
Francie 70 | 03-04 2007 + 01+09+10 2008 1,2 [27]
PROG Cina: Yulin a Nanning | 4 12 2010 <LOD-0,7 | [22]
Francie 70 [ 03-04 2007 + 01+09+10 2008 1,6 [27]
NOR Francie 70 | 03-04 2007 + 01+09+10 2008 1,9 [27]
n: pocet odbeérovych mist, <LOD: pod limitem detekce
Tab. 8: Mnozstvi Zenskych pohlavnich hormonii v pitné vodé
Lokalita n Obdobi Mnozstvi
(ng-1")

£1 Francie 8 | 03+04 2007 + 01+09+10 2008 | <LOD-0,3 | [29]
Brazilie 12 2006 <LOQ [30]
B-E2 Brazilie 12 2006 <LOQ [30]
PROG Francie 8 | 03+04 2007 + 01+09+10 2008 | <LOD-10,7 | [29]
NOR Francie 8 | 03+04 2007 + 01+09+10 2008 | <LOD-6,8 | [29]

n: pocet odbérovych mist, <LOD: pod limitem detekce, <LOQ: pod limitem kvantifikace

2.2 Heterogenni fotokatalyza na oxidu titani¢itém

2.2.1 Heterogenni fotokatalyza

2.2.1.1 Definice

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]; jinymi slovy, jsou-li
vSechny latky tcastnici se reakce ve stejné fazi (obvykle v plynné nebo kapalné) [67].
Piikladem muze byt foto-Fentonova reakce [37]. O heterogenni fotokatalyze mluvime,
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probiha-li fotokatalyza na rozhrani mezi dvéma fazemi [38]; jinymi slovy liSi-li se skupensky
stav reaktantii a produktl a fotokatalyzatoru (reaktanty a produkty se obvykle nachazeji
v plynném nebo kapalném stavu a fotokatalyzator v pevném stavu) [67].

2.2.1.2 Kratky historicky piehled

Viibec prvni prace z oblasti heterogenni fotokatalyzy je pfipisovana C. Renzovi
z University of Lugano (Svycarsko), ktery v roce 1921 publikoval ¢aste¢nou redukci oxidu
titani¢itého a nékterych dalSich oxidl béhem osvétleni slune¢nim svétlem a za piitomnosti
glycerolu [39, 68]. V nazvu ¢lanku se pojem ,,heterogenni fotokatalyza“ poprvé objevil v roce
1964 ve ¢lancich Doerflera a Hauffeho zabyvajicich se fotokatalytickou oxidaci oxidu
uhelnatého na oxidu titani¢itém [69—71]. V roce 1972, v dob¢ ,,ropné krize®, vysla v ¢asopise
Nature prace autorti Fujishimy a Hondy, ve které byl poprvé popsan postup vyroby vodiku
zvody [72, 73]. Postup byl zalozen na TiO, fotokatalytickém procesu [73] (vodik je
generovan fotoelektrolyzou vody na TiO, anodé ozafené UV svétlem) a heterogenni
fotokatalyza se tak razem stala pfedmétem z&jmu védct z celého svéta [71]. O par let pozd&ji
se objevila myslenka na vyuZziti heterogenni fotokatalyzy pro aplikaci, ktera je predmétem této
dizerta¢ni prace, tj. pro Cisténi vod (prace autort Franka a Barda z roku 1977 [39, 74, 75]).
Posléze bylo uptfesnéno, ze heterogenni fotokatalyticky proces je efektivni zejména pfii
odstraiiovani latek pritomnych v nizkych koncentracich a pozornost byla proto zamétena
predevsim na mikropolutanty té¢zko odstranitelné konvenénimi metodami [76].

2.2.1.3 Oblasti vyuziti

Vysledkem fotokatalytického procesu je Cistici a samocistici efekt, antimikrobialni efekt
a protizamlzujici efekt. Prvni zminény efekt zahrnuje odstranovani nezadoucich latek
pfitomnych ve vod¢ [77-79] a ve vzduchu [80-82], vcetné dekolorizace [83-85]
a dezodorizace [86-88]. Antimikrobialniho efektu se vyuziva pti dezinfekci vody [89-91].
ProtizamlZujiciho efektu [92, 93] by bylo vyhodné vyuzit napiiklad u zrcadel nebo bryli [94].

2.2.1.4 Fotokatalyzatory

Jako fotokatalyzatory se obvykle pouzivaji razné typy polovodict [39]. Polovodice jsou
charakterizovany nasledujici pasovou strukturou elektronovych stavi: nejvy$si obsazeny
energetického pasu, tzv. vodivostniho pasu (conductivity band, CB), zakdazanym pasem,
neboli pasem zakézanych energii (band gap) [95]. Energie zakdzaného pasu, poloha horni
hrany valen¢niho pasu a poloha spodni hrany vodivostniho pasu jsou dilezitymi
charakteristikami polovodiCovych fotokatalyzatori. Pro typické polovodi¢e jsou tyto
charakteristiky zobrazeny na Obr. 6. Energie zakdzaného pasu urcuje minimalni energii svétla
(tj. jeho vlnovou délku) potiebnou ktomu, aby se material stal elektricky
vodivym/fotokatalyticky aktivnim. Poloha horni hrany valen¢niho pasu urcuje oxidaéni
potencial fotokatalyzatoru. Cim je tato hrana v energetickém diagramu niz, tim je oxidaéni
potencial fotokatalyzatoru vyssi. Naopak poloha spodni hrany vodivostniho pasu urcuje
reduk¢éni potencial fotokatalyzatoru; znamena to, ze ¢im je tato hrana v energetickém
diagramu vys, tim je redukéni potencidl fotokatalyzatoru vyssi [76].
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Obr. 6: Energetické diagramy typickych polovodicii [76]

Idedlnim fotokatalyzatorem pro degradaci organickych latek by byl takovy polovodic,
ktery vyuziva viditelné svétlo, jeho fotokatalyticka aktivita je vysokd, je dlouhodob¢ odolny
vuci fotokorozi, chemicky inertni, netoxicky a v neposledni fad¢ levny. Témto pozadavkim
(avsak s jedinou podstatnou vyjimkou) se velmi blizi oxid titanic¢ity [40]. Mezi dalSi
fotokatalyzatory, které 1ze vyuzit pro rozklad environmentalnich polutantli, patii fada oxidi
a sulfidii prechodnych prvki, napiiklad ZnO, CdS, Cu,O, oxidy a oxyhydroxidy Fe'', WO,
V,0s, ZrO, a dalsi [96]. Mezi relativné nové a slibné fotokatalyzatory patii komplexni oxidy
kovii — diniobi¢nany (Nb,O;*), tantalihany (TaOs), vanadi¢nany (VO3’) a germani&itany
(GeO3%), které obsahuji kationty s elektronovou konfiguraci d® nebo d'°, napriklad In**, Ga**,
Sb**, Bi**, Ag* [97].

2.2.2  Oxid titanitity

2.2.2.1 Krystalova struktura oxidu titanicitého

Oxid titani¢ity existuje ve tfech modifikacich — rutilu, anatasu a brookitu, které se lisi
nékterymi svymi fyzikalnimi vlastnostmi [98], vcetné fotokatalytické aktivity [39].
Termodynamicky nejstabiln€jsi modifikaci je rutil, ob& zbyvajici modifikace na ngj
zahiivanim piechazeji (anatas pii 915 °C a brookit pii 750 °C). Rutil a anatas maji
tetragonalni symetrii, brookit ortorombickou [98]. Zakladni bunky krystalové mfizky
jednotlivych modifikaci jsou zobrazeny na Obr. 7.

V ptirodé¢ a v produktech primyslové vyroby (bily pigment) je nejbéznéjsi modifikaci
oxidu titani¢itého rutil [99]. Pro heterogenni fotokatalyzu se pouzivaji formy anatas a rutil

Vv s

[100], pricemz anatas obvykle vykazuje vyssi fotokatalytickou aktivitu [39].
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Obr. 7: Zakladni bunika krystalové miizky rutilu (a), anatasu (b) a brookitu (c) [100]

2.2.2.2 Pasova struktura anatasu a rutilu

Energeticky diagram pasove struktury anatasu a rutilu je velmi podobny. Obé modifikace
maji nizko polozenou horni hranu valen¢niho pasu a vysoko poloZzenou spodni hranu
vodivostniho pasu. Znamena to, Ze jako fotokatalyzator maji vysoky oxidacni a redukcni
potenciél. Jedinym rozdilem mezi pasovou strukturou anatasu a rutilu je poloha spodni hrany
vodivostniho pasu. Ta se u anatasu nachazi o trochu vys, coz miize byt jednou z pficin jeho
vyssi fotokatalytické aktivity [76].

Zminéné hrany vymezuji zakdzany pas, ktery je u obou modifikaci Siroky. Jeho energie je
rovna 3,0 eV pro rutil a 3,2 eV pro anatas, coz odpovida fialovému svétlu o vinové délce
413 nm, resp. UV zafeni o vinové délce 388 nm. Pro piekonani zakazaného pasu a aktivaci
fotokatalyzatoru je zapotiebi pouzit zafeni téchto a nizsich vinovych délek, tj. UV zateni [76].
Tato skuteCnost znemoziuje vyuziti piirozeného svétla pro fotokatalyticky proces, nebot’ UV
zafeni tvofi pouze asi 4-5 % z celkového slunecniho zafeni a Gi€innost procesu realizovaného
S vyuzitim piirozeného svétla je nizka [101].

2.2.2.3 Mechanismus fotokatalytické reakce na oxidu titanicitém
Podstata heterogenni fotokatalyzy spoc¢iva v péti naslednych krocich [71]:

1. Transport reaktantt v tekuté fazi k povrchu fotokatalyzatoru.

Adsorpce reaktantl na povrch fotokatalyzatoru.

3. Absorpce fotonu fotokatalyzatorem (aktivace fotokatalyzatoru), kterd vyvola tvorbu
fotoindukovanych elektronti () a dér (h"), coz nasledné vede k reakcim s prenosem
elektronti.

4. Desorpce produkti z povrchu fotokatalyzatoru.

5. Odstranéni produkti v tekuté fazi.

no

Nyni se blize zaméfime na krok ¢. 3, ktery je schématicky znazornén na Obr. 8. Je-li energie
absorbovaného fotonu rovna nebo vysSi nez energie zakazaného pasu Eg oxidu titanicitého,
pieskoci elektron z valen¢niho pasu (VB) do vodivostniho pasu (CB), ¢imz zaroven dojde
k tvorbé diry ve valenénim pasu [95]:
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hv
Ti0O, ——= TiO, (e g+ h*yp) 1)

Fotoindukovany elektron a dira nezdstavaji na misté, difize jim umoznuje migrovat v celém
objemu fotokatalytické castice [102]. Mohou nastat dvé situace, které jsou ve vzajemné
kompetici [103]. 1) Nosi¢e naboje béhem n¢kolika nanosekund rekombinuji za uvolnéni tepla.
Rekombinace probihd jak na povrchu fotokatalytické Gastice (bod A na Obr. 8), tak take
Vv jejim objemu (bod B na Obr. 8). 2) Nosi¢e naboje, které se diftizi dostaly k povrchu
fotokatalytické Castice, reaguji s latkami adsorbovanymi na povrchu fotokatalyzatoru, které se
chovaji jako akceptor (A) nebo donor (D) elektronti (bod C a D na Obr. 8) [95]:

TiO, () + A —TiO, + A )

Tio, (h*g) + D — TiO, + D (3)

Reakce (2) a (3) probihaji simultinn€. Proud elektroni obéma sméry je rovnocenny
a fotokatalyzator zustava nezménén [104]. Typicky je akceptorem elektront kyslik, s nimz
fotoindukované elektrony reaguji za vzniku superoxidovych radikal-anionti O,", a donorem
elektroni voda, s niZ fotoindukované diry reaguji za vzniku hydroxylovych radikala:

TiO, (€y) + 0, — TiO, + O, @)

TiO, (h*,z) + H,O — TIO, + HO" + H’ ()

Superoxidové radikal-anionty, hydroxylové radikaly nebo piimo fotoindukované diry se
nasledné ucastni fady oxida¢nich reakci, jejichz vysledkem je v mnoha piipadech uplna
mineralizace organickych polutantd na oxid uhli¢ity a vodu [36, 95]. Hydroxylové radikaly
jsou po fluoru druhym nejsiln€jSim zndmym oxida¢nim c¢inidlem [36], jejich standardni
oxida¢né-redukcéni potencial E° je 2,80 V [105]. Reaguji neselektivné (na rozdil od mnoha
jinych radikali) a velmi rychle [36].

Povrchovarekombinace

Objemova rekombinace

Obr. 8: Obecny mechanismus heterogenni fotokatalyzy [103]
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2.2.2.4 Kinetika fotokatalytické reakce

Kinetiku reakci probihajicich na povrchu fotokatalyzatoru lze zpravidla popsat Langmuir-
Hinshelwoodovym (L-H) modelem, podle néhoz je rychlost rozkladu organické latky (v)
piimo timérna stupni pokryti fotokatalyzatoru touto latkou (6):

_de_pok._Ke , (6)
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, 71]. Rovnice plati za
podminek, Ze systém je v dynamické rovnovaze a ze soutéz meziproduktd a reaktivnich spécii
kysliku o adsorp¢ni mista na povrchu fotokatalyzatoru neni limitujici [37]. Linearizovany tvar
rovnice je nasledujici:

1 1 1
—==+— [106]. 7
v k kKc [106] ()

Z hlediska koncentrace organické latky mohou nastat dva krajni ptipady:
1) Je-li koncentrace organické latky vysoka, bude povrch fotokatalyzatoru danou latkou
nasycen; stupenl pokryti bude roven 1 a rychlost reakce bude odpovidat rychlostni konstanté
(kinetika nultého fadu):

v=k [71]. (8)

Rychlost reakce je v tomto piipadé ovlivnéna pouze jedinym parametrem, jelikoZ rychlostni
konstanta fotokatalytické reakce zavisi vyhradné na intenzité osvétleni (obdobné je tomu také
u katalytickych reakci, kdy rychlostni konstanta zavisi pouze na teploté) [107].

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]. (9)

Rychlost reakce je v tomto piipad¢ zavisla na intenzit¢ osvétleni (ktera ma vliv na rychlostni
konstantu), teploté (jenZ ma vliv na adsorp¢ni konstantu) [107] a je pfimo timérna okamzité
koncentraci latky.

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

2.2.2.5 Fotokatalytické materialy na bazi TiO,

Fotokatalytickd aktivita TiO, materialti je odvisla od jejich fyzikalnich vlastnosti. Tyto
zahrnuji predevsim krystalovou strukturu (krystalova modifikace a exponované povrchove
fasety), velikost specifického povrchu a pérovitost (objem a struktura pord) [102]. Dalsim
faktorem, ktery ovlivituje uCinnost fotokatalytické reakce, je forma fotokatalyzatoru. Za
ucelem odstrafiovani polutanti z vody lze pouZit TiO, ve formé prasku [108] nebo TiO;
imobilizovany (v podob¢ tenké vrstvy) na nosici [109]. Z komeréné dostupnych praskovych
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TiO, fotokatalyzatorti je Siroce pouzivany P-25 od firmy Degussa. Hlavni nevyhodou
praskovych fotokatalyzatorti je nutnost jejich nasledného odstranéni z vody [110]. Tento
problém odpada pii pouziti imobilizované formy, kde vSak muize dojit k vyraznému poklesu
ucinnosti procesu, jehoz pfi¢inou je snizeni specifického povrchu fotokatalyzatoru [111].
Poklesu ucinnosti Ize predejit, vytvori-li se imobilizovana vrstva z krystali oxidu titani¢itého
o velikosti nékolika nm [110], nebot’ tyto maji velky specificky povrch [97].

V soucasné dob¢ je vénovana znacna pozornost TiO, materidlim S pfesné definovanym
tvarem [97]. Podle poétu rozméru (dimenzionality) rozdélujeme TiO, materialy do 3 skupin,
z nichz kazda ma své vyhody (Obr. 9). 0-dimenzionalni material pfedstavuji sférické Castice
0 velikosti v fadu nm—um, které se vyznacuji vysokym specifickym povrchem a velkym
poctem a objemem port. VSechny tyto vlastnosti zvétSuji dostupny povrch a rychlost pienosu
hmoty pro adsorpci polutantii. 1-dimenziondlni material, jakym jsou naptiklad vlaknité
a tyCinkovité ¢astice, se vyznacuje vysokym pomérem povrchu k objemu, cozZ vede ke snizeni
rychlosti rekombinace elektront a dér a ke zvyseni rychlosti pfenosu nosici naboje (elektrony
a diry) na mezifazovém rozhrani. 2-dimenzionalni desti¢kovité ¢astice maji tloustku od 1 do
10 nm a jejich lateralni velikost se pohybuje v rozmezi od submikrometrit do nékolika desitek
mikrometrt. Jejich tvar ma za nasledek nizkou turbiditu, excelentni pfilnavost k substratim
a vysokou hladkost. 3-dimenzionalni material piedstavuji mezoporézni Castice S vysokym
pomérem povrchu k objemu, ktery umoziuje t¢innou difizi polutantt [102].

Mezoporézni castice

@ Desticky
Q Tyéinky

Viikna .

5 "D
Sféﬁ castice 1 D

0D

Obr. 9: Dimenzionalita TiO, materiali [102]

“3D

Jak jiz bylo zminéno vyse, oxid titaniCity potfebuje pro svou aktivaci zafeni s vysokou
energii a tato skuteCnost znemoziuje vyuziti piirozeného svétla pro fotokatalyticky proces
(kapitola 2.2.2.2). V ramci vyzkumu novych fotokatalytickych materiald je proto soustiedéna
zna¢na pozornost na moznosti modifikace oxidu titani¢itého. Cilem je snizit energii jeho
zakazaného pésu natolik, aby k aktivaci posta¢ovalo pouze viditelné svétlo, které tvoii zhruba
45 % z celkového slunecniho zareni [101]. Pro zGzeni zakazaného pasu existuji nasledujici
ptistupy: dopovani oxidu titani¢itétho nekovovymi prvky jako je C [112, 113], N [114],
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S [101, 115, 116] a halogenidy [117-119], spojeni oxidu titani¢itého s kovy (Pt a Pd), nebo
s jinymi fotokatalyzatory (NiO, RuO,, WO3 a CdS — kompozitni fotokatalyzatory), ptipadné
piidani kvantovych te¢ek nebo barviv na povrch oxidu titani¢itého [97].

2.2.2.6 Priprava TiO, materidli

Oxid titani¢ity mtize byt pfipraven ve formé krystalii, praSku nebo tenkého filmu, pficemz
prasek a tenky film mohou byt tvofeny krystality o velikosti od nékolika nanometrii po
nékolik mikrometru [40]. V nasledujicim textu bude pozornost zaméfena na metody piipravy
tenkych filma, které lze rozdé€lit do dvou skupin, a to na depozici z kapalné faze a depozici
z plynné faze [40].

Depozice z kapalné faze

Sol-gel metoda: Sol-gel metoda je relativné levna [120], snadno proveditelna a umozZiuje
nanéeni filmu i na velké a sloZité povrchy [40]. Metoda sestava ze tii zakladnich ¢asti, které
zahrnuji 1) piipravu koloidni suspenze (solu) oxidu titanic¢itého, 2) proces imobilizace na
nosi¢ a 3) proces kalcinace [120]. Sol je mozné pripravit z fady prekurzort, naptiklad
z alkoxidu titanu (nejcastéji Ti(O-E)4, Ti(i-OP)4 a Ti(O-nBu)4 [40]), chloridu titani¢itého
nebo halogenidu titanu. V pribéhu procesu je sol pfeménén nejprve na viskozni gel a potom
na pevnou hmotu. Imobilizace na nosi¢ se nejcastéji provadi metodou spread coating a dip
coating. Kalcinace filmu spociva v jeho zahfivani pii vysokych teplotach (450-600 °C [40]).
Dochézi pii ni jednak ke krystalizaci oxidu titani¢itého, jednak k jeho silnému pfilnuti
k nosi¢i. Pti zahtfivani mohou OH skupiny nachazejici se na povrchu oxidu titanicitého
reagovat s OH skupinami nosic¢e za odlouceni vody a vzniku kyslikového mustku, ¢imz se
pfilnavost jesteé zvysi [120].

Solvotermalni metoda: Podstatou této metody jsou chemické reakce probihajici ve vodném
(hydrotermalni metody) nebo organickém (solvotermélni metody) prostiedi za zvySené
titani¢itého (TiO2-nH,0), TiOSO4, H,TiO(C,04)2, H,Tis04:0,25H,0, chlorid titanicity
V kyselém roztoku nebo titanovy praSek. Tento postup umoziuje piipravu ¢astic
s poZzadovanou velikosti, tvarem a krystalickou fazi. Proces je zakoncen tepelnou tpravou
filmu nanesen¢ho na nosici, pti niz dochdzi ke krystalizaci oxidu titani¢itého [40].

Depozice z plynné faze

Depozice chemickym naparovanim (chemical vapour deposition, CDV): Pfi tomto procesu
je na nosi¢ nanesen, a to za vysoké teploty a tlaku, t€kavy jedno nebo vice slozkovy
prekurzor. Pfi nanaSeni je prekurzor v plynné fazi a je rozptylen v inertni atmosféfe. Na
povrchu nosice se prekurzor rozlozi za soucasné tvorby tenké vrstvy oxidu titani¢itého [120].
Depozice fyzikalnim napafovanim (physical vapour deposition, PDV): Pfi PDV nedochazi
k chemické preméné prekurzoru na produkt [40].

Film oxidu titani¢itého lze deponovat na celou fadu materialti. Pokud ma byt produkt
pouzit pro degradaci polutantti ptitomnych ve vod€, mél by nosi¢ v idealnim piipad¢ spliiovat
nasledujici kritéria: 1) film by m¢l k nosic¢i dobte pfilnout, 2) pfi nandSeni filmu na nosi¢ by
nemélo dojit ke snizeni aktivity fotokatalyzatoru, 3) nosi¢ by mél mit velky specificky povrch
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a 4) nosi¢ by mél vykazovat vysokou adsorpcni afinitu k polutantiim. Mezi hojné pouzivané
nosi¢e v této oblasti patii sklo, aktivni uhli, silikagel a polymerni materialy [120]. Pro
piipravu fotokatalytickych filtri se jako nosi¢ pouzivaji netkané textilie, keramické pény,
porézni kovy a dalsi [73].

2.2.3 Fotokatalyticky reaktor a provozni parametry

2.2.3.1 Fotokatalyticky reaktor

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

Fotokatalyzator ve formé suspendovanych ¢astic nabizi velky specificky povrch a snadny
prestup hmoty a UV-fotond ke svému povrchu. Toto je spojeno s vysokou uc¢innosti Cisticiho
procesu, nebot’ fotokatalytické reakce mohou probihat pouze na povrchu fotokatalyzatoru.
Zasadnim uskalim této skupiny reaktort je nutnost separace fotokatalyzatoru z vody. Na co
nejlepsi vyteSeni tohoto tskali je proto soustiedéna znacna pozornost. Je zapotiebi piedejit
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 obracena situace. Sice odpada
nutnost separace fotokatalyzatoru, dochdzi v§ak ke snizeni u€innosti Cisticiho procesu, které je
zpusobeno snizenim specifického povrchu a zhorSenym piestupem hmoty a UV-fotonti [73].

Pokud je oxid titanicity deponovan ve form¢ tenkého filmu na rotujicim disku, reaktor
nabizi tyto tii hlavni vyhody: 1) je osvétlena velmi velka plocha povrchu vzhledem k objemu
reaktoru, 2) tenkd vrstva kapaliny absorbuje velmi malo UV zafeni, v disledku c¢ehoz je
fotoaktivace oxidu titanicitého vétsi a 3) velka povrchova plocha usnadiuje prestup kysliku ze
vzduchu do kapalné faze a tim zvySuje celkovou uc¢innost fotokatalytické reakce. Dllezitym
provoznim parametrem je rychlost rotace disku, od niz je odvisla tloustka filmu kapaliny
nesené na disku [73].

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

2.2.3.2 Provozni parametry fotokatalytického reaktoru

Rychlost fotokatalytickych reakci a ucinnost systému zavisi na provoznich parametrech
reaktoru [37]. Tyto zahrnuji:

Pocateéni koncentrace cilové slouceniny: Zvysujici se koncentrace cilové slouceniny
zvySuje Sanci na jeji atak fotokatalytickymi ¢inidly, avSak pouze v raném stadiu reakce, kdy je
koncentrace meziprodukti nizkd (kompetice) [121]. Frontistis et al. [121] studovali
fotokatalytickou degradaci ethinylestradiolu o rlznych pocate¢nich koncentracich
(50-900 pg-1™) a zjistili, Ze bez ohledu na po&ateéni koncentraci je vzdy po 10 min dosaZeno
poklesu koncentrace o nejméné 95 %.

Davka TiO, (v prFipadé reaktorti se suspendovanym fotokatalyzatorem): Uginnost
systému linearné vzrasta se zvysujici se davkou oxidu titani¢itého a to az do urcitého bodu, ve
kterém zvySena koncentrace oxidu vede K rozptylu svétla, poklesu priniku svétla a k tvorbé

28



aglomerattl oxidu, vysledkem ¢ehoz je pokles G¢innosti. U¢innost klesa opét do uréitého bodu
a potom jiz zvysujici se koncentrace ucinnost neovlivituje [122]. Mai et al. [122] stanovili pii
optimalizaci degrada¢niho procesu [-estradiolu, Ze optimalni koncentrace TiO, je
0,5 mg-ml™. Frontistis et al. [121] ve své publikaci uvedli, ze pocatecni rychlost (v Case
1 min) degrada¢ni reakce ethinylestradiolu v ultracisté vodé a v odpadni vodé roste s rostouci
davkou TiO,, a to aZ do koncentrace 250-500 mg-I?, resp. 500-750 mg-I*; potom je jiZ
konstantni (vSechny castice TiO; jsou pln€ ozatené [123]).

VIiv matrice: Environmentalni matrice obsahuji velké mnozstvi rtznych latek, které jsou
vzhledem k cilové sloucenin¢ ve velkém nadbytku. Fotooxidacni ¢inidla jsou neselektivni
a reaguji s témito latkami, ¢imz dochazi ke snizeni rychlosti degradace cilové sloueniny.
Matrice muze také obsahovat pohlcovace (scavengers) hydroxylovych radikali, napiiklad
hydrogenuhlicitany, chloridy a sirany [121]. Frontistis et al. [121] zjistili, Ze Cas potiebny pro
Uplnou degradaci ethinylestradiolu v odpadni vod¢ je tiikrat del§i v porovnani s ultracistou
vodou.

pH: pH miiZe ovlivnit nejen ucinnost procesu, ale také typ vznikajicich meziprodukti. Vliv
pH na degradaci ethinylestradiolu studovali Sun et al [124]. Zjistili, Ze u¢innost degradace
roste s rostoucim pH: 63 % pii pH 3, 72 % pii pH 7 a 99 % pii pH 10. Rovnéz prokazali, ze
pfi pH 10, kdy byla G¢innost nejvyssi, vznikaji meziprodukty, které pfi niz§im pH nebyly
detekovany; tzn., Ze se jedna o slouCeniny, které vznikaji kineticky méné uptfednostiiovanou
cestou.

Intenzita zareni: Frontistis et al. [121] zkoumali vliv toku fotoni v rozmezi
6,4-107-3,7-10™ eistein-min™ na pocatetni rychlost degradace ethinylestradiolu o koncentraci
100 pg-1™ v ultragisté vodg. Podatilo se jim prokazat, e kdyz se tok fotoni sniZil z hodnoty
3,7-10* na hodnotu 4,6-10°, resp. 6,4-107 einstain-min™, rychlost poklesla 2,5krat, resp.
18krat.

Methanol: Sun et al. [124] studovali ucinnost odstranéni ethinylestradiolu v pfitomnosti
methanolu. Methanol pfi neutrdlnim pH plsobi jako pohlcova¢ dér, coz vede
k uptednostnovani fotoredukce pii degradaci. V alkalické oblasti (pH 10) nemél methanol na
tvorbu degradacnich produkt vliv; v obou pfipadech, tj. s pfidavkem methanolu a bez n¢j,
byly pozorovany stejné degradacni produkty. Methanol mlize rovnéz piisobit jako pohlcovac
hydroxylovych radikali, coz vede ke zpomaleni degrada¢nich reakci. Bylo zjisténo,
Ze ucinnost odstranéni EE2 byla v pfitomnosti methanolu pouze 8, 11 a 15 % pti pH 3, 7 a 10.

2.3 Metody analytického stanoveni Zenskych pohlavnich hormonii a jejich
oxida¢nich meziproduktii ve vodé
Pro stanoveni stopovych koncentraci hormonti ve slozité environmentalni matrici, stejné
tak jako pro ovéfeni chovani téchto latek béhem fotokatalyzy na oxidu titanicitém
a identifikaci jejich oxida¢nich meziproduktt, lze stspéchem vyuzit plynovou (GC)
a kapalinovou (HPLC) chromatografii ve spojeni s hmotnostni detekci (MS) [125].
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2.3.1 Analytické metody pro stanoveni Zenskych pohlavnich hormoni ve vodé

Nasledujici kapitola podava souhrnné informace o analytickych metodach vhodnych pro
stanoveni estrogentl a gestagent ve vodach. Na konci kapitoly je uvedena piehledna tabulka

(Tab. 12).

2.3.1.1 Odbér vzorkii

Kazda analyza zac¢ind odbérem vzorku. Tento krok je kriticky, nebot chyby pifi ném
vzniklé jiz nelze napravit [45].

Pti vzorkovani vody, jehoz cilem je stanoveni zenskych pohlavnich hormoni, je voda
odebiradna do vzorkovnic z tmaveho skla [17, 23, 126-134]. Béhem transportu vzorkovnic do
laboratofe jsou tyto bud’ uloZeny v ledu [126] nebo musi byt zajisténa teplota 4 °C [17, 23].

Kromé vyse popsané¢ho aktivniho odbéru lze rovné€z vyuzit pasivnich vzorkovact,
napiiklad Chemcatcher® PTFE [135].

2.3.1.2 Konzervace vzorkii a jejich skladovani

Casto neni mozné vzorky zpracovat ihned po jejich odbéru. Obvykla doba, do niz by
vzorky mély byt zpracovany, se pohybuje mezi 24 [24, 126, 136] a 48 hod [127, 129, 130,
131, 134]. Aby se béhem této doby piedeslo mikrobidlni degradaci cilovych sloucenin, vzorky
se konzervuji ptidavkem anorganické kyseliny (kyselina chlorovodikova [128, 137], kyselina
sirova [21, 134]) nebo methanolu [129, 134]. Kyselina se pridava v takovém mnoZstvi, aby
pH vody Kleslo na hodnotu 2 [128] nebo 3 [21, 134, 137], methanol je mozZné davkovat
v mnozstvi 2 ml na 1 | vody [129].

AZ do svého zpracovani jsou vzorky uchovavany v temnu [24, 126, 127, 131, 136] pii
teploté¢ 4 °C [17, 21, 24, 126, 128-132, 134, 136, 137]. RovnéZz je mozné uchovavat je
zmrazené na teplotu -20 °C [133].

2.3.1.3 Predanalyticka uprava vzorki

Predanalytickd tuprava vzorkd obvykle zahrnuje odstranéni mechanickych necistot,
extrakci analyti a vyzaduje-li to situace i pieCiSténi extraktu. Mnozstvi vzorku pouZitého
k analyze zavisi na matrici — viz Tab. 9.

Tab. 9: Potiebné objem vzorku pro stanoveni Zenskych pohlavnich hormonii v zavislosti na
matrici

Objem vzorku potiebny k jedné analyze (ml)

Typvody 705 250 500 1000 2000 | 4000
Pitna | - _ _ [126] _ _
Povrchova | - [136] [21, 23, 24, 128] | [126, 134] | [129, 130] | [138]
Odpadni | [128] | [24, 128, 131, 136] _ _ _ [138]

Nekteré techniky zakoncentrovani cilovych slouéenin si vystaci s velmi malym mnozstvim
vzorku. Mezi tyto techniky patii online extrakce tuhou fazi ([132]: 50 ml, [133]: 30 ml)
a zakoncentrovani analytu na koloné kapalinového chromatografu ([17]: povrchova voda
5 ml, odpadni voda 2 ml).
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Odstranéni mechanickych necistot

Predanalyticka uprava vzorku obvykle zac¢ind odstranénim mechanickych necistot, které by
jinak mohly komplikovat analyticky postup (naptiklad ucpani extrakéniho zafizeni). Nékdy se
odstranéni mechanickych necistot provadi jest¢é predtim, nez jsou vzorky ulozeny
k uskladnéni [21]. Nedcistoty se odstranuji filtraci pies filtry vyrobené z nejriznéjsich
materiald: sklenéna vlakna [126, 130-132, 136, 138], nylon [17, 23, 127, 128], acetat celulézy
[21, 139] nebo polytetrafluorethen [129]. Nejcastéji se pouzivaji filtry o velikosti pori
0,45 um [17, 21, 23, 24, 128, 129, 134, 139], pouZzit vSak lIze i filtry s menSimi nebo naopak
vétsimi pory: 0,2 um [127], 0,22 um [21], 0,7 um [132] nebo 1 um [126].

V piipadé¢ komplikovanych matric (napfiklad odpadni voda) mize byt filtrace
nedostacujici; aby se piedeslo ucpavani extrakéniho zafizeni, je mozné piistoupit ke ziedéni
vzorku ¢istou vodou, napiiklad dvakrat [137] nebo desetkréat [127, 132].

Extrakce analyti ze vzorku

Extrakce analytii ze vzorku se provadi z nasledujicich divoda: 1) analyty se ve vzorku
vyskytuji v nizkych koncentracich a je zapotiebi je zakoncentrovat, abychom se dostali nad
detekéni limit analytické metody, piipadné zvysili pfesnost a pravdivost stanoveni, 2) chceme
omezit nezaddouci vliv matrice nebo 3) potiebujeme pievést analyty z vodného prostredi do
rozpoustédla vhodného pro analyzu [140].

Utinnost extrakce lze zvysit Gpravou pH vzorku. Pro analyzu Zenskych pohlavnich
hormonti ve vod¢ byla publikovana Uprava pH na hodnotu 2 [24], 2-3 [129], 3-4 [138], 5 [23],
7 [128] a 8 [131]. K tiprave se pouziva kyselina chlorovodikova [23, 129, 138] nebo hydroxid
sodny [128, 138].

Extrakci muzeme provadét do kapalné piipadné¢ do tuhé faze, pficemz pii analyze
estrogent a gestagenu ve vodé se témét vyhradné pouziva druha varianta. Sorbenty mohou
byt umistény v kolonkach (SPE, solid phase extraction) [21, 23, 24, 126-131, 134, 136-138,
141], v discich (SPDE, solid phase disk extraction) [127] nebo jimi mohou byt potaZena
magnetickd michadélka (SBSE, stir bar sorptive extraction) [139]. Vesmé&s se pouZivaji tyto
sorbenty:

e Cig (silikagel snavazanymi oktadecylovymi fetézci): LiChrolut RP-18 [23], ENVI-18
SPE disk [127], EnVI-18 SPE cartridge [136], SepPak C1g [131],

e Ci3 EC (silikagel snavazanymi oktadecylovymi fetézci, endkapovany): HySphere-
C1s(EC) [133],

e HLB (hydrofilné-lipofiln¢ vyvazeny sorbent, hydrophilic lipophilic balanced sorbent):
Oasis HLB [24, 126, 128-130, 133, 134, 137, 138],

e na bazi polyamidu: SampliQ OPT [21],

e nabézi polymeru: lonPac™ [132],

e MIP (molekularné vtisténé polymery, molecularly imprinted polymer): [141],

e alternativa ke komer¢nimu polydimethylsiloxanu (PDMS): Duy et al. [139] si pro extrakci
osmi steroidnich hormonti metodou SBSE syntetizovali zcela novy sorbent na bazi
polydimethylsiloxan/fenyltrimethylsiloxan/B-cyklodextrin sol-gel materialu.

Pouzit¢ mnozstvi sorbentu je odvislé od typu matrice (ofekavané koncentrace
analytu); viz Tab. 10.
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Tab. 10: Potrrebné mnoZstvi sorbentu pro extrakci Zenskych pohlavnich hormonii z vodnych
vzorkii

Matrice Mnozstvi sorbentu (mg)
60 | 150 | 200 500
Odpadni voda | [137] | - | [24] [128, 136]
Povrchovavoda | - | [21] | [24] | [23, 128-130, 136]

Neékteré metody extrakce mohou byt velmi rychlé. Patii mezi né SPDE extrakce (Sun et al.
[127] ve sve publikaci uvedli extrakéni ¢as 15 min pro 1| deionizované vody — analyza ¢tyt
estrogent a jedenacti gestagent v rtznych typech vod), online SPE extrakce [132, 133]
a online zpracovani vzorku vyuZivajici kapalinovou chromatografii se dvéma kolonami,
Z nichz prvni slouzi pro zakoncentrovani cilovych sloucenin a druha pro analytickou separaci
([17]: prvni kolona byla Hypersil Gold™ aQ, 20 x 2,1 mm, 12 um, Thermo Scientific, druha
kolona LiChrospher 100 RP-18, 250 x 4 mm, Merck; celkova doba analyza 1 hod).

Pro eluci analytt byla v pfipadé analyzy Zenskych pohlavnich hormonti vyuZita nasledujici
rozpoustédla:

e methanol [24, 126, 131, 136, 141],
e methanol s obsahem: 2% hydroxidu amonného [23], 5% acetonitrilu [128],
e smés methanolu s methyl-terc-butyletherem (MTBE): (1:9, viv) [129, 138], 10%
methanol:MTBE (50:50, v:v) [21],
e MTBE [130, 137],
e acetonitril [127],
e ethylacetat [142].
Precisténi extraktu
Nedojde-li béhem extrakce k uplnému odstranéni slozek rusicich analyzu, je tieba extrakt
jesté precistit [45]. Chen, Kuo a Ding [137] pouZili k odsoleni extraktu extrakci kapalina-
kapalina (MTBE: 5% roztok chloridu sodného), Zhou et al. [ 138] precistili extrakt sloupcovou
chromatografii a Yan et al. [136] pouzili pro zachyceni polarnich necistot SPE extrakci
s polarnim florisilovym sorbentem.

2.3.1.4 Kapalinova chromatografie

Pii stanoveni Zenskych pohlavnich hormont kapalinovou chromatografii se vyuZiva
systému s obracenymi fazemi. Vhodné stacionarni faze zahrnuiji:

e Cig (silikagel snavazanymi oktadecylovymi fetézci): Kromasil 100 Cig [128],
LiChrospher RP-Cg [17],

e Ci3 EC (endkapovany silikagel s navazanymi oktadecylovymi tetézci): Purospher STAR
RR-18e [23], Acquity UPLC HSS (high strenght silica) T3 [126], Acquity UPLC BEH
(ethylene bridged hybrid) RP-Cig [127, 131], Zorbax Extend-Cig RRHT [21], Symetry —
C1g [136], HyPurity C1g [133],

e fenyl-hexyl EC (endkapovany silikagel, na ktery je prostfednictvim Sestiuhlikatého
fetézce navazan fenyl): Ascentis Express Phenyl-Hexyl [141].
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Mobilni faze ma ¢asto programované slozeni (gradientova eluce) [17, 21, 23, 126-128,
136, 137]. Pro soucasnou analyzu estrogent a gestageni je obvykle vyuZivan hmotnostni
detektor s elektrosprejem (ESI) jako iontovym zdrojem. Pfi tomto zpusobu je tiecba pracovat
Vv obou ioniza¢nich modech; estrogeny se dobie ionizuji v negativnim médu (ESI'), kdezto
gestageny vyzaduji pozitivni ioniza¢ni méd (ESI) [17, 21, 23, 126-128, 131, 132, 136, 137].
Tomu je tieba Casto piizpusobit i sloZzeni mobilni faze, viz Tab. 11. Velkou vyhodu v tomto
sméru mize poskytnout fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Kolektivu autort Snow
et al. [133] se podafilo ionizovat obé skupiny latek v jednom médu, a to pozitivnim (APPIY),
coz jim umoznilo pouzit i jednotné slozeni mobilni faze [0,1% kyselina mravenéi:methanol
(97:3)-methanol:0,1% kyselina mravenci (97:3)].

Tab. 11: Mobilni faze pro analyzu estrogenii a gestagenii ve voddch

Mobilni faze

Estrogeny Gestageny
acetonitril-voda acetonitril-0,1% roztokem kyseliny mravenci [23]
- methanol-10 mmol-I™ ; roztok &
acetonitril-voda ethanol-10 0 Vod,ny roztok mravencanu [126]
amonného
methanol-voda acetonitril-voda [127]

Pokud jsou cilovymi slouceninami pouze estrogeny, lze vyuzit nasledujicich slozeni
mobilni faze:

e methanol-voda [17, 136],

e acetonitril-voda [137],

e acetonitril-vodny roztok kyseliny octové, pH 2,8 [128],

e 0,05%qy;. roztok hydroxidu amonného v acetonitrilu-0,05%q,;. vodny roztok hydroxidu
amonného [21].

V literatufe 1ze nalézt i postupy vyuZzivajici izokratickou eluci. Mobilni faze mize mit v tomto
piipadé slozeni voda-acetonitril-methanol (51:44:5, v:v:v) [141].

2.3.1.5 Plynova chromatografie

Smés separovana plynovou chromatografii musi byt v plynném stavu, coZz ve svém
dtsledku znamena, ze tato technika je vhodna zejména pro tékavé a polotékavé analyty. Lze ji
pouzit 1 pro netékavé latky, avSak zde je zapotiebi jeste¢ pred nastfikem do chromatografu
provést derivatizaci, ktera zvysi jejich tékavost [45]. ZvySeni tékavosti lze dosahnout
néhradou vodiku v polarnich skupinach (hydroxylova, thiolovd nebo amino skupina) za
silylovou (univerzalni a nejoblibenéjsi je trimethylsilylova) [143] nebo acylovou skupinu
[144].

Zenské pohlavni hormony patii mezi netékavé latky a chceme-li pro jejich stanoveni ve
vod¢ pouzit plynovou chromatografii, je tfeba zafadit do findlniho analytického postupu
derivatizacni krok. Vyuzit lze nasledujici ¢inidla: BSTFA: N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid, TMCS: trimethylchlorsilan, TMSI: N-
trimethylsilylimidazol, MSTFA: N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid, ktera ¢asto tvofi
zaklad dale uvedenych derivatiza¢nich smési:
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BSTFA/TMCS/TMSI (99:1:0,5, v:v:v) [129, 138],
BSTFA/TCMS (99:1, v:v) [24, 130],
MSTFA [134].

Pro separaci derivatizovanych estrogenti a gestagenti jsou vhodné nésledujici kolony:

5% fenyl — 95% methylpolysiloxan: DB-5 [129, 130], HP-5 MS [138], Rtx®-5 [24],
5% difenyl — 95% dimethylpolysilarylen: DB-5MS [134].

2.3.1.6 Hmotnostni spektrometrie

Kombinace plynové nebo kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickym
detektorem umoziuje stanovit v environmentalnich vzorcich velmi nizké koncentrace
zenskych pohlavnich hormont.

Vhodnym typem iontového zdroje pro tyto latky je ve spojeni s kapalinovou
chromatografii elektrosprej. Jak jiz bylo uvedeno vySe, je tieba estrogeny stanovovat
Vv negativnim modu a gestageny v pozitivnim modu [17, 21, 23, 126-128, 131, 132, 136, 137].
Velkou vyhodu v tomto sméru muze podle literarnich zdroji poskytnout fotoionizace za
atmosférického tlaku, nebot’ kolektivu autori Snow et al. [133] se podafilo ionizovat obé
skupiny latek v jednom modu, tj. pozitivnim. Pfi analyze pouze estrogenti se muzeme
Vv literatuie také setkat s pouZitim fotoionizace za atmosférického tlaku v negativnim maodu
[137] a chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) v pozitivnim médu [141].

Ve spojeni s plynovou chromatografii se pouziva elektronova ionizace (El) [24, 129, 134,
138].

Jako analyzator Ize vyuZit kvadrupél (Q) [136, 138] a pii MS® experimentech trojity
kvadrupél (QQQ) [17, 21, 23, 127, 128, 131-133, 141], kombinaci kvadrupdlu
s analyzatorem doby letu (QTOF) [126] a iontovou past (IT) [137].
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Tab. 12: Souhrn analytickych metod pro stanoveni Zenskych pohlavnich hormonii ve voddch

o o Analyticka LOD*
Cilové slouc¢eniny Typ vody Extrakce metoda (ng-1)
El, E2, E3, EE2, DES, PROG, NOR, konjugované ) 2
estrogeny (6), fytoestrogeny (5), dalSi gestageny (1) povrchova SPE HPLC-MS 0.39-755 | [23]
El, a-E2, B-E2, E3, EE2, DES, PROG, NOR, dalsi pitna > | 0,22-0,50
estrogeny (15) a gestageny (8), fenolické latky (5) povrchova SPE UHPLC-MS 0,23-0,42 [126]
] . pitna a povrchova e -
El, B-E2, E3, EE2, PROG, NOR, dalsi gestageny (9) odpadni SPDE UHPLC-MS 0528 [127]
povrchova 2 2-30
El, a-E2, B-E2, E3, EE2, DES odpadni SPE HPLC-MS 10-100 [128]
El, B-E2, E3, EE2, DES povrchova SPE HPLC-MS? | 0,06-0,15 | [21]
] HPLC-MS? 4-15
El, B-E2, E3, EE2, DES odpadni SPE HPLC-MS2 516 [137]
El, B-E2, E3, EE2, DES, estradiol-valerat povrchova SPE GC-MS 0,10-0,65 | [129]
El, B-E2, E3, EE2, DES, estradiol-valerat povrchova a odpadni SPE GC-MS 0,01-0,09 | [138]
El, B-E2, E3, EE2, DES, estradiol-valerat povrchova SPE GC-MS 0,10-0,65 | [130]
uméle kont. Milli-Q 4,2-85
El, 0-E2, B-E2, E3, EE2, DES, dienestrol uméle kont. pitna SPE UHPLC-MS 4,5-9,8 [141]
uméle kont. povrchova 4,6-9,8
E1, B-E2, E3, EE2, DES, jejich metabolity (3) povrchova SPE HPLC-MS |—20 1 [13¢)
’ e ’ 9] y odpadni 29-41
El, B-E2, E3, EE2, DES, konjugované estrogeny (2) povrchova pasivni vzorkova¢ | HPLC-MS? | 0,05-0,68 | [135]
El, B-E2, E3, EE2, DES, dalSi hormony (3) odpadni SPE UHPLC-MS? | 0,51-9,35 | [131]
povrchova 0,5-2,0
El, a-E2, E3, EE2, DES, androgenni hormony (4) surova odpadni SPE HPLC-MS? 0,5-2,0 [132]
vycCisténd odpadni 0,5-1,0
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Tab. 12: Pokracovani

o o Analyticka LOD*

Cilové slouceniny Typ vody Extrakce metoda (ng-1)
El, a-E2, B-E2, ES3, EE2,’PROSB, §IaI3| steroidni podzemni, povtchova a SPE HPLC-MS?2 27.75 [133]

hormony a podobné slouceniny (14) odpadni
El, B-E2, E3, EE2, DES, dalsi estrogeny (3) povrchova SPE GC-MS - [134]
» L povrchova 0,037-0,17

=L B2 B3 EEi&ii’s?zféeingk(Tgyl disruptory a vycisténd odpadni HPLC-HPLC-MS? 0,14-38 | [17]

P Y surova odpadni 0,14-5,4

E1, B-E2, E3, EE2, DES, nesteroidni protizanétlivé povrchova 3,4-4,2
> B-E2, E3, EE2, e “g)eml il prohzanctiive vyisténa odpadni SPE GC-MS 6,9-87 | [24]

Y surova odpadni 6,8-10

*hodnoty LOD se vztahuji pouze k cilovym slou¢eninam této dizertacni prace
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2.3.2 Analytické metody pro stanoveni oxida¢nich meziprodukti Zenskych pohlavnich
hormoni

Pro urCeni identity neznamé slouceniny, ktera je ve vzorku pfitomna v nizkych
koncentracich, lze suspéchem vyuzit hmotnostni spektrometrii. Tato analytickd technika,
zejména v tandemovém uspotadani, poskytuje informace o struktufe analyzovanych
sloucenin; v ptipad¢ vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie navic ziskame také udaj
o jejich presné hmotnosti [145].

Z divodu nutnosti separace slozek vzorku se hmotnostni spektrometrie kombinuje
S chromatografickymi technikami. Pro analyzu oxida¢nich meziprodukti hormonit bylo
publikovano jak spojeni s kapalinovou [121, 122, 124, 146-149], tak rovnéz s plynovou [148,
150-152] chromatografii.

Spojeni  hmotnostni spektrometrie s plynovou chromatografii muze byt realizovano
prostiednictvim elektronové ionizace. Elektronova ionizace je tvrda ionizaéni technika, ktera
poskytuje mnozstvi fragmentacnich iontd. PFi pouziti energie 70 eV je dosahovano
reprodukovatelnych vysledkt, coZz umozZiuje porovnani naméfeného spektra s rozsahlymi
knihovnami spekter. Tato skuteCnost velmi usnadnuje identifikaci nezndmych sloucenin
[145].

Podrobnosti k vySe uvedenym metodam shrnuji tabulky (Tab. 13-Tab. 16).

Tab. 13: Prehled metod pouzitych ke stanoveni AOP meziproduktii zajmovych sloucenin

Proces Analytickd metoda

TiO,/UV GC-MS-EI-Q [150]

B-E2 03 + 03/UV HPLC-MS-APCI-QQQ [146]

foto-FR HPLC-MS/MS-ESI-QQQ [147]

EE2 TiO,/UV UHPLC-MS/MS-ESI*-QQQ [121]

DES fotooxidace (Fe"' + C,0,%) | HPLC-MS-ESI'; GC/MS-EI [148]

El, B-E2, EE2 Os HPLC-MS/MS-ESI-QQQ [149]
B.E2, EE2 TiO,/UV HPLC-MS/MS (MS™-ESI-IT | [122, 124]
’ O GC-MS-EI [151, 152]
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Tab. 14: Chromatografické podminky metod pouZitych ke stanoveni AOP meziproduktii zajmovych sloucenin — HPLC

Kolona MF
loZeni MF pii isokratické eluci fil Nastrik (ul
ST o gty ot SloZeni Pri iso _ra cké eluci/profi Prittok (ml-min'l) ik (ul)
(W) gradientu
Zorbax SB-C18 (Agilent)
-E2 22 ACN (% gy Voda (% 0 - 147
b 150 x 2,1 mm, 3,5 um (1) () 3 [147]
30 70
DES Zorbax SB-C18 (Agilent) 40 |[ ACN (%) | 0,01% CHsCOOH (%) 0,3 5 [148]
50 x 2,1 mm, 3,5 pum
60 40
0
£1 Cas (min) | ACN (%op;) 0.1% (E/HSC)OOH
. . 00bj.

B-E2 InertilCI) OOXDj;SS n(](,;nL 3Sclr(;nces) _ 0 20 30 04 ~ [149]

EE2 > mm, S H 15 80 20

17 80 20

32 20 80

Cas (rnln) MeOH (%obj.) Voda (%obj.)

E2 | Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent) 0 2 & [122]
BEEz 150X 2.1, 5 pm 40 15 75 25 0,18 5 [124]

o 32 75 25

47 25 75

55 25 75

SF: stacionarni faze, MF: mobilni faze, ACN: acetonitril, MeOH: methanol
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Tab. 15: Chromatografické podminky metod pouzitych ke stanoveni AOP meziproduktii zajmovych slouc¢enin — UHPLC

Kolona MF
Nastrik (ul
SF a rozméry (02) Profil gradientu Pritok (ml-min™) astrik (ul)
. Voda + 0,1%
1 0 .
Cas (min) | MeOH (%) HCOOH (%)
0 5 95
15 5 95
. 2 30 70
EE2 BEH Shield RP18T 40 3 50 50 0,3 - [121]
5 70 30
6 90 10
7 90 10
7,1 5 95
9 5 95

SF: stacionarni faze, MF: mobilni faze, MeOH: methanol
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Tab. 16:

Chromatografické podminky metod pouzitych ke stanoveni AOP meziproduktu zajmovych sloucenin — GC

Kolona Nosny plyn Injektor
SF a rozméry Teplotni gradient (°C) Typ | Priitok (ml'min™) Typ t (°C) [ Nastrik (ul)
t | Cas | Teplotni rampa
DB-5 (J&W Scientific) (°C) | (min) (°C-min™) _
30 m x 0,25 mm, 0,4 pum 50 | 2 20 He 163 splitless | -~ - [150]
130 0 10
300 10 -
B-E2
t | Cas | Teplotni rampa
DB-SMS ©C) | (min) | (°C-min™) _
- - 147
30 m x 0,32 mm, 0,25 pum 50 | 2 20 He 163 splitless [147]
130 0 15
300 8 -
. t | Cas | Teplotni rampa
HP-5MS (Agilent) . -
DES ©C) | (min) | (°C-min?) He 1 - 250 5 [148]
30 m x 0,25 mm, 0,25 pm 60 4 20
280 3 -
20 D%-ZSS(Agllegt;5 t | Cas | Teplotni rampa
p-E2 e mm DA H (C) | (min) | (-C-min?) | [151]
He 1 splitless | 290 1
EE2 _ 50 | 0 30 [152]
Factor Four 5MS (Varian) 150 0 10
30 m x 0,25 mm, 0,25 um
300 5 -

SF: stacionarni faze
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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 davkovade Ing. Jindfich Koufil, CR) a magneticka michatka MM7 (Lavat, CR).
Koncentrace modelové latky 2,6-dichlorindofenolu (DCIP), ktera byla pouZzita v pokusech
vedoucich k posouzeni fotokatalytické aktivity vybranych TiO, materiald, byly stanovovany
s vyuzitim spektrofotometru Helios a od firmy Spectronic Unicam (Velka Britanie).

Dale byly v této praci pouzity nasledujici pfistroje a zatizeni:

e analytické vahy Scaltec SPB 32 (Scaltec, Némecko)

e Irradiance meter X9 s detektorem UV-3701-4 (Gigahertz-Optik, Némecko)

e pH metr inoLab® pH 730 (WTW, Némecko)

e spektrometr Red Tide USB-650-UV (Oceans Optics, USA)

e laboratorni ultrazvukova lazen K-5LM (Kraintek, Slovensko)

e zafivky LYNX-S 11 W BL 368 (Osram Sylvania, USA)

e zafizeni pro odpafovani pod dusikem EVATERM (Labicom, CR)

e zafizeni pro SPE extrakci SPE-12G (J. T. Baker, Nizozemi) s membranovou vyvévou
KNF N86.KT.18 (KNF, Némecko)

3.2 Chemikalie a materialy

3.2.1 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).
Fyzikalné-chemické vlastnosti zajmovych sloucenin jsou prezentovany v teoretické Casti
préce v kapitole 2.1.3.1. Zasobni roztoky jednotlivych analyti o koncentraci 1 mg-ml™ byly
piipraveny ve smési acetonitrilu a MQ vody, 6:4 (V:v).

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

e [-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)

Pii vybéru zajmovych latek byl zvazovan i dalsi synteticky derivat estrogenti — mestranol
[1] (CAS ¢. 72-33-3), ktery viak nakonec nemohl byt do prace zatazen z divodu nemoznosti
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jeho uspokojivého analytického stanoveni. Pro pokusy ové&fujici ucinnost jeho ionizace
elektrosprejem byl pouzit analyticky standard zakoupeny u firmy Sigma Aldrich, Némecko.
Zasobni roztok byl piipraven vySe popsanym zptisobem.

3.2.2 Ostatni chemikalie a materialy
Ostatni chemikalie a materidly pouzité v této praci zahrnovaly:

e 2,6-dichlorindofenol, CAS ¢. 620-45-1 (Sigma Aldrich, Némecko)

e aceton, for liquid chromatography (Merck, Némecko)

e acetonitril, HPLC far UV/gradient grade (J. T. Baker, Nizozemi)

e acetonitril, LC-MS (Sigma Aldrich, Némecko)

e amoniak vodny roztok, 25-27 %, p.a. (Penta, CR)

e demineralizovana voda

e dichlormethan, for organic residue analysis (J. T. Baker, Nizozemi)

e dusik 4.7 (Siad, CR)

e dusik pro MS byl generovan generatorem dusiku, model N418LA (Peak Scientific, Velka

Britanie)

o ethylacetat, for HPLC (Sigma Aldrich, Némecko)

e filtradni papir, 80 g-m™ (Papirna Pernitejn, CR)

e filtratni papir, 84 g-m™ (Munktell, Svédsko)

e filtry ze sklenénych vlaken MN GF-1, 55 mm (Macherey-Nagel, Némecko)

e hadicky Tygon® R3603, vnitini primér 2,4 mm (Saint-Gobain Performance Plastics,
Francie)

e hexan, for HPLC (Sigma Aldrich, Némecko)

e imobilizovany oxid titani¢ity: v praci bylo pouzito 5 riznych materiali (blizsi popis viz
kapitola 3.3.2) poskytnutych Ustavem fyzikalni a spotiebni chemie VUT v Brng

e kyselina octova, 99 %, p.a. (Penta, CR)

e methanol, HPLC gradient grade (J. T. Baker, Nizozemi)

e octan amonny (Sigma Aldrich, Némecko)

e SPE kolonky Supelclean™ ENVI-18 500 mg a 1000 mg (Sigma Aldrich, Némecko),
Oasis® HLB 60 mg (Waters, USA), Supel” Select HLB 200 mg (Sigma Aldrich,
Némecko) a Supelclean™ ENVI-Florisil® (Sigma Aldrich, Némecko)

e stiikackové filtry LUT Syringe Filters, PTFE, 13 mm, 0,45 um (Labicom, CR)

e ultracista voda byla p¥ipravena piistrojem Milli-Q® Academic (Millipore, Francie)

3.3 Fotokatalyticka degradace

3.3.1 Reaktor

Fotokatalytické pokusy probihaly ve sklenéném reaktoru s cirkulujicim roztokem (Obr. 10
a Obr. 11). Zaklad reaktoru tvofila nizkd sklenéna nadoba, ktera byla uzaviena vikem se
zabudovanym zdrojem zafeni a umisténa na magnetické michaéce. Zdroj zafeni byl typu
UV-A LED semisni vinovou délkou 365 nm a poskytoval intenzitu zafeni 863 uW-cm™
(spocitano z emisniho spektra zdroje, které je zachyceno na Obr. 12, pro vypocet vzato
rozmezi vinovych délek 346 aZz 403 nm). Ve stiedu nddoby rotoval diky zabudovanému
magnetickému michadlu disk uréeny k uchyceni nosic¢e s imobilizovanym fotokatalyzatorem.
Pracovni roztok byl pomoci peristaltického ¢erpadla odebirdn ze dna néddoby reaktoru
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a Tygon® hadickou pfivadén zpé&t do nadoby tak, Ze shora stékal na rotujici disk s oxidem
titani¢itym. Rotace disku zabezpecovala vytvofeni tenkého filmu kapaliny nesené na disku
a zaroven promichévala pracovni roztok.

Obr. 11: Fotokatalyticky reaktor — sklenéna nddoba s diodovym zdrojem zdreni a disk
S uchycenym nosicem imobilizovaného TiO;
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Obr. 12: Emisni spektrum UV-A LED zdroje zdreni pouZitého v reaktoru (zméreno
spektrometrem Red Tide USB-650-UV od firmy Oceans Optics, USA)

3.3.2 Fotokatalyzator

Nez mohlo byt pfistoupeno ke studiu degradace zenskych pohlavnich hormoni, bylo
nejprve nutné vybrat fotokatalyzator vhodny pro pouZiti ve vySe popsaném reaktoru. Za timto
ucelem byla posouzena fotokatalyticka aktivita celkem 5 TiO, materialti imobilizovanych na
sklenéném nosiéi, které byly poskytnuty Ustavem fyzikalni a spotiebni chemie VUT v Brng.
V ptislusnych pokusech byla vyuzita modelova latka — barvivo DCIP, jenZ umoznila rychlé
stanoveni okamzité koncentrace pfimym spektrofotometrickym métenim.

Popis v8ech testovanych materialti je uveden v Tab. 17. NejlepSich vysledkt bylo dosazeno
pii pouziti oxidu titanicitého S pracovnim oznacenim E37-A6A. Tento fotokatalyzator byl
proto pouzit pro stanoveni kinetiky a degradac¢nich meziproduktii fotokatalytického rozkladu
hormoni.

44



Tab. 17: Zpiisob pripravy a viastnosti vsech TiO; vrstev pouZzitych v této praci

— o . : o Plocha TiO; Pocet
Oznaceni Metoda pripravy TiO> Prekurzor Depozice Nosi¢ (sz) vrstey
) 1) . sodno-vapenaté sklo _ [153]
90R PEG4 AcAc sol-gel TTIP materidlovy tisk Ex5 cm 16 [154]
M6 30/2 | sol-gel TTIPY materialovy tisk pyrexove sklo 9 2 [155]
3x3 cm
E5-10 20/2 - 1) s sodno-vapenaté sklo 2 [156]
-gel +
E5-10 20/4 sol-gel + reverzni micely TTIP materialovy tisk Ex5 om 16 4 [157]
Suspenze  TiO; byla  pfipravena
smichanim 1,07 g 35% vodne disperze
TiO, Tiodispers NA-AS (Centre for | materidlovy tisk . .
E37-A6A Organic Chemistry, Czech Republic) (postup viz sodno %/jgecr;zte sklo 16 5 Egg}
50,8027 g abesonu® a 10 ml vody. pH [159])

suspenze bylo upraveno kyselinou
chlorovodikovou na hodnotu 1,02 [158].

1) TTIP = titanium tetraisopropoxide = tetraisopropylester kyseliny tetrahydrogentitanicité
2) Abeson INA = dodecylbenzensulfonovéa kyselina (povrchové aktivni latka)
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3.3.3 Fotokatalyticky proces

Do fotokatalytickeho reaktoru byl vlozen nosi¢ s aktivovanou (superhydrofilni) vrstvou
TiO;, a odméfeno 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)
a jejichZz emisni spektrum je zachyceno na Obr. 13. Nasledné 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 ovéfeni fotolyzy a adsorpce.
Pii fotolytickém procesu byl nosi¢ s imobilizovanou vrstvou TiO; nahrazen Cistym nosi¢em,
pti procesu adsorpce byl po celou dobu pokusu ponechan zdroj zatfeni vypnuty.
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Obr. 13: Emisni spektrum zarivky LYNX-S 11 W BL 368, ktera byla pouZita pro aktivaci oxidu
titanicitého (zméreno spektrometrem Red Tide USB-650-UV od firmy Oceans Optics, USA)

3.3.3.1 Vybeér fotokatalyzdatoru

Pii pokusech vedoucich k posouzeni fotokatalytické aktivity vybranych TiO, materiali byl
jako pracovni roztok pouzit 2,6-dichlorindofenol o koncentraci 10 mol-1°. Vzorky byly
z reaktoru odebirany v ¢asovém intervalu 10 min po dobu 1hod ptimo do lcm plastove
kyvety a ihned byla zméfena jejich absorbance pii 600 nm. Nasledné byly bez odkladu
vraceny zpét do reaktoru, aby nedoslo ke zkresleni vysledk.

Fotokatalytickd aktivita 3 nejslibnéjSich TiO, materiala (E5-10 20/2, E5-10 20/4
a E37-A6A) byla taktéZ vyhodnocena jako rychlost rozkladu jednoho vybraného hormonu -
estriolu. Pracovni roztok o koncentraci 5 mg-1™" byl piipraven piidanim patfiéného mnozstvi
zésobniho roztoku estriolu o koncentraci 1 mg-ml™* do MQ vody. Vzorky o piiblizném
objemu 1 ml byly z reaktoru odebirdny v ¢asovém intervalu 30 min po dobu 4 hod ptimo do
vialek. S ohledem na ¢asovou naro¢nost finalni analytické metody nebyly vraceny.
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3.3.3.2 Stanoveni kinetiky fotokatalytického rozkladu hormonii

Pti pokusech, jejichz cilem bylo urceni kinetiky fotokatalytického rozkladu hormond, byly
pouzity modelové vzorky vody pripravené piidanim patficného mnozstvi zasobniho roztoku
daného hormonu o koncentraci 1 mg-mI™* do MQ vody. Vychozi koncentrace hormoni byla
1 mg-I", v piipadé estriolu bylo takté? pracovano s koncentraci 5mg-I". Vzorky byly
z reaktoru odebirany v ¢asovém intervalu 30 min po dobu 4 hod ptimo do vialek. S ohledem
na nemoznost vraceni vzorkl zpét do reaktoru bylo odebirano minimalni mnozstvi nutné
k analyze, tj. 0,4 ml. Béhem celého pokusu byly v souctu odebrany 4 ml (10krat 0,4 ml), coz
odpovida 10 % z puvodnich 40 ml, da se tedy prepokladat, ze ke zkresleni vysledkt nedoslo.

3.3.3.3 Identifikace degradacnich meziprodukti

Vzorky ziskané zpisobem popsanym v piedchozim odstavci byly rovnéz analyzovany za
ucelem identifikace degradac¢nich meziproduktt. ProtoZze vSak s ohledem na relativné nizkou
pocate¢ni koncentraci hormond nepiinesla analyza Zadné vysledky, musel byt pokus
modifikovan. Modifikace spocivala ve zvySeni pocateéni koncentrace sledované latky na
25mg-ltav prodlouzeni reak¢éni doby na 30 hod. VVzorky o objemu 0,4 ml byly z reaktoru
odebrany v ¢asech 0, 5, 10, 24 a 30 hod. Sledovanou latkou byl v tomto piipadé pouze estriol,
ktery ma ze zdjmovych sloucenin nejvyssi rozpustnost ve vodé a u kterého nebyl béhem
fotokatalytickych pokusti pozorovan Zadny vliv adsorpce nebo fotolyzy.

3.3.4 Kvantifikace analyti a identifikace degradacnich meziproduktu

Pro stanoveni Zenskych pohlavnich hormonti a identifikaci jejich degradaénich
meziproduktu byla zvolena metoda kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. VVzorky
byly z fotokatalytického reaktoru odebirany ptimo do vialek a méfeny bez jakékoliv Upravy
(zakoncentrovani). Podminky analyzy byly v obou pfipadech zaloZeny na metodé pro
simultanni stanoveni Zenskych pohlavnich hormont, ktera je podrobné popsana Vv kapitole
3.4.3.

Sohledem na skuteCnost, ze ve fotokatalytickych experimentech bylo pracovano
s modelovymi vzorky vody obsahujicimi vZdy pouze jeden hormon, byla v metodach pro
kvantifikaci analyti zménéna oproti podminkam uvedenym v kapitole 3.4.3 gradientova eluce
na izokratickou a sloZeni mobilni faze bylo upraveno tak, aby doba analyzy byla co nejkratsi.
V nésledujicich dvou odstavcich je uvedeno sloZeni mobilni faze pro jednotlivé metody
a s tim souvisejici doba analyzy a retencni ¢as (tr).

Pfi vybéru vhodného fotokatalyzatoru a dil¢ich experimentech vedoucich k uréeni kinetiky
fotokatalytického rozkladu hormont bylo pracovano s vodnymi roztoky estriolu o pocate¢ni
koncentraci 5 mg-I™. Tato koncentrace si vyzadala sniZeni nastfiku z 10 na 5 ul (Tab. 18).

Tab. 18: Metoda pro stanovenf estriolu o koncentraci 5 mg:I™*

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

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

Ve vétsSiné experimentt vedoucich ke stanoveni kinetiky fotokatalytického rozkladu
hormonii bylo pracovano svodnymi roztoky o po&atecni koncentraci 1 mg-1". Velikost
nastiiku ztstala 10 ul (Tab. 19).
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Tab. 19: Metody pro stanoveni jednotlivych hormonii o koncentraci 1 mg-l'1

Analyt | NastFik (ul) Slozeni MF Doba analyzy (min) | tg (min)
El 4,9
0 0 d
2 60 % ACN, 40 % MQ voda 8 4.2
E3 40 % ACN, 60 % MQ voda 7 3,8
EE2 10 4,5
0 0 d
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 vysledkt byla pro kvantifikaci nakonec pouzita metoda pro
simultanni stanoveni zenskych pohlavnich hormont (kapitola 3.4.3)

Pii identifikaci degrada¢nich meziprodukti fotokatalytickeho rozkladu jednotlivych
hormonti byly podminky analyzy totozné s t€émi uvedenymi v kapitole 3.4.3. Pouze u estriolu
a progesteronu bylo upraveno sloZeni mobilni faze pii gradientové eluci s cilem posunout
retenéni ¢as vychozi slouceniny a umoznit tak analyzu jejich degrada¢nich meziprodukta
s vysSi i nizsi polaritou. Velikost nastiiku zdstala 10 pl i v piipadé pocatecni koncentrace
hormonu 25 mg-I™ (Tab. 20).

Tab. 20: Metody pro identifikaci degradacnich meziproduktii fotokatalytického rozkladu

Jjednotlivych hormoni

Nastrik . Doba analyzy tr
Analyt ) Slozeni MF (min) (min)
El . . 11,4
= viz kapitola 3.4.3 9.9
E3 0 min — 25 % ACN, 20 min — 75 % ACN 9,5
EE2 10 . . 20 11,0
DES viz kapitola 3.4.3 128
PROG 0 min — 60 % ACN, 20 min — 90 % ACN 8,9
NOR viz kapitola 3.4.3 10,6

3.4 Analyza realnych vzorki vod

3.4.1 Odbér vzorku

Reélné vzorky povrchovych vod byly odebirdny v prubéhu 14 dni v Cervnu 2015.
Odbérové lokality zahrnovaly obé ifeky protékajici méstem Brnem, Svitavu a Svratku,
a jsou zobrazeny na Obr. 14. Piesné GPS soufadnice mist odbéru jsou nasledujici: Svitava —
49°11'57.2"N 16°37'47.5"E, Svratka — 49°11'04.3"N 16°36'04.0"E.

Vzorky byly odebirany do lahvi z tmavého skla a ihned transportovany do laboratofe.
Zpracovany byly jesté tentyz den.
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3.4.2 Uprava vzorki a extrakce analyti
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Pti analyze redlnych vzorki povrchovych vod byla zvolena extrakce hormonii do tuhé faze
metodou SPE. Postup extrakce byl v ramci prace optimalizovan (vysledky jsou diskutovany
v kapitole 4.4.1), pti¢emz se vychazelo z téchto literarnich zdroji [160-162]. Optimalizovany
postup je shrnut v nasledujicim odstavci.

Vzorek vody byl piefiltrovan pies filtr ze sklenénych vldken, aby se predeslo ucpavani
SPE kolonek. Filtr byl zalit methanolem (15 ml na 1 1 vzorku) a vlozen do ultrazvukové lazné
na dobu 15 min. Methanol byl nasledn¢ pfidan ke vzorku. Ultrazvukova extrakce z filtru byla
zopakovana jesté jednou; pH vzorku bylo upraveno kyselinou octovou na hodnotu 3. Z takto
ptipraveného vzorku byly analyty extrahovany postupem uvedenym v Tab. 21. Ziskany
extrakt byl piecistén na florisilovych kolonkach postupem uvedenym v Tab. 22.

Tab. 21: SPE extrakce

SPE kolonky

Supel " Select HLB 200 mg

Kondicionace

5 ml hexanu

5 ml ethylacetatu

5 ml methanolu

10 ml MQ vody

Vzorek 300 ml piibliznou 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 2krdt 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)
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Tab. 22: Precisténi extraktu

SPE kolonky

Supelclean™ ENVI-Florisil®

5 ml smési aceton:hexan, 3:1 (v:v)

Kondicionace

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

Vzorek 1 ml extraktu
Promyvaci krok 10 ml smési dichlormethan:hexan, 1:1 (v:v)
Eluce 8 ml smési aceton:hexan, 3:1 (v:v)

Odpareni do sucha

pod dusikem

Rozpusténi odparku

1 ml methanolu

3.4.3 Finalni analytickd metoda

Parametry finlni analytické metody (HPLC-MS) urené pro simultanni stanoveni
zenskych pohlavnich hormonti byly nastaveny (s drobnymi upravami) podle metody uvedené
v diplomové préaci studentky Martiny Remeroveé [163]. Parametry jsou shrnuty v Tab. 23.
Sledované ionty (m/z) a reten¢ni Casy (min) a extrahované iontové chromatogramy (EIC)
jednotlivych analytii jsou prezentovany v Tab. 24, respektive na Obr. 15 a na Obr. 16.

Tab. 23: Parametry HPLC-MS metody pro simultanni stanoveni zajmovych hormonii

HPLC parametry

Nastiik 10 pl

Pritok 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 méd
MS parametry

Zmlzovaci a susici plyn | N»

Tlak zmlZovaciho plynu | 25 psi

Teplota susiciho plynu | 350 °C

Pritok susiciho plynu 10 I-min™

MS maod sken

Rozsah skenu 50-800 m/z

Polarita

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

Tab. 24: Sledované ionty a retencni casy jednotlivych analyt:

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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Obr. 15: Extrahované iontové chromatogramy analytiz mérenych v modu s negativni polaritou
(1500 ng-ml™)
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Obr. 16: Extrahované iontové chromatogramy analytii mérenych v modu s pozitivni polaritou
(1500 ng-ml™)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vybér analyti

V souvislosti s Zenskymi pohlavnimi hormony je vedle pro praci vybranych sloucenin
Casto diskutovan i mestranol [164-166]. Tento synteticky derivat ptirodnich estrogent [1]
nebyl do prace zatazen z divodu jeho neuspokojivé ionizace elektrosprejem. Pii pouZiti
metody popsané v kapitole 3.4.3 neposkytl mestranol o koncentraci 10° ng-ml*
a nastfikovaném objemu 3 pl v negativnim mddu viibec zadnou odezvu, v pozitivnim modu
byla pozorovana velmi slaba ionizace. Ke zlepSeni ucinnosti ionizace Vv pozitivnim mddu
doSlo pii nahrazeni acetonitrilu v mobilni fazi methanolem (0 min —40 % MeOH, 20 min -
90 % MeOH, 30 min 90 % MeOH) a pfi zachovani acetonitrilu jako sloZzky mobilni faze
a pouZiti post-kolonového piidavku octanu amonného [167]. V obou dvou pripadech vSak
udinnost ionizace zustala nedostacujici pro tcely stopové analyzy. Extrahované iontové
chromatogramy ziskané za vyse uvedenych podminek jsou zachyceny na Obr. 17.

Nevhodnost elektrosprejové ionizace pro stanoveni mestranolu potvrzuji prace nékterych
autoru [168].

In!ens.A MES_000002.D: EIC 309.4 -All MS
x104

1.04

0.8 Negativni polarita

0.64

0.4

ool W

intefd.
x1049

43

MES_000003.D: EIC 311.1 +All MS
Pozitivni polarita
33
23

19

Inlen% VZOREK_000004.D: EIC 311.1 +All MS
x10°9

259
209
153 MF: MeOH, MQ
109
059

|me‘ﬁ§:é VZOREK_000001.D: EIC 311.1 +All MS
x1004

Post-kolonovy ptidavek octanu amonného

SR S
Lt

T T T
5 10 15 20 25 Time [min]

Obr. 17: Extrahované iontove chromatogramy mestranolu

4.2 Kvantifikace analyta

Nésledujici kapitola shrnuje parametry analytickych metod pouZitych v této préaci pro
stanoveni koncentrace hormont béhem fotokatalytickych experimentu a v realnych vzorcich
povrchové vody.

Obsah hormont v modelovych i v redlnych vzorcich vody byl kvantifikovan metodou
vnéjsiho standardu. Kalibra¢ni ktivky byly sestrojeny jako zavislost plochy piku na
koncentraci analytu, byly 7bodové a prochazely pocatkem. V ptipadé estronu, estradiolu,
estriolu a ethinylestradiolu byla kalibracni zavislost linearni (byla prolozena pfimkou),
u zbylych t¥i hormond, diethylstilbestrolu, progesteronu a norethindronu, byla kalibra¢ni
zavislost kvadraticka (byla prolozZena parabolou).
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Z nejnizsiho kalibraéniho bodu byly urCeny instrumentalni meze detekce a meze
kvantifikace. Pfi jejich vypoctu se vychazelo z uzan¢niho vyjadieni meze detekce jako
trojnasobku Sumu zakladni linie a meze kvantifikace jako desetinasobku Sumu zakladni linie
[169]. Hodnoty poméru signal-Sum byly ptevzaty z vyhodnocovaciho softwaru. Postup
vypoctu vyjadiuji nasledujici rovnice:

LOD........... 3-N _ Lop SN _5 1 (10)
Covrrvrrreerrreeens S S S/N
LOQ....o...... 10-N 10-

Q - Log=S10N 4.0 L (11)
Coororrrrernrrrr S S SIN

e

odpovidajici nejniz§imu kalibra¢nimu bodu a S/N je pomér signal-Sum.

Kalibra¢ni zavislost byla stanovovana pii kazdém meéfeni a stejné tak z ni vychazejici
parametry (LOD, LOQ a koeficient determinace R?). Pokud byla metoda pouZita vicekrat, je
uvedena primeérnd hodnota dané veli¢iny a smérodatna odchylka.

4.2.1 Fotokatalyticka degradace

Pii fotokatalytickych experimentech bylo pracovano s modelovymi vzorky vody
0 po&ateéni koncentraci hormonti 5 a 1 mg-1™". Tato skutetnost si vyzadala ptipravu dvou
riznych kalibra¢nich fad. VSechny vzorky byly analyzovany bez jakékoliv Upravy,
instrumentalni meze detekce a kvantifikace proto odpovidaji t¢ém realnym.

Vodné roztoky estriolu o po&ateéni koncentraci 5 mg-1™* byly pouZity pfi vybéru vhodného
fotokatalyzatoru a v dil¢ich experimentech vedoucich k uréeni kinetiky fotokatalytického
rozkladu hormonti. Rozsah piislusné kalibrace (50-5 000 ng-ml™) byl zvolen tak, aby bylo
mozné sledovat pokles koncentrace estriolu z po¢ate¢ni hodnoty az na 1 %. Kalibra¢ni kiivka
zahrnovala koncentraéni body 50, 600, 1 150, 2 250, 3 350, 4 450 a 5 000 ng-ml™. Parametry
metody jsou uvedeny v Tab. 25.

Tab. 25: Parametry metody pro stanoveni estriolu v modelovych vzorcich vody o pocdtecni
koncentraci 5 mg-1™

Instrumentalni Realna
Analyt R% (<) LOD LOQ LOD LOQ
(ngmlY) | (ng-mlh) | (pg1?) (ngTh)
E3 lin. 0,9940 3 11 3 11

Ve vétsiné experimentit vedoucich ke stanoveni kinetiky fotokatalytického rozkladu

hormonii bylo pracovano s vodnymi roztoky o pocateéni koncentraci 1 mg-1". Rozsah
piislusné kalibrace byl zvolen vySe uvedenym zplisobem a byl 15-1 200 ng-ml'l. Kalibra¢ni
kfivka zahrnovala koncentraéni body 15, 200, 400, 600, 800, 1000 a 1200 ng-ml'l.
Parametry metody jsou uvedeny v Tab. 26.
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Tab. 26: Parametry metody pro stanoveni hormonii v modelovych vzorcich vody o pocatecni
koncentraci 1 mg-1™

Instrumentalni Realna
Analyt R? () LOD LOQ LOD LOQ
(ng-ml™) (ng-ml™) (ngT?) (ng1?)
El lin. | 0,996 + 0,004 3+2 9+7 3+2 9+7
E2 lin. | 0,997 + 0,002 3,1+04 10+1 3,1+0,4 10+1
E3 lin. | 0,994 + 0,006 2+1 7+3 2+1 7+3
EE2 lin. | 0,992 + 0,005 19+0,2 6,3+0,5 19+0,2 6,3+0,5
DES | kvad. 0,9999 0,2 1 0,2 1
PROG | kvad. | 0,985 + 0,006 | 0,566 + 0,004 | 1,89 +0,01 | 0,566 + 0,004 | 1,89 +0,01
NOR | kvad. 0,9864 0,3 1 0,3 1

4.2.2 Analyza reilnych vzorku

Pii stanoveni Zenskych pohlavnich hormonti v redlnych vzorcich vod bylo nutné analyty
z matrice extrahovat, aby doslo k jejich zakoncentrovani. Vytéznost extrakéni metody, stejné
jako pocate¢ni mnozstvi vzorku vzaté k analyze, se promitlo do realnych hodnot mezi detekce
a kvantifikace. Kalibraéni kfivka v rozsahu 15-1 500 ng-ml™ zahrnovala koncentraéni body
15, 250, 500, 750, 1000, 1250 a 1500 ng-ml'l. Parametry metody vcetné vytéznosti jsou
uvedeny v Tab. 27.

Tab. 27: Parametry metody pro stanoveni hormonui v realnych vzorcich povrchové vody

Instrumentalni VVtEFnost Realna
Analyt R% (9) LOD LOQ b LOD | LOQ
(ngm® | gmiy) | g1 | (ng1Y)
El | lin. | 0995+0,005 | 2+1 744 92+3 7 25
E2 | lin. | 0994+0005 | 3+1 | 10+4 89 +1 11 35
E3 | lin. | 0991+0005 | 2+1 7+3 57 +2 12 40
EE2 | lin. | 0,993+0005 | 3+1 | 12+4 89 + 2 13 43
DES | kvad. | 0,9995 + 0,0004 | 0,4+0,3 | 1,2+ 0,8 | 24+05 52 172
PROG | kvad. | 0,998 +0,001 | 1+1 4+3 70+ 2 6 21
NOR | kvad. | 0,993+0,004 | 0,8+05| 3%2 97 + 2 3 10

4.3 Fotokatalyticka degradace

4.3.1 Kinetika fotokatalytickych reakci

Fotokatalytické experimenty realizované v ramci této prace byly vyhodnoceny na zakladé
rychlosti rozkladu sledovanych latek (nejprve modelového barviva, posléze Zenskych
pohlavnich hormont).

Kinetiku reakci probihajicich na povrchu fotokatalyzatoru Ize zpravidla popsat Langmuir-
Hinshelwoodovym modelem, podle n¢hoz je rychlost rozkladu organické latky (v) piimo
umérna stupni pokryti fotokatalyzatoru touto latkou (0) (modelu je vénovana pozornost
v teoretické casti prace). Je-li koncentrace organické latky (c) nizka, (v ¥adu mmol-dm™), Ize
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rychlost jejiho rozkladu, tj. ubytek koncentrace v case (t), popsat rovnici, jejiz tvar odpovida
kinetice pseudo-prvniho fadu [37, 71]:

_de_ k'c
dt (12)

Pokud se dana rovnice zaintegruje a vysledna zavislost graficky znazorni, ziska se piimka,
jejiz smérnice odpovida formalni rychlostni konstanté k'

Cl t
Zdc=[-kd
Cjocc! t

(13)
In—=—kt
C (14)
Co .. _
|n?_kt ......... y = ax (15)

V experimentech bylo pracovano s nizkymi koncentracemi zajmovych latek, coZz umoznilo
vyuziti vySe popsaného principu k uréeni formalnich rychlostnich konstant k' zkoumanych
fotokatalytickych reakci.

4.3.2 Vybér fotokatalyzatoru

Pro fotokatalytickou degradaci polutantii jsou jako zdroj zafeni vyuzivany zejména
konven¢ni UV lampy. Nejbéznéjsi jsou komeréné dostupné rtutové vybojky, které se vsak
poji s fadou nevyhod. Jedna se predev§im o energetickou naro¢nost, nutnost chlazeni (které
mimo jiné vede k dalSimu navySeni spotieby energie), kiehkost, relativné kratkou Zivotnost
a obsah rtuti. Mnoha témto nepiiznivym vlastnostem se lze vyhnout nahrazenim vybojek LED
diodami [170].

LED diody (z anglického light emitting diodes) jsou energeticky Uusporné, malé
a kompaktni, ale robustni, maji relativn¢ dlouhou Zivotnost a neobsahuji rtut. Mohou
emitovat zafeni o riznych vlnovych délkach zahrnujicich viditelné svétlo, ultrafialové
a infraCervené zafeni. Ve fotokatalyze jsou vyuzitelné prvni dvé jmenované skupiny, kterée
diky svym vlastnostem piedstavuji slibnou alternativu ke konvenénim zdrojim zafeni. Tento
trend je patrny i z nartstajiciho mnoZstvi ¢lankt v odborné literatufe [170]. Z posledni doby
Ize jmenovat napi. vyuZziti UVA-LED/TiO, procesu pro degradaci k. mraven¢i a fenolu [171].

Z vySe uvedenych dtvodu byly v této praci pouzity LED diody, konkrétn¢ UV-A LED
diody emitujici zafeni s emisni vinou délkou 365 nm. S ohledem na skuteénost, ze aktivace
(anatas) [76], lze konstatovat, ze piekryv =zafeni, které je schopno aktivovat TiOg,
a emitovaného zafeni neni vtomto piipadé velky. Ztohoto divodu bylo tfeba vénovat
pozornost vybéru vhodného fotokatalyzatoru.

Za timto ucelem byla realizovana fotokatalyticka degradace barviva DCIP na 5 rtznych
TiO, materidlech. Experimenty byly vyhodnoceny a porovnany mezi sebou na zakladé
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formalnich rychlostnich konstant jednotlivych rozkladnych reakci (Tab. 29), které byly

stanoveny z poklesu absorbance pracovniho roztoku (Tab. 28, Obr. 18 a Obr. 19).

Tab. 28: Kinetika fotokatalytického rozkladu DCIP na riiznych typech imobilizovaného TiO,

t (min) 90R PEG4 AcAc M6 30/2 | E5-10 20/2
AlAg In(Ao/A) AlAq In(Ao/A) AlAg IN(Ao/A)
0 1,000 0,00000 1,000 0,00000 1,0000 0,00000
10 1,061 -0,05951 0,9813 0,01886 0,9733 0,02710
20 1,056 -0,05451 0,9985 0,00150 0,9348 0,06738
30 1,048 -0,04659 0,9701 0,03035 0,8947 0,1112
40 1,048 -0,04731 0,9499 0,05137 0,8596 0,1512
50 1,051 -0,04947 0,9380 0,06404 0,8279 0,1889
60 1,045 -0,04442 0,9170 0,08660 0,8028 0,2196
. E5-10 20/4 E37-A6A
t (min)
AlAg In(Ao/A) AlAq In(Ao/A)
0 1,0000 0,00000 1,0000 0,00000
10 0,9523 0,04883 0,9482 0,05318
20 0,9193 0,08415 0,8903 0,1162
30 0,8878 0,1190 0,8261 0,1910
40 0,8663 0,1436 0,7744 0,2557
50 0,8294 0,1871 0,7485 0,2897
60 0,8209 0,1973 0,7152 0,3352
1,2 -

< 06 -
<
90R PEG4 AcAc
0,4 - —0—M630/21
—e—E5-1020/2
0,2 - E5-10 20/4
—@— E37-A6A
0,0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

t (min)

Obr. 18: Kinetika fotokatalytického rozkladu DCIP na riiznych typech imobilizovaného TiO5:
zavislost relativni absorbance na case
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Obr. 19: Kinetika fotokatalytického rozkladu DCIP na riiznych typech imobilizovaného TiO:
zavislost In(Ag/A) na t

Tab. 29: Formdlni rychlostni konstanty fotokatalytické degradace DCIP na riiznych typech
imobilizovaného TiO,

90R PEG4 AcAc | M6 30/2 1 | E5-10 20/2 | E5-10 20/4 | E37-A6A
k' (min™) -0,0004 0,0014 0,0038 0,0033 0,0058

Jak je patrné z Tab. 28 pouziti TiO, s pracovnim oznacenim ,,90R PEG4 AcAc* nevedlo
za danych podminek k viibec Zadnému Ubytku koncentrace sledovaného barviva. Materiél
»M6 30/2 1* zpisobil pokles absorbance pracovniho roztoku zhruba o 10 %, material ,,E5-10
20* bez ohledu na pocet vrstev o ptiblizné 20 % a nejlepSich vysledkt bylo dosazeno
s fotokatalyzatorem ,,E37-A6A“, kdy byl pokles absorbance téméi 30%. Tomu odpovidaji
i piislusné formalni rychlostni konstanty — nulova pro ,,90R PEG4 AcAc* a nejvyssi pro
,E37-AB6A", s hodnotou 0,0058 min™.

Na zaklad¢ téchto vysledkt byly vybrany 3 nejslibnéjsi materialy (E5-10 20/2, E5-10 20/4
a E37-A6A), které byly podrobeny dal§im experimentim, jejichz cilem bylo posoudit
schopnost danych fotokatalyzatort degradovat zajmove latky. Za timto u¢elem byl ze skupiny
zajmovych latek vybran pouze jeden hormon, a to estriol. Ziskané vysledky jsou graficky
znazornény na obrazcich Obr. 20 (zavislost relativni koncentrace na case) a Obr. 21 (line&rni
zavislost In(co/c) na case). Ciselné hodnoty jsou uvedeny v tabulkach Tab. 30 (pokles
koncentrace) a Tab. 31 (formalni rychlostni konstanty).

Bylo zjisténo, ze ,,E5-10 20* ve dvou vrstvach dokéze béhem 4 hod snizit pocatecni
koncentraci estriolu 5 mg:I™" pouze o 10 %. Naproti tomu ,,E5-10 20“ ve &tyfech vrstvach
snizil koncentraci estriolu 0 60 % a podobnych vysledki bylo dosazeno i s fotokatalyzatorem
»E37-ABA*. Pro studium kinetiky fotokatalytického rozkladu hormonti byl na zakladé téchto
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vysledkit vybran material ,,E37-A6A“, u néhoz byla zjisténa nejvyssi formalni rychlostni
konstanta rozkladu estriolu, a to 0,2386 hod™.

1,0
0,9

0,8

0,3 - E5-10 20/2
02 - —o—E5-10 20/4
—0—E37-A6A

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. 20: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu na riznych typech imobilizovaného
TiO,: zavislost relativni koncentrace na case

11 -
1,0 1 E5-1020/2 y = 0,2386x - 0,0339
0,9 - ® E5-10 20/4 R%=0,9808

® E37-A6A

y=0,221x - 0,0337
R?=0,9862

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. 21: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu na riznych typech imobilizovaného
TiO,: zavislost In(co/c) na t
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Tab. 30: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu na riiznych typech imobilizovaného TiO-

t (hod) E5-10 20/2 E5-10 20/4 E37-A6A

clco In(co/cC) clco In(co/c) clco In(co/cC)
0,0 1,000 0,00000 1,000 0,0000 1,000 0,00000
0,5 0,9259 0,07695 0,9022 0,1029 0,9078 0,09675
1,0 0,9497 0,05161 0,8565 0,1550 0,8092 0,2117
15 0,8639 0,1463 0,7625 0,2711 0,7097 0,3429
2,0 0,9053 0,09954 0,6806 0,3848 0,6896 0,3716
2,5 0,8662 0,1436 0,5818 0,5417 0,6034 0,5052
3,0 0,9037 0,1012 0,5538 0,5909 0,5268 0,6409
3,5 0,9123 0,0918 0,4878 0,7178 0,4256 0,8543
4,0 0,8888 0,1179 0,4023 0,9106 0,3805 0,9661

Tab. 31: Formalni rychlostni konstanty fotokatalytické degradace estriolu na riznych typech
imobilizovaného TiO;

E5-10 20/2 | E5-10 20/4 | E37-A6A
K' (hod™ | 0,0204 0,221 0,2386

4.3.3 Kinetika fotokatalytického rozkladu hormonu
Kinetika fotokatalytického rozkladu hormont byla sledovdna na koncentra¢ni hlading

mozné sledovat pokles a7 na hodnotu 1 % (10 pg-1™ = 10 ng-mlI™) piimou analyzou, tj. bez
nutnosti zakoncentrovani analyti. Tento poZadavek byl dan skute¢nosti, ze uprava vzorki
SPE extrakci by neamérné zvysila naro¢nost experimentu. V piipadé estriolu, u né&jz nebyl
zjistén zadny vliv fotolyzy nebo adsorpce, byla fotokatalyticka degradace taktéZz posuzovana
na koncentraéni hlading 5 mg-1™.

S ohledem na nizkou rozpustnost hormonu ve vodé [48], musely byt pracovni roztoky
pfipraveny pfidanim patficného mnozstvi pfislusného zasobniho roztoku do MQ vody. Je
tieba fici, Ze toto neni optimalni postup, jelikoZ je do systému vnasena dalsi latka, ktera muze
ovlivnit prib¢eh fotokatalytické reakce. U methanolu bylo napftiklad zjisténo, Ze mize pusobit
jako pohlcova¢ dér nebo hydroxylovych radikali [124]. Z tohoto davodu byly pracovni
roztoky pftipravovany z nejkoncentrovangjsiho zasobniho roztoku kazdého hormonu
(1 mg-ml™, ANC:MQ, 6:4, v:v) tak, aby piiddvané mnozstvi bylo co nejmensi (pro piipravu
50 ml o koncentraci 1 mg-1™ to bylo 50 pl, o koncentraci 5 mg-1™ 250 pl).

Pfi ovéfovani rozpustnosti hormonu (konkrétné progesteronu) ve vode se piimym
rozpusténim nepodafilo pipravit roztok ani o koncentraci 1 mg-1". Rovnéz bylo zjisténo, Ze
Udaje o rozpustnosti, které jsou dostupneé v literatufe, se znacné rozchazeji. Jako piiklad jsou
v Tab. 32 uvedeny rozpustnosti estronu, estradiolu a estriolu publikované v review ¢lanku
autora Hanselman, Graetz a Wilkie [172].

Tab. 32: Rozpustnost vybranych hormonii ve vode [172]

Analyt El E2 E3

Rozpustnost ve vodé (mg-1™) 0,8-12,4 3,9-13,3 3,2-13,3
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4,3.3.1 Estron

Modelové vzorky vody pouzivané ve fotokatalytickych experimentech umoznily stanoveni
estronu rychlou HPLC metodou v izokratickém uspofadani. V rdmci optimalizace doby
analyzy byly zméfeny retencni ¢asy estronu pro mobilni fazi s obsahem 40, 50, 60 a 70 %
acetonitrilu v MQ vod¢. Jako nejvhodnéjsi bylo zvoleno sloZzeni ACN:MQ = 60:40; reten¢ni
¢as byl 4,9 min. Jednotlivé EIC jsou zobrazeny na Obr. 22.

Intens.
x107
3.0

® ACN:MQ =70:30
ACN:MQ = 60:40
254

©® ACN:MQ = 50:50

® ACN:MQ = 40:60
2.0

16.0 min

0.54

00 ; A, A

7 T T
0 5 10 15 20 25 Time [min]

[7 SEKVENCEO00034.D: EIC 269.1 -All MS —— SEKVENCED00036.D: EIC 269.1 -All MS SEKVENCED00038.D: EIC 269.1 -All MS —— SEKVENCED00040.D: EIC 269.1 -All MS

Obr. 22: Retencni casy EI (I 500 ng-mlI™) pFi izokratické eluci o rizném slozeni MF

Absorpéni spektrum estronu v UV oblasti je uvedeno na Obr. 23. Ve vyiezu je zachycen
detail spektra pro vinové délky 250-400 nm, z n¢hoz je patrné, Ze zafeni emitované LED
diodami v reaktoru by se formou piimé fotolyzy na degradaci estronu podilet nem¢lo.

T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 Wavelength [nm]

Intens. UV, 11.5min #1728,
[mAU]
150 1

1254

1004

754

50

Detail 250—400 nm

254

Obr. 23: UV spektrum (190-400 nm) E1 (10* ng-ml™*, podminky viz kapitola 3.4.3)
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Fotokatalytick4 degradace estronu o pocateni koncentraci 1 mg-1" byla monitorovana po
dobu 4 hod. Ziskana data byla shrnuta do Tab. 33 a graficky znazornéna na Obr. 24. Béhem
fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace estronu o 74 %. Podobného Ubytku
bylo v8ak dosazeno i piimou fotolyzou (shiZzeni o 69 %) a adsorpci (snizeni o 61 %). Na
zakladé téchto vysledku lze usoudit na to, Ze procesem, ktery mél dominantni vliv na pokles
koncentrace, byla ve vSech tfech pfipadech adsorpce. Tomu odpovida i skute¢nost, Ze béhem
10 min ustalovani podminek pied zapocetim experimentt poklesla koncentrace estronu
pokazde piiblizné o 40 %. Z vyse uvedenych divodi nebylo mozné uréit formalni rychlostni

konstantu fotokatalytického rozkladu estronu (data viz Tab. 33).

Tab. 33: Kinetika fotokatalytického rozkladu estronu (1 mg-1™)

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce

clco In(co/c) clco In(co/c) clco In(co/c)
0,0 1,000 0,0000 1,000 0,0000 1,000 0,0000
0,5 0,5314 0,6322 0,5253 0,6437 0,5954 0,5185
1,0 0,4035 0,9076 0,4433 0,8134 0,5023 0,6885
15 0,3542 1,038 0,3804 0,9665 0,4575 0,7820
2,0 0,3149 1,155 0,3505 1,048 0,4416 0,8173
2,5 0,2907 1,236 0,3232 1,129 0,4283 0,8480
3,0 0,2789 1,277 0,3087 1,175 0,4097 0,8924
3,5 0,2662 1,323 0,2994 1,206 0,3877 0,9476
4,0 0,2593 1,350 0,3129 1,162 0,3934 0,9330

1,0

0,9
0,8

0,7

t (hod)

0,3 E37-A6A
0,2 - —@— Fotolyza
—@— Adsorpce
0,1 -
0,0 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. 24: Kinetika fotokatalytického rozkladu estronu (1 mg-I™): zavislost relativni

koncentrace na case
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4.3.3.2 Estradiol

Modelové vzorky vody pouzivané ve fotokatalytickych experimentech umoznily stanoveni
estradiolu rychlou HPLC metodou v izokratickém uspofadani. V ramci optimalizace doby
analyzy byly zméfeny retencni ¢asy estradiolu pro mobilni fazi s obsahem 40, 50, 60 a 70 %
acetonitrilu v MQ vod¢. Jako nejvhodnéjsi bylo zvoleno sloZzeni ACN:MQ = 60:40; reten¢ni
¢as byl 4,2 min. Jednotlivé EIC jsou zobrazeny na Obr. 25.
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Obr. 25: Retencni casy E2 (1 500 ng-mlI™) p#i izokratické eluci o rizném slozeni MF

Absorpéni spektrum estradiolu v UV oblasti je uvedeno na Obr. 26. Ve vyfezu je zachycen
detail spektra pro vinové délky 250-400 nm, z n¢hoz je patrné, ze zafeni emitované LED
diodami v reaktoru by se formou piimé fotolyzy na degradaci estradiolu podilet nemélo.
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Obr. 26: UV spektrum (190-400 nm) E2 (10* ng-ml™*, podminky viz kapitola 3.4.3)

62




Fotokatalytick4 degradace estradiolu o pocatedni koncentraci 1 mg:I™* byla monitorovéana
po dobu 4 hod. Ziskana data byla shrnuta do Tab. 34 a graficky znazornéna na Obr. 27.
Béhem fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace estradiolu o0 90 %. Vyrazny
koncentra¢ni ubytek byl také pozorovan pii ovéfovani vlivu fotolyzy (snizeni o 62 %)
a adsorpce (sniZzeni o 71 %). Na zéklad¢ téchto vysledku lze konstatovat, Ze u estradiolu je
patrny piinos TiO, fotokatalyzy pro sniZzeni mnoZstvi sledované latky, avSak s velkym
podilem adsorpce. Dlouhd doba ustavovani adsorp¢ni rovnovahy nedovolila urcit formalni
rychlostni konstantu ptislusného fotokatalytického rozkladu (data viz Tab. 34). Béhem 10min
ustalovani podminek pfed zapocetim experimentu poklesla koncentrace estradiolu pokazdé
pfiblizné o 30 %.

Tab. 34: Kinetika fotokatalytického rozkladu estradiolu (1 mg-1™)

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce

clco In(co/c) clco In(co/c) clco In(co/c)
0,0 1,000 0,0000 1,000 0,0000 1,000 0,0000
0,5 0,5679 0,5657 0,7498 0,2879 0,7222 0,3254
1,0 0,3750 0,9807 0,6217 0,4753 0,5206 0,6527
15 0,2638 1,333 0,5501 0,5977 0,4517 0,7947
2,0 0,1930 1,645 0,4784 0,7372 0,4110 0,8892
2,5 0,1592 1,837 0,4595 0,7775 0,3647 1,0087
3,0 0,1359 1,996 0,4263 0,8525 0,3304 1,107
3,5 0,1072 2,233 0,3935 0,9328 0,3041 1,190
4,0 0,1012 2,290 0,3807 0,9658 0,2906 1,236

1,0

0,9

0,3
E37-A6A
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
t (hod)

Obr. 27: Kinetika fotokatalytického rozkladu estradiolu (1 mg:™): zavislost relativni
koncentrace na case
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4.3.3.3 Estriol

Modelové vzorky vody pouzivané ve fotokatalytickych experimentech umoznily stanoveni
estriolu rychlou HPLC metodou v izokratickém uspofadani. SloZzeni mobilni faze bylo
ACN:MQ = 40:60; reten¢ni ¢as estriolu 3,8 min.

Absorpéni spektrum estriolu v UV oblasti je uvedeno na Obr. 28. Ve vyiezu je zachycen
detail spektra pro vinové délky 250-400 nm, ze kterého je patrné, ze zafeni emitované LED
diodami v reaktoru by se formou piimé fotolyzy na degradaci estriolu podilet nemélo.

T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 Wavelength [nm]

Intens. UV, 3.9min #592,
[mAUY]

1501

1004

Detail 250—400 nm

504

04

Obr. 28: UV spektrum (190-400 nm) E3 (10* ng-ml™*, podminky viz kapitola 3.4.3)

Fotokatalytick4 degradace estriolu o pocate¢ni koncentraci 1 mg:I™ byla monitorovana po
dobu 4 hod. Ziskana data byla shrnuta do Tab. 35 a graficky znazornéna na Obr. 29. Béhem
fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace estriolu o 89 %. Na tomto Ubytku se
viibec zadnou mérou nepodilela ani fotolyza, ani adsorpce, jak je patrné z Obr. 29 (ke snizeni
koncentrace nedoslo ani béhem 10 min ustalovani podminek pied zahajenim experiment).

Zde je tieba fici, ze timto se estriol jednoznaéné odliSoval od ostatnich sledovanych
hormonu, znichZ vSechny vykazovaly vyrazny az dominantni vliv adsorpce na pokles
koncentrace. Pravdépodobnym vysvétlenim je vyss§i rozpustnost estriolu ve vodé ve srovnani
s ostatnimi zajmovymi latkami.

Nulovy podil fotolyzy a adsorpce umoznil stanoveni formalni rychlostni konstanty
fotokatalytického rozkladu estriolu. Grafické uréeni konstanty je znazornéno na Obr. 30.
Konstanta odpovida smérnici dané pfimky a jeji hodnota je 0,5527 hod™.

S ohledem na vySe zminéné vlastnosti estriolu byl proveden dalSi experiment K uréeni
kinetiky fotokatalytického rozkladu, tentokrat na koncentraéni hlading 5 mg-I™. Proces byl
monitorovan opét pod dobu 4 hod a prislusna data jsou shrnuta v Tab. 36 a graficky
znazornéna na Obr. 31. Béhem fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace estriolu
0 54 %. Podil fotolyzy i adsorpce byl opét nulovy, véetné nulového Ubytku koncentrace
béhem 10min ustalovani podminek. Grafick¢ urceni formalni rychlostni konstanty je
zachyceno na Obr. 32. Jeji hodnota byla 0,1929 hod™.

64



Porovnanim hodnot procentualnich ubytki a formalnich rychlostnich konstant bylo
zjisténo, ze se zvysSujici se koncentraci degradované latky probihd rozklad pomaleji. Pti
Snasobném zvétseni pocatecni koncentrace poklesla hodnota formalni rychlostni konstanty
témer na tretinu.

Tab. 35: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 1 mg:I™

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce
clco In(co/c) clco In(cy/c) clco In(cy/c)
0,0 1,000 0,0000 1,000 0,00000 1,000 0,00000
0,5 0,8576 0,1536 0,9824 0,01780 1,041 -0,04000
1,0 0,6425 0,4423 0,999 0,001073 1,081 -0,07764
1,5 0,5036 0,6859 1,011 -0,01143 1,066 -0,06401
2,0 0,3844 0,9561 0,9845 0,01564 1,065 -0,06313
2,5 0,2721 1,302 0,9849 0,01524 1,090 -0,08587
3,0 0,2172 1,527 1,035 -0,03452 1,147 -0,1372
3,5 0,1552 1,863 1,031 -0,03095 1,118 -0,1116
4,0 0,1145 2,167 1,003 -0,002590 1,157 -0,1461
1,3 -
1,2 -
' M
1,0
0,9 -
0,8 -
507 -
T 06 -
0,5 -
04 1 E37-A6A
0,3 -
—o— Fotolyza
0,2 -
01 - —@— Adsorpce
0,0 ; ; ; ; ; ; ; .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
t (hod)

Obr. 29: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 1 mgI™: zavislost
relativni koncentrace na case
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Obr. 30: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 1 mg-1™: zavislost In(co/c)

nat

Tab. 36: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 5 mg:I™

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce

clco In(co/c) clco In(co/c) clco In(co/c)
0,0 1,000 0,0000 1,000 0,000000 1,000 0,00000
0,5 0,8855 0,1216 0,9908 0,009277 0,9821 0,01805
1,0 0,8194 0,1992 1,007 -0,007024 0,9829 0,01728
15 0,7229 0,3245 0,996 0,003706 0,9924 0,007614
2,0 0,6665 0,4057 0,996 0,004424 0,9708 0,02964
2,5 0,6082 0,4973 1,020 -0,01934 0,9870 0,01306
3,0 0,5457 0,6057 0,9908 0,009213 0,9899 0,01014
3,5 0,5035 0,6862 1,012 -0,01155 0,9902 0,009890
4,0 0,4600 0,7765 1,004 -0,003908 1,003 -0,002929
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Obr. 31: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 5mg™: zavislost
relativni koncentrace na case
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Obr. 32: Kinetika fotokatalytického rozkladu estriolu o koncentraci 5 mg-1™: zavislost In(co/c)

nat

67



4.3.3.4 Ethinylestradiol

Modelové vzorky vody pouzivané ve fotokatalytickych experimentech umoznily stanoveni
ethinylestradiolu rychlou HPLC metodou v izokratickém uspotadani. V rdmci optimalizace
doby analyzy byly zméfeny retenéni ¢asy EE2 pro mobilni fazi s obsahem 40, 50, 60 a 70 %
acetonitrilu v MQ vodg¢. Jako nejvhodnéjsi bylo zvoleno slozeni ACN:MQ = 60:40; retencni
¢as byl 4,5 min. Jednotlivé EIC jsou zobrazeny na Obr. 33.
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Obr. 33: Retencni casy EE2 (1 500 ng-ml™) pri izokratické eluci o rizném slozeni MF

Absorpéni spektrum ethinylestradiolu v UV oblasti je uvedeno na Obr. 34. Ve vyfezu je
zachycen detail spektra pro vinové délky 250-400 nm, z néhoz je patrné, Ze zafeni emitované
LED diodami v reaktoru by se formou piimé fotolyzy na degradaci EE2 podilet nemélo.
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Obr. 34: UV spektrum (190-400 nm) EE2 (10* ng-mI™, podminky viz kapitola 3.4.3)
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Fotokatalytickd degradace ethinylestradiolu o pocate¢ni koncentraci 1 mg-1* byla
monitorovana po dobu 4 hod. Ziskana data byla shrnuta do Tab. 37 a graficky znazornéna na
Obr. 35. Béhem fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace ethinylestradiolu
0 89 %. Vyrazny koncentracni ubytek byl taktéZ pozorovan pii ovéfovani vlivu fotolyzy
(sniZeni 0 65 %) a adsorpce (sniZzeni o0 75 %). Na zakladé téchto vysledku lze konstatovat, Ze
u ethinylestradiolu je patrny piinos TiO, fotokatalyzy pro sniZzeni mnoZstvi sledované latky,
avSak s velkym podilem adsorpce. Dlouha doba ustavovani adsorpéni rovnovahy nedovolila
urcit formalni rychlostni konstantu pfislusného fotokatalytického rozkladu (data viz Tab. 37).
Béhem 10min ustalovani podminek pfed zapocetim experimentu poklesla koncentrace
ethinylestradiolu pokazdé piiblizné o 40 %.

Tab. 37: Kinetika fotokatalytického rozkladu ethinylestradiolu (1 mg-1™)

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce
clco In(co/c) clco In(co/c) clco In(co/c)
0,0 1,000 0,0000 1,000 0,0000 1,000 0,0000
0,5 0,4010 0,9138 0,5930 0,5226 0,5680 0,5656
1,0 0,3201 1,139 0,4658 0,7640 0,4356 0,8310
1,5 0,2388 1,432 0,4932 0,7068 0,3394 1,080
2,0 0,1983 1,618 0,3353 1,093 0,3025 1,196
2,5 0,1611 1,826 0,3651 1,007 0,2633 1,335
3,0 0,1122 2,188 0,2689 1,313 0,2907 1,236
3,5 0,1291 2,047 0,3283 1,114 0,2482 1,393
4,0 0,1127 2,183 0,3487 1,054 0,2485 1,392
1,0
E37-A6A
0,9 -
Fotolyza
0,8 -
—@— Adsorpce
0,7 -
0,6 -
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0,2 -
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0,0 T T T T T T T 1
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Obr. 35: Kinetika fotokatalytického rozkladu ethinylestradiolu (1 mg:I™"): zavislost relativni
koncentrace na case
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4.3.3.5 Diethylstilbestrol

Modelové vzorky vody pouzivané ve fotokatalytickych experimentech umoznily stanoveni
diethylstilbestrolu rychlou HPLC metodou v izokratickém uspofadani. V ramci optimalizace
doby analyzy byly zméfeny reten¢ni ¢asy DES pro mobilni fazi s obsahem 40, 50, 60 a 70 %
acetonitrilu v MQ vod¢. Jako nejvhodnéjsi bylo zvoleno sloZzeni ACN:MQ = 60:40; reten¢ni
¢as byl 5,0 min. Jednotlivé EIC jsou zobrazeny na Obr. 36.
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Obr. 36: Retencni casy DES (1 500 ng-ml™) pii izokratické eluci o rizném slozeni MF

Absorpéni spektrum diethylstilbestrolu v UV oblasti je uvedeno na Obr. 37. Ve vyiezu je
zachycen detail spektra pro vinové délky 250-400 nm, z néhoz je patrné, Ze zafeni emitované
LED diodami v reaktoru by se formou piimé fotolyzy na degradaci DES podilet nem¢lo.
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Obr. 37: UV spektrum (190-400 nm) DES (10* ng-ml™, podminky viz kapitola 3.4.3)
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Fotokatalytickd degradace diethylstilbestrolu o pocatecni koncentraci 1mg-1* byla
monitorovana po dobu 4 hod. Ziskana data byla shrnuta do Tab. 38 a graficky znazornéna na
Obr. 38. Béhem fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace diethylstilbestrolu
0 95 %. TotoZného ubytku bylo v3ak dosaZeno i pfimou fotolyzou (snizeni o 95 %) a adsorpci
(sniZzeni 0 93 %). Pokles koncentrace byl ve vSech tfech pfipadech znaéné rychly — po pil
hodin¢ zustalo v roztoku pokazdé priblizn¢ 20 % z pocatecni hodnoty. Rovnéz koncentracni
ubytek béhem 10 min ustalovani podminek ptfed zapocetim experimentti byl velmi znatelny,
pokazdé ¢inil ptiblizné 70 %. Na zéaklade téchto vysledki lze usoudit, Ze procesem, ktery mél
dominantni vliv na sniZeni koncentrace, byla adsorpce. VySe uvedené divody znemoznily
ur¢eni formalni rychlostni konstanty fotokatalytického rozkladu diethylstilbestrolu (data viz
Tab. 38).

Tab. 38: Kinetika fotokatalytického rozkladu diethylstilbestrolu (1 mg-1™)

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce
clco In(co/c) clco In(co/c) clco In(co/c)
0,0 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000
0,5 0,1484 1,908 0,2303 1,468 0,2230 1,500
1,0 0,0980 2,323 0,1294 2,045 0,1389 1,974
1,5 0,08354 2,482 0,1076 2,229 0,1135 2,176
2,0 0,06804 2,688 0,08545 2,460 0,0905 2,403
2,5 0,06511 2,732 0,07648 2,571 0,0855 2,459
3,0 0,05237 2,950 0,06397 2,749 0,0816 2,506
3,5 0,05165 2,963 0,06015 2,811 0,0717 2,636
4,0 0,05347 2,929 0,05261 2,945 0,0688 2,677
1,0
E37-A6A
0,9
—o0— Fotolyza
0,8
—@— Adsorpce
0,7
0,6
<os
0,4
0,3
0,2
0,1 o :
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Obr. 38: Kinetika fotokatalytického rozkladu diethylstilbestrolu (1 mg:I™): zavislost relativni
koncentrace na case

71



4.3.3.6 Progesteron

Modelové vzorky vody pouzivané ve fotokatalytickych experimentech umoznily stanoveni
PROG rychlou HPLC metodou v izokratickém uspoiadani. V rdmci optimalizace doby
analyzy byly zméfeny reten¢ni ¢asy PROG pro mobilni fazi s obsahem 40, 50, 60, 70, 80
a 90 % acetonitrilu v MQ vode¢. Jako nejvhodnéjsi bylo zvoleno slozeni ACN:MQ = 80:20;
reten¢ni ¢as byl 4,8 min. Jednotlivé EIC jsou zobrazeny na Obr. 39.
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Obr. 39: Retencni casy PROG (1 500 ng-ml™) pri izokratické eluci o riizném slozeni MF

Absorpéni spektrum progesteronu v UV oblasti je uvedeno na Obr. 40. Ve vyfezu je
zachycen detail spektra pro vinové délky 200-400 nm, z n€hoz je patrné, Ze zafeni emitované
LED diodami v reaktoru by se formou piimé fotolyzy na degradaci PROG podilet nemélo.
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Obr. 40: UV spektrum (190-400 nm) PROG (10* ng-mI™, podminky viz kapitola 3.4.3)
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Fotokatalyticka degradace progesteronu o pocateéni
monitorovana po dobu 4 hod. Ziskana data byla shrnuta do Tab. 39 a graficky znazornéna na
Obr. 41. Béhem fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace progesteronu o 94 %.
Totozného Ubytku bylo viak dosaZzeno i piimou fotolyzou (snizeni o 97 %) a adsorpci (snizeni
0 91 %). Pokles koncentrace byl ve vSech tfech ptfipadech zna¢né rychly —po ptl hodiné
zustalo v roztoku pokazdé piiblizné¢ 15 % z pocatecni hodnoty. Rovnéz koncentracni tbytek
béhem 10 min ustalovani podminek ptfed zapocetim experimentl byl velmi znatelny, pokazdé
Cinil ptiblizné 60-80 %. Na zaklad¢ téchto vysledkl 1ze usoudit na to, ze procesem, ktery mel
dominantni vliv na sniZeni koncentrace, byla adsorpce. Vyse uvedené diuvody znemoznily
urCeni formalni rychlostni konstanty fotokatalytického rozkladu progesteronu (data viz Tab.

39).

Tab. 39: Kinetika fotokatalytického rozkladu progesteronu (1 mg-I™)

koncentraci

1 mg-I* byla

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce
clco In(co/c) clco In(co/c) clco In(co/c)

0,0 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000
0,5 0,1518 1,885 0,1242 2,086 0,1778 1,727
1,0 0,1121 2,188 0,0930 2,375 0,1328 2,019
1,5 0,07975 2,529 0,0563 2,877 0,0998 2,305
2,0 0,08571 2,457 0,0483 3,030 0,1026 2,277
2,5 0,08329 2,485 0,0434 3,137 0,08737 2,438
3,0 0,06676 2,707 0,0404 3,210 0,08612 2,452
3,5 0,06123 2,793 0,0326 3,424 0,07749 2,558
4,0 0,06402 2,749 0,0307 3,484 0,09133 2,393
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Obr. 41: Kinetika fotokatalytického rozkladu progesteronu (1 mg:1™): zavislost relativni

koncentrace na case
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4.3.3.7 Norethindron

Modelové vzorky vody pouzivané ve fotokatalytickych experimentech umoznily stanoveni
NOR rychlou HPLC metodou v izokratickém uspotadani. V rdmci optimalizace doby analyzy
byly zméfeny reten¢ni ¢asy NOR pro mobilni fazi s obsahem 40, 50, 60, 70, 80 a 90 %
acetonitrilu v MQ vodé¢. Jako nejvhodnéjsi bylo zvoleno slozeni ACN:MQ = 60:40; retencni
¢as byl 4,7 min. Jednotlivé EIC jsou zobrazeny na Obr. 42.
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Obr. 42: Retencni casy NOR (1 500 ng-ml™) pri izokratické eluci o riizném slozeni MF

Absorpéni spektrum norethindronu v UV oblasti je uvedeno na Obr. 43. Ve vyfezu je
zachycen detail spektra pro vinové délky 200-400 nm, z n€hoz je patrné, Ze zafeni emitované
LED diodami v reaktoru by se formou piimé fotolyzy na degradaci NOR podilet nemélo.
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Obr. 43: UV spektrum (190-400 nm) NOR (10* ng:ml™, podminky viz kapitola 3.4.3)
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Fotokatalytickd degradace norethindronu o pocate¢ni koncentraci 1mg-I* byla
monitorovana po dobu 4 hod. Ziskana data byla shrnuta do Tab. 40 a graficky znazornéna na
Obr. 44. Béhem fotokatalytické oxidace byl zjistén pokles koncentrace norethindronu o 61 %.
TotoZného tbytku bylo v8ak dosazeno i pfimou fotolyzou (sniZzeni o 60 %) a adsorpci (snizeni
0 63 %). Na zaklad¢ téchto vysledki 1ze usoudit, Ze procesem, ktery mél dominantni vliv na
pokles koncentrace, byla ve vSech tifech pfipadech adsorpce. Tomu odpovida i skutecnost, ze
béhem 10 min ustalovani podminek pied zapocCetim experimentu poklesla koncentrace
norethindronu pokazdé piiblizn¢ o 10-30 %. Z vySe uvedenych divodd nebylo mozné urcit
formalni rychlostni konstantu fotokatalytického rozkladu norethindronu (data viz Tab. 40).

Tab. 40: Kinetika fotokatalytického rozkladu norethindronu (1 mg-I™)

t (hod) E37-A6A Fotolyza Adsorpce

clco In(co/c) clco In(co/c) clco In(co/c)
0,0 1,000 0,0000 1,000 0,0000 1,000 0,0000
0,5 0,6878 0,3743 0,7294 0,3155 0,7359 0,3067
1,0 0,6037 0,5046 0,5779 0,5484 0,5436 0,6096
15 0,5592 0,5813 0,7537 0,2828 0,5893 0,5288
2,0 0,4881 0,7173 0,5363 0,6230 0,4392 0,8227
2,5 0,6028 0,5062 0,5204 0,6531 0,3924 0,9355
3,0 0,4132 0,8839 0,6264 0,4678 0,3886 0,9452
3,5 0,4214 0,8642 0,4136 0,8828 0,3818 0,9628
4,0 0,3862 0,9514 0,4011 0,9135 0,3712 0,9909

*Data byla naméifena metodou pro simultdnni stanoveni Zenskych pohlavnich hormont
(kapitola 3.4.3).
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Obr. 44: Kinetika fotokatalytického rozkladu norethindronu (1 mg:1™): zavislost relativni
koncentrace na case
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4.3.3.8 Shrnuti

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 koncentra¢ni ubytek — u DES poklesla
koncentrace za pul hodiny libovolného experimentu pokazdé na 20 % z pocatecni 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 wurcit 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
skute¢nost umoznila uréeni 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 probiha rozklad
pomaleji (pfi Sndsobném zvétSeni pocatecni koncentrace poklesla hodnota formalni rychlostni
konstanty téme¢f na tietinu).

Porovnani ziskanych vysledka s literaturou je obtizné, nebot’ G¢innost fotokatalytické
oxidace zavisi na fad¢ faktort (tyto jsou sumarizovany v teoretické Casti prace). V ptipadé
imobilizované formy TiO,, ktera je pouzita pro upravu modelové vody uméle kontaminované
pouze jednim analytem, je tfeba dale vzit do uvahy zejména postup pfipravy fotokatalyzatoru,
design reaktoru, zdroj zéfeni (intenzita a spektralni rozsah zéafeni) a pocate¢ni mnozstvi
degradované latky (koncentrace pracovniho roztoku a jeho objem) ve vztahu k ploSe
fotokatalyzatoru. V nésledujicich dvou odstavcich jsou popsany vysledky ziskane jinymi
autory za podminek specifikovanych v piedchozi véte.

Kolektiv autort Oliviera et al. [173] publikoval fotokatalyticky rozklad ethinylestradiolu
pod V laboratofi vyrobenym solarnim simulatorem, ktery byl sestaven s vyuZitim Metalarc
Sylvania HIS-YHX 400 W a ktery poskytoval polychromatické zafeni o intenzité
130 + 10 mW-cm™. Pracovni roztok o objemu 10 ml a pocatetni koncentraci 10 mg-1" byl
ptipraven v 0,1mol-1" vodném roztoku siranu sodného a v ramci experimentu byl v kontaktu
s plochou TiO, 1cm? Po 4hod probihajici rozkladné reakce bylo odstranéno 35 %
Z ptivodniho mnozstvi ethinylestradiolu.

Kolektiv autori Coleman et al. [174] studoval fotokatalyticky rozklad tii estrogeni,
B-estradiolu, estriolu a ethinylestradiolu v reaktoru, ktery byl vyroben z 1 m kiemennych
trubek o vnitinim praméru 2 mm pokrytych z vnitini strany vrstvou TiO;. Jako zdroj zafeni
byla pouzita stfednétlakd rtutova vybojka Hanovia 125 W s intenzitou zafeni 265 mW.
Pracovni roztok jednotlivych hormont o koncentraci 3 umol-l'1 byl ptipraven v MQ vodé.
Autoii na zakladé vysledkli popsali fotokatalyticky rozklad studovanych latek kinetikou
pseudo-prvniho fadu s nasledujicimi rychlostnimi konstantami k = 0,174 min™ pro p-estradiol,
k = 0,156 min™ pro estriol a k = 0,231 min™ pro ethinylestradiol. Na degradaci se vzhledem
k pouzitému zdroji zateni, ktery mél Siroky spektralni rozsah (UV-A, UV-B a UV-C),
podilela i1 fotolyza. Tato skutecnost spolu s vysokou intenzitou zéafeni muze byt pfi¢inou
zjisténych vysokych hodnot rychlostnich konstant.
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Dalsim parametrem, ktery mize vyrazné ovlivnit u¢innost fotokatalytické degradace, je
forma fotokatalyzatoru (praSkova nebo imobilizovana). Je-li pouZita praSkova forma, da se
predpokladat vyssi Gcinnost, a to sohledem na velky specificky povrch fotokatalyzatoru
[111], je vSak tfeba pocitat s nutnosti nasledného odstranéni fotokatalyzatoru z vody, coZ
predstavuje hlavni nevyhodu této formy [110].

Kolektiv autori Malkhasian et al. [175] studoval fotokatalyticky rozklad ethinylestradiolu
pod UV-LED diodami se stejnou emisni vinovou délkou, jaka byla pouZita v této praci
(365 nm). Jako fotokatalyzator zvolili komeréné dostupny praskovy TiO, (Degussa P25)
vdavce 25g-1". Potvrdili kinetiku pseudo-prvniho Fadu, zji§téna hodnota rychlostni
konstanty byla 0,006 min™.

4.3.4 Identifikace degradacnich meziproduktii

Pro potteby identifikace degradacnich meziproduktii bylo nutné zvolit vhodnou
analytickou metodu, tj. metodu, ktera by umoznila soufasnou analyzu rozkladnych
meziproduktu s VySSi i niZsi polaritou oproti vychozi slou¢eniné [150]. Pro vétSinu zajmovych
latek splnila danou podminku metoda uvedena v kapitole 3.4.3. Pouze v piipadé estriolu
a progesteronu musel byt posunut jejich retencni Cas upravenim slozeni mobilni faze pfi
gradientove eluci. Jednotlivé EIC jsou zobrazeny na Obr. 45 (E3) a na Obr. 46 (PROG).

Thtens.
x107

3.8 min

11.9 min

154

©® ACN: 40—90 % b&hem 20 min
ACN: 35—85 % b&hem 20 min

£ ® ACN: 30—80 % b&hem 20 min

1.0 ® ACN: 25—75 % b&hem 20 min

® ACN: 20—70 % b&hem 20 min

0.54

A\

T T T ¥ T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

—— SEKVENCED00024.D: EIC 287.1 -All MS SEKVENCED00026.D: EIC 287.1 -All MS —— SEKVENCED00028.D: EIC 287.1 -All MS —— SEKVENCE000030.D: EIC 287.1 -All MS
—— SEKVENCED00032.D: EIC 287.1 -All MS

Obr. 45: Retencni casy estriolu (1 500 ng-ml™) pii riznych podminkdch gradientové eluce
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Obr. 46: Retencni casy progesteronu (1500 ng-ml™) pfi riznych podminkdich gradientové
eluce

Za tucelem identifikace degrada¢nich meziprodukti byly nejprve analyzovany vzorky
odebrané¢ béhem fotokatalytické oxidace jednotlivych hormonli o pocatecni koncentraci
1mg-1". Analyza viak nepfinesla Zadné vysledky, a to sohledem na relativng nizkou
pocate¢ni koncentraci (jejimuz zvySeni vSak branila Spatna rozpustnost zajmovych latek ve
vod¢), sohledem na relativné maly ptekryv zafeni schopneho aktivovat TiO, a zafeni
emitovaného LED diodami v reaktoru a s ohledem na vyrazny vliv adsorpce. Experiment tak
musel byt modifikovan. Za podminek, které jsou popsény v kapitole 3.3.3.3, se podafilo
zaznamenat degradacni meziprodukty fotokatalytického rozkladu estriolu o pocatecni
koncentraci 25 mg-I™.

Bylo zaznamenano 9 degrada¢nich meziprodukti estriolu. Byly oznaceny pismeny A-l na
zakladé potadi sve eluce. Jejich ptehled je uveden na nasledujicich stranach v tabulkéch
Tab. 41-Tab. 46 a na obrazcich Obr. 47-Obr. 58.

Prvnich sedm degrada¢nich meziprodukti mélo krat§i retenéni ¢as neZz estriol
(tr = 9,5 min), coz naznaCuje polarnéjsi charakter, zbylé dva mély kratsi reten¢ni Cas, coz
naznacuje méné polarni charakter. V ptipadé meziprodukti C, D a E o m/z 303 [M-H+16] se
pravdépodobné jedna o strukturni izomery, které mohly vzniknout navazanim hydroxylové
skupiny na steroidni kostru. O strukturni izomery se pravdépodobné jedna i v piipadé
meziprodukti H a I o m/z 285 [M-H-H;]’, které se liSi polohou dvojné vazby.

Vétsina z navrZzenych meziprodukti odpovida typové tém, které byly publikovany
Vv literatufe pro fotokatalyticky rozklad EE2, ptipadné E2, pfiCemz se autofi opirali jak
0 experimentalni data [124, 122], tak i ¢isté o teoretické poznatky [176]. Autofi Sun et al.
[124] navrhli moZné schéma fotokatalytického rozkladu EE2, které je v souladu
s meziprodukty zjisténym v této préci. Jeho upravena verze je uvedena na Obr. 59.
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Tab.

41: Degradacni meziprodukt A

CH; 1 tr (min): 3,1
o .oy | MS (m/z):323,1
X : MS? (m/z): 279,1

Ve vSech vzorcich s vyjimkou 0. hod.

o) -

Intens.
x106

054

<—— Degrada¢ni meziprodukt A

o i APV IS WM TR AT RV " k! il
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

—— SEKVENCEO00001.D: EIC 323.1 -All MS —— VZOREK000001.D: EIC 323.1 -All MS

Obr. 47: EIC (m/z 323,1) vzorku odebraného v 0. (¢ervend) a ve 30. hod (modra)
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Obr.

48: MS a MS? spektrum degradacniho meziproduktu A
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Tab. 42: Degradacni meziprodukt B

CH,4 oH tr (min): 3,4
MS (m/z): 335,2
MS? (m/z): 307,1

Ve vSech vzorcich véetné 0. hod.

Obdobny produkt identifikovan u EE2 [124].
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<—— Degrada¢ni meziprodukt B
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—— SEKVENCEO00001.D: EIC 335.2 -All MS —— VZOREK000001.D: EIC 335.2 -All MS

Obr. 49: EIC (m/z 335,2) vzorku odebraného v 0. (¢ervend) a ve 30. hod (modra)
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Obr. 50: MS a MS? spektrum degradacniho meziproduktu B
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Tab. 43: Degradacni meziprodukty C, D a E

a) b) c)
cH, PH
SOL
HO

tg (Min): 3,7:39a89 MS:303,1 MS%2850 Ve vdech vzorcich s vyjimkou 0. hod.

Varianta a): obdobny produkt identifikovan u E2 [122] a EE2 [124].

Varianta b): obdobny produkt navrzen pro E2 [176].

Varianta ¢): obdobny produkt identifikovan u EE2 [124].

Intens.
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N <— Degradac¢ni meziprodukty C, D a E

Aty 0 " - st o Licssb b
; " / s i
8 10 12 14 16 18 Time [min]

[—— SEXVENCED00001.D: EC 303.1 -All MS —— VZOREK000001.D: EIC 303.1 -All MS

Obr. 51: EIC (m/z 303,1) vzorku odebraného v 0. (¢ervend) a ve 30. hod (modra)
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Obr. 52: MS a MS? spektrum degradacnich meziproduktii C, D a E
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Tab. 44: Degradacni meziprodukt F

CH,4 oH tr (min): 4,5
MS (m/z): 319,1
MS? (m/z): 301,0

.||IIOH

Ve vSech vzorcich s vyjimkou 0. hod.

Obdobny produkt identifikovan u EE2 [124].
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Obr. 53: EIC (m/z 319,1) vzorku odebraného v 0. (¢ervend) a v 10. hod (modra)
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Obr. 54: MS a MS? spektrum degradacniho meziproduktu F
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Tab.

45: Degradacni meziprodukt G

OH

tr (min): 5,3

MS (m/z): 301,1

MS? (m/z): 299,0

Ve vSech vzorcich s vyjimkou 0. hod.

Obdobny produkt identifikovan u EE2 [124].

Thtens,
x106

44

<<— Degradac¢ni meziprodukt G
0 2 4 6 8 10 12 14

[7 SEKVENCE000001.D: EIC 301.1 -All MS —— VZOREK000001.D: EIC 301.1 -All MS

Obr. 55: EIC (m/z 301,1) vzorku odebraného v 0. (¢ervend) a v 30. hod (modra)
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Obr.

56: MS a MS? spektrum degradacniho meziproduktu G
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Tab. 46: Degradacni meziprodukty H a 1

Obr. 57: EIC (m/z 285,1) vzorku odebraného v 0. (¢ervend) a v 30. hod (modra)

tr (min): 11,5a11,9

MS (m/z): 285,1

MS? (m/z): 283,1

b) Ve véech vzorcich s vyjimkou 0. hod

Varianta a): obdobny produkt navrZzen pro E2 [176].
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Obr. 58: MS a MS? spektrum degradacnich meziproduktii H a |
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+HO +HO'
—_— _—
m/z 303 m/z 335
m/z 323
+HO'
—_—

Obr. 59: Mozné schéma fotokatalytického rozkladu E3. Prevzato z [124] a upraveno. Cervené vyznacend cdst schématu byla vytvorena v ramci
této préace.

85



4.4 Analyza realnych vzorku vod

4.4.1 Optimalizace SPE extrakce

Pro zakoncentrovani analytli a minimalizaci matri¢niho efektu byla zvolena extrakce do
tuhé faze metodou SPE. Postup extrakce byl optimalizovin na vzorcich demineralizovane,
povrchové a odpadni vody (pfitok), kterd byla uméle kontaminovana zajmovymi latkami.
Vysledn4 koncentrace kazdého hormonu byla 500 ng:I*. V piipadé realnych vod byl
zpracovan jak vzorek s pridavkem, tak bez piidavku. Extrakce byla vzdy provadéna tiikrat
a ze ziskanych hodnot vytéZnosti byl vypocéten primér a smérodatnd odchylka (funkce
SMODCH v Excelu).

Na pocatku optimalizaéniho procesu bylo pracovano s modelovymi vzorky, které byly
pfipraveny piidanim zajmovych hormond do demineralizované vody. Postup extrakce byl
prevzat z diplomové prace studentky Lenky Jurasové [160] (vychazi ze studie publikované
autory Ingrand et al. [161]) a aplikovan na vzorek o objemu 300 ml pii pouziti riznych typi
SPE kolonek. Tab. 47 shrnuje cely postup extrakce 1.

Tab. 47: Extrakce 1

Voda demineralizovand, uméle kontaminovana

Supelclean™ ENVI-18 500 mg / Supelclean™ ENVI-18 1000 mg /

SPE kolonky Oasis® HLB 60 mg / Supel ™ Select HLB 200 mg

5 ml hexanu

5 ml ethylacetatu

Kondicionace
5 ml methanolu

10 ml MQ vody
Vzorek 300 ml pfibliznou rychlosti 100 ml za 0,5 hod
Suseni proudem vzduchem po dobu 20 min
Eluce 6 ml smési ethylacetat:methanol, 5:1 (vV:v)

Odpai‘eni do sucha | pod dusikem

Rozpusténi odparku | 1 ml methanolu

Vysledky jsou graficky znazornény na Obr. 60, z néhoz je patrné, Ze nejvySsich hodnot
vyt&znosti bylo u viech hormoni, s vyjimkou progesteronu, dosazeno na kolonkéach Supel™
Select HLB s200 mg sorbentu. Vytéznost extrakce na téchto kolonkach byla témét pro
vSechny analyty uspokojiva (data jsou uvedena v Tab. 48), proto bylo dale pracovano pouze
S témito kolonkami.

Tab. 48: Vytéznost extrakce 1 na kolonkach Supel™ Select HLB 200 mg

Analyt E1 E2 | E3 | EE2 | DES | PROG | NOR
Vytéznost 1 (%) 80 80 | 72 | 74 | 57 68 149
Vytéznost 2 (%) 80 79 | 718 | 78 | 61 67 156
Vytéznost 3 (%) 79 83 | 73 | 76 | a1 66 152

Prim. vjtéznost (%) | 79,7 +0,3 | 81+2|75+2|76+1|60+2|66,8+0,9 | 153+ 3
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Obr. 60: Vyteznost extrakce 1

S ohledem na uspokojivé vysledky extrakce 1 na demineralizované vodé, byl tento postup
pouzit pro extrakci analytl z realné odpadni vody (uméle kontaminované). Vodu bylo nutné
zfiltrovat pred zapocetim extrakce, aby se predeslo ucpani kolonek, a po jejim skonceni, aby
se predeslo ucpani HPLC piedkolony. Postup extrakce 2 je shrnut v Tab. 49.

Tab. 49: Extrakce 2

Voda odpadni, pfitok, uméle kontaminovana
filtracni papir, 80 g-m™

Filtrace filtraéni papir, 84 g-m™
filtr ze sklenénych vlédken

SPE kolonky Supel " Select HLB 200 mg

Kondicionace

5 ml hexanu

5 ml ethylacetatu

5 ml methanolu

10 ml MQ vody

Vzorek 300 ml pfibliznou rychlosti 100 ml za 0,5 hod
Suseni proudem vzduchu po dobu 20 min
Eluce 6 ml smési ethylacetat:methanol, 5:1 (V:v)

Odpai‘eni do sucha

pod dusikem

Rozpusténi odparku

1 ml methanolu

Filtrace

stiikackové filtry PTFE, 0,45 pm

V piipadé odpadni vody se vyznamné projevil matricni efekt. EIC vSech z4jmovych
hormont byly siln¢ zaSuméné a vytéznost vysla nulova nebo téméf nulova — viz data uvedena

v Tab. 50.
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Tab. 50: Vyteznost extrakce 2

Analyt E1|E2| E3 |EE2| DES | PROG | NOR
Vytéznost 1 (%) 16 0
Vytéznost 2 (%) 0 0
Vytéznost 3 (%) 010 0 0 2 0 0
Prim. vytéZnost (%) 5+8 1+1

Za ucelem zvySeni G¢innosti extrakce analytt z odpadni vody bylo do postupu zpracovani
vzorkt zaélenéno jejich okyseleni na pH 3 a zafazeny dva promyvaci kroky. Postup byl
v obou ptipadech pievzat z literatury [162] a pouze nepatrné upraven. Extrakce 3 je popsana
v Tab. 51.

Tab. 51: Extrakce 3

Voda odpadni, pfitok, uméle kontaminovana
filtracni papir, 80 g-m™

Filtrace filtracni papir, 84 g-m™
filtr ze sklenénych vldken

Uprava pH na hodnotu 3 (kyselina octova)

SPE kolonky Supel ™ Select HLB 200 mg
5 ml hexanu

5 ml ethylacetatu
5 ml methanolu

Kondicionace

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 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 methanolu
Filtrace stiikackov¢ filtry PTFE, 0,45 um

Vysledkem byla opét nulova vytéznost v§ech zajmovych hormoni. V reakci na tuto situaci
bylo zintenzivnéno promyvani kolonky a zafazena extrakce z pevného podilu zachyceného na
filtratnim materialu. Podminky extrakce z pevného podilu byly ptevzaty z literatury [161,
162]. Cely postup extrakce 4 je shrnut v Tab. 52.

Tentokrat se jiz podafilo ziskat nenulové hodnoty vytéznosti (s vyjimkou estriolu) — viz
Tab. 53, tyto vSak byly zna¢n¢ nedostacujici.
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Tab. 52: Extrakce 4

Voda odpadni, pfitok, uméle kontaminovana
filtra¢ni papir, 80 g-m™
Filtrace filtracni papir, 84 g-m™

filtr ze sklenénych vldken

Extrakce z pevného podilu

Filtr byl zalit methanolem (15 ml na 11 vzorku) a vlozen do
ultrazvukové lazn€ na dobu 15 min. Methanol byl nésledné
ptidan ke vzorku. Ultrazvukova extrakce zfiltru byla
zopakovana jesté jednou.

Uprava pH

na hodnotu 3 (kyselina octova)

SPE kolonky

Supel " Select HLB 200 mg

5 ml hexanu

5 ml ethylacetatu

Kondicionace

5 ml methanolu

10 ml MQ vody

Vzorek

300 ml piibliznou 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

2krdt 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 methanolu

Filtrace

stiikackové filtry PTFE, 0,45 pm

Tab. 53: Vytéznost extrakce 4

Analyt El E2 |E3| EE2 | DES | PROG | NOR
Vytéznost 1 (%) 27 21 | 0| 24 15 5 24
Vytéznost 2 (%) 26 17 | o] 21 16 5 24
Vytéznost 3 (%) 26 16 [ 0] 25 14 6 26

Priim. V§téZnost (%) | 263+05|18+2| 0 |23+1[15+1| 5+1 [25+1

Sohledem na silny matricni efekt odpadni vody, ktery se nepodafilo uspokojiveé
minimalizovat, a s pfihlédnutim k velmi obtizné filtraci vétsich objemu této vody, bylo déle
pracovano s povrchovou vodou, u niz byl pfedpoklad niz§iho obsahu interferujicich latek

a snadn¢;jsi filtrace.
Postup uvedeny v Tab. 52

byl pouzit pro extrakci zajmovych hormont z realné povrchové

vody (uméle kontaminované). Mensi zastoupeni mechanickych necistot umoznilo pitimou
filtraci vzorku pres sklenéna vlakna (bez predfiltrace pies material s vétSimi pory). Cely

postup je shrnut v Tab. 54.
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Tab. 54: Extrakce 5

Voda povrchové, uméle kontaminovana

Filtrace filtr ze sklenénych vlaken

Filtr byl zalit methanolem (15 ml na 11 vzorku) a vloZzen do
ultrazvukové 1azné¢ na dobu 15 min. Methanol byl nasledné
piidan ke vzorku. Ultrazvukova extrakce zfiltru byla
zopakovana jesté jednou.

Extrakce z pevného podilu

Uprava pH na hodnotu 3 (kyselina octova)
SPE kolonky Supel ™ Select HLB 200 mg
5 ml hexanu

5 ml ethylacetatu

Kondicionace
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 methanolu
Filtrace stiikackové filtry PTFE, 0,45 um

Aplikaci téhoZ postupu extrakce na povrchovou vodu byly ve srovnani s vodou odpadni
zjistény vyssi vytéznosti vSech analytt (Tab. 55). Stale se vSak nejednalo o uspokojivé
hodnoty.

Tab. 55: Vytéznost extrakce 5

Analyt El1 | E2 | E3 | EE2 | DES | PROG | NOR
Vytéznost 1 (%) 64 | 49 | 33 | 70 | 49 | 124 | 61
Vyténost 2 (%) 70 | 52 | 30 | 73 | 52 | 128 | 1
Vytéznost 3 (%) 64 | 47 | 31 | 68 | 54 - 66

Prim. vyt&nost (%) | 66+3 | 50+2[31+1|70+2[51+2 1262|6222

Za ucelem jesté intenzivnéjSiho potlaceni matri¢niho efektu bylo pfistoupeno k precisténi
extraktu (ziskaného postupem uvedenym v Tab. 54) na florisilovych kolonkach. Postup
precisténi byl prevzat z literatury [162] a aplikovan na kolonky Supelclean™ ENVI-Florisil®.
Cely postup (viz Tab. 56) byl pouZit na dva rizné pocate¢ni objemy vzorku — 300 a 1000 ml.
Ve druhém piipadé byla extrakce provedena pouze ve dvou opakovanich sohledem na
mnozstvi vzorku. Vysledky obou experimentd jsou shrnuty v Tab. 57 a Tab. 58.

Piecisténi extraktu zvysilo vytéznost na jiz uspokojivé hodnoty. Pouze u diethylstilbestrolu
doslo naopak k vyraznému zhor3eni. Co se ty¢e mnozstvi vzorku, ukazalo se jako vyhodnéjsi
pracovat s 300 ml.
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Tab. 56: Extrakce 6

Voda

povrchova, uméle kontaminovana

Filtrace

filtr ze sklenénych vlaken

Extrakce z pevného podilu

Filtr byl zalit methanolem (15 ml na 11 vzorku) a vloZzen do
ultrazvukové 1azné¢ na dobu 15 min. Methanol byl nasledné
piidan ke vzorku. Ultrazvukova extrakce zfiltru byla
zopakovana jesté jednou.

Uprava pH

na hodnotu 3 (kyselina octova)

SPE kolonky

Supel " Select HLB 200 mg

5 ml hexanu

5 ml ethylacetatu

Kondicionace

5 ml methanolu

10 ml MQ vody

Vzorek (extrakce 6_1)

300 ml ptibliznou rychlosti 100 ml za 0,5 hod

Vzorek (extrakce 6_I1)

1 1 pfibliznou rychlosti 100 ml za 10 min

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) NH4OH ve vodé

Suseni

proudem vzduchu po dobu 20 min

Eluce

6 ml smési ethylacetat:methanol, 5:1 (v:v)

Odpai‘eni do sucha

pod dusikem

Rozpusténi odparku

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

SPE kolonky

Supelclean™ ENVI-Florisil®

5 ml smési aceton:hexan, 3:1 (v:v)

Kondicionace

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

Vzorek 1 ml extraktu
Promyvaci krok 10 ml smési dichlormethan:hexan, 1:1. (v:v)
Eluce 8 ml smési aceton:hexan, 3:1 (v:v)

Odpareni do sucha

pod dusikem

Rozpusténi odparku

1 ml methanolu

Tab. 57: Vytéznost extrakce 6_1

Analyt El E2 E3 EE2 DES | PROG | NOR
Vytéznost 1 (%) 96 91 60 91 2 68 97
VytéZnost 2 (%) 90 89 - 88 2 72 100
VytéZnost 3 (%) 91 88 55 87 3 - 93
Prim. vytéZznost (%) | 92+3|89+1 |57+2[89+2|24+£05|70+£2 |97+2
Tab. 58: Vyteznost extrakce 6_I1
Analyt El E2 E3 EE? DES PROG | NOR
Vytéinost 1 (%) 86 69 56 79 54 58
Vytéznost 2 (%) 86 70 57 80 48 64
Prim. vytéZnost (%) | 86,1+0,1 | 69+1|565+0,1]796+04[32+05|51+3|61+3
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4.4.2 Kontaminace fek Svitava a Svratka Zenskymi pohlavnimi hormony

Zjisténé koncentrace zenskych pohlavnich hormont ve dvou brnénskych fekach, Svitavé
a Svratce, jsou shrnuty v Tab. 59 a Tab. 60. V tabulkach jsou uvedeny vysledky jednotlivych
méteni (kazdy vzorek byl zpracovan tfikrat) a jejich primérnd hodnota vcetné¢ smeérodatné
odchylky (funkce SMODCH v Excelu). Pro ucely vypoctu parametri uvedenych v ptedchozi
vété byly koncentrace pod mezi detekce (ND) a pod mezi stanovitelnosti (< LOQ) nahrazeny
referenénimi hodnotami odpovidajicimi stiediim intervali (0, LOD) a (LOD, LOQ). Ptislusné
hodnoty LOD a LOQ jsou zobrazeny v Tab. 61.

Ve Svitavé se koncentrace zenskych pohlavnich hormonti ve sledovaném obdobi, tj. ve
druhé poloving ¢ervna 2015, pohybovaly vétSinou pod mezi detekce, ptipadné pod mezi
stanovitelnosti. Kvantifikovatelnd priméma hodnota byla zjisténa tiikrat, dvakrat
u progesteronu (12 a 22 ng-1™) a jednou u norethindronu (26 ng-1™).

Obdobné vysledky byly zjistény pro Svratku. Ve vétSiné ptipadd byla koncentrace
zenskych pohlavnich hormonti pod mezi detekce, ptipadné pod mezi stanovitelnosti.
Kvantifikovatelnd priméma hodnota byla zji§téna pétkrat, jednou u estronu (25 ng-1™)
dvakrét u progesteronu (12 a 21 ng-1™) a dvakrat u norethindronu (31 a 34 ng-1™).

Tab. 59: Koncentrace zenskych pohlavnich hormonii v rece Svitavé

Analyt

Datum odbéru | pH | ¢ (ng-1™) E1 E2 E3 | EE2 DES | PROG | NOR

C1 <LOQ| ND |[ND| ND ND 18 ND

C2 <LOQ| ND |[ND| ND ND 15 ND

15.6.2015 |81 Ca 37 ND | ND 36 ND |<LOQ| ND

© |<LOQ| ND |ND|<LOQ| ND [12+6| ND

¢ |<LOQ| ND |ND|[<LOQ| ND | ND | ND

C2 <LOQ| ND |[ND|<LOQ| ND 11 ND

c |<LOQ| ND |[ND|[<LOQ| ND [<LOQ| ND

C1 <LOQ| ND |[ND| ND ND 21 31

C2 <LOQ| ND |ND|<LOQ| ND 28 21

19.6.2015 |82 — 31 ND |ND|<LOQ| ND 17 25

© <LOQ| ND |[ND| ND ND | 22+4 |26+4

C1 <LOQ| ND |ND|<LOQ|<LOQ| ND ND

C2 <LOQ| ND |[ND| ND ND 22 ND

c |<LoQ| ND |ND| ND | ND [<LOQ| ND

C1 <LOQ| ND |ND| ND ND ND ND

C2 27 <LOQ |ND |<LOQ| ND ND ND

25.6.2015 182 T 50l ND |[ND| ND | ND | 12 | ND

© <LOQ| ND |[ND| ND ND |<LOQ | ND
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Tab. 60: Koncentrace Zenskych pohlavnich hormonii v rece Svratce

Datum odbér H | c(ng-1™ Analyt
" u|P J Er | E2 |E3| EE2 |DES|PROG| NOR
c 33 |<LOQ|ND|<LOQ| ND | ND ND
¢ |<LOQ| ND |[ND|<LOQ|ND| ND | ND
15.6.2015 | 7.7 Cs <LOQ| ND |[ND| ND | ND | ND ND
C <LOQ ND ND ND ND ND ND
C1 <LOQ ND ND ND ND 16 37
C2 28 |<LOQ|ND| 30 | ND | 17 19
17.6.2015 78 C3 <LOQ ND ND ND ND ND 37
C <LOQ ND ND | <LOQ | ND | 12+7 | 31£9
C1 <LOQ ND ND ND ND 23 35
C <LOQ| ND |ND| ND | ND | 14 43
19.6.2015 | 7.8 C3 28 ND |[ND|<LOQ| ND | 26 25
C <LOQ ND ND ND ND | 21+5 | 348
c 30 |<LOQ|ND|<LOQ| ND | ND ND
Co 38 <LOQ | ND 30 ND ND ND
23.6.2015 | 7.8 Cs <LOQ| ND |ND|<LOQ| ND | 14 ND
T |25+13|<LOQ|ND|<LOQ| ND |<LOQ| ND
C1 24 |<LOQ|ND|<LOQ| ND | 16 ND
C <LOQ| ND |[ND| ND | ND | ND 21
25.6.2015 79 C3 ND ND ND ND ND | <LOQ ND
c <LOQ| ND |[ND| ND | ND [<LOQ |<LOQ
Tab. 61: LOD a LOQ ze dne, kdy byly méreny redalné vzorky
Analvt Instrumentalni Realna
y LOD (ng-mIM)[LOQ (ng-mI) | LOD (ng-I) [ LOQ (ng-I)
El 2 6 6 20
E2 2 7 7 24
E3 2 7 12 42
EE2 2 8 9 30
DES 0,3 1 a7 156
PROG 1 2 3 9
NOR 1 3 3 9
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5 ZAVER

Piedlozena dizertaéni prace se zabyva problematikou vyskytu Zenskych pohlavnich
hormonit ve vodnich ekosystémech, s diirazem 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 byla ovétena
fotokatalyticka aktivita péti TiO, materiali imobilizovanych na sklenéném nosici, jenz byly
poskytnuty Ustavem fyzikalni a spotfebni chemie VUT v Brné. Na zakladé vysledki byl jako
nejvhodnéjsi fotokatalyzator zvolen pétivrstvy film oxidu titanic¢itého s pracovnim ozna¢enim
E37-ABA.

Kinetika fotokatalytickeho rozkladu zajmovych latek byla studovana 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 vods
pfipravena z piislusnych zasobnich roztoku. V daném systému vykazaly vSechny sledované
hormony s vyjimkou estriolu velmi vyrazny sklon kadsorpci, kterda znemoznila ureni
formalnich rychlostnich konstant pfislusSnych fotokatalytickych rozkladnych reakci. U E1,
koncentrace béhem experimentti. U E2 a EE2 byl vliv fotokatalytické oxidace na snizeni
koncentrace jiz znatelny, avSak vliv adsorpce =zistal vyrazny, navic s dlouhou dobou
ustavovani adsorpéni rovnovahy.

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 ur¢eni formalni rychlostni konstanty fotokatalytického rozkladu, jejiz
hodnota byla 0,5527 hod™ pro po&ateéni koncentraci 1 mg-1" a 0,1929 hod™ pro pocateeni
koncentraci 5 mg:I™. Porovnanim hodnot formalni rychlostni konstanty pro riizné pocatecni
koncentrace bylo zjisténo, ze se zvysujici se koncentraci degradované latky probiha rozklad
pomaleji (pfi Snasobném zvétSeni pocateni koncentrace poklesla hodnota formalni rychlostni
konstanty téméf na tietinu).

Zvysenim pocateéni koncentrace estriolu na 25 mg-I* a vhodnou Gpravou podminek
analyzy se podafilo zaznamenat celkem 9 pocate¢nich degradac¢nich meziprodukti jeho
fotokatalyticke oxidace a na zakladé hmotnostnich spekter navrhnout jejich strukturu. Zjisténé
meziprodukty byly porovnény s literaturou.

Druhy tematicky okruh prace byl zaméfen na vyvoj analytické metody pro stanoveni
zenskych pohlavnich hormont v redlnych vzorcich vody. Pro zakoncentrovani analytd
a minimalizaci matri¢niho efektu byla zvolena extrakce do tuhé faze metodou SPE, pro finalni
analytickou metodu vysokoué¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. V této
Casti prace byla pozornost vénovana zejména optimalizaci extrakéni metody, a to s ohledem
na silny matri¢ni efekt, ktery vykazovaly redlné vzorky vody. Vysledny proces zpracovani
vzorkd byl pom&mé obsahly a kromé extrakce na kolonkach Supel” Select HLB s 200 mg
sorbentu (véetné dvou promyvacich kroki) zahrnoval odstranéni mechanickych necistot,
extrakci hormonti z pevného podilu zachyceného na filtratnim materialu, okyseleni vzorku
a pietisténi 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 témet nulova).
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Optimalizovana metoda byla pouZita pro stanoveni koncentrace Zenskych pohlavnich
hormontli vV povrchové vodé odebrané ve dvou brnénskych fekach, Svitavé a Svratce. Ve
veétsing piipada byla koncentrace pod mezi detekce, pripadné pod mezi stanovitelnosti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACN
AOP
APCI
APPI
APPI*
BSTFA
Cis

Cigs EC

110

absorbance (-)

pocatecni absorbance (-)

relativni absorbance (=)

koncentrace (mol-dm™ nebo g-1™)

pocatecni koncentrace (mol-dm™ nebo g-1™)
relativni koncentrace (-)

elektron

elektron nachézejici se ve vodivostnim pasu
standardni oxida¢né-redukéni potencial (V)
energie zakdzaneho pasu (eV)

Henryho konstanta (Pa-m*-mol™)
fotoindukovana kladn¢ nabita dira
fotoindukovana kladn¢ nabita dira nachdzejici se ve valencnim pasu
rychlostni konstanta

formalni rychlostni konstanta

Langmuierova adsorpéni konstanta (dm>-mol™)
kysela disocia¢ni konstanta (-)

rozdélovaci koeficient oktanol-voda (-)
dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda (-)
molarni hmotnost (g-mol™)

velikost Sumu

pocet COV

pod mezi detekce

tlak (Pa)

zaporny dekadicky logaritmus kyselé disociaéni konstanty (-)
koeficient determinace

velikost signalu

pomer signal-Sum

cas (s)

polocas rozpadu

reten¢ni Cas (min)

teplota tani (°C)

stupen pokryti fotokatalyzatoru

vinova délka (nm)

rychlost rozkladu

acetonitril

pokrocilé oxidacni procesy

chemicka ionizace za atmosférickeho tlaku

fotoionizace za atmosférického tlaku

fotoionizace za atmosférickeho tlaku v pozitivnim modu
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid

silikagel s navazanymi oktadecylovymi fetézci

silikagel s navdzanymi oktadecylovymi fetézci, endkapovany



CB
CDV
cov
CR
DCIP
DES
E1l
E2
B-E2
o-E2
E3
EE2
El
EIC
ERa/B
ESI
ESI
ESI
EU
FR
GC
HLB
HPLC

IARC
LC
LED
L-H
LOD
LOQ
MeOH
MF
MIP
MQ
MS
MS?
MS"
MSTFA
MTBE
NOR
PDMS
PDV
PRA/B
PROG
PTFE

vodivostni pas

depozice chemickym napafovanim
Cistirna odpadnich vod

Ceska republika

2,6-dichlorindofenol, CAS ¢. 620-45-1
diethylstilbestrol

estron

estradiol (B-estradiol)

estradiol (B-estradiol)

a-estradiol

estriol

ethinylestradiol

elektronova ionizace

extrahovany iontovy chromatogram
estrogenovy receptor o nebo 3
elektrosprej

ionizace elektrosprejem v pozitivnim médu
ionizace elektrosprejem v negativnim modu
Evropska unie

Fentonova reakce

plynova chromatografie
hydrofilné-lipofilné vyvazeny sorbent
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
iontova past

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
kapalinova chromatografie

LED diody

Langmuir-Hinshelwoodtv model

limit detekce

limit kvantifikace

methanol

mobilni faze

molekularné vtisténé polymery

Milli-Q

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
tandemova hmotnostni spektrometrie
N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid
methyl-terc-butylether

norethindron (noretisteron)
polydimethylsiloxan

depozice fyzikalnim napafovanim
progesteronovy receptor A nebo B
progesteron

polytetrafluorethylen

kvadrupdl
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QQQ
QTOF

SBSE
SF
SPDE
SPE
TMCS
TMSI
TTIP
UHPLC
USA
uv
VB
VTG
VUT

112

trojity kvadrupol

kvadrupdl-analyzator doby letu

extrakce s vyuzitim magnetickych michadélek
stacionarni faze

extrakce s vyuzitim extrakénich diska
extrakce tuhou fazi

trimethylchlorsilan

N-trimethylsilylimidazol

tetraisopropylester kyseliny tetrahydrogentitanicité
ultraucinnd kapalinova chromatografie
Spojené staty americké

ultrafialové zareni

valen¢ni pas

vitelogenin
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