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Souhrn

Endokrinni disruptory jsou skupinou chemickych sloucenin, které jsou
schopné negativné ovliviiovat hormonalni systém obratlovct. Utad
pro ochranu zivotniho prostfedi (Environmental Protection Agency - U.S.
EPA) tyto latky definuje jako exogenni latky nebo smési, které interferuji
se syntézou, sekreci, transportem, vazbou, UuUCinkem, nebo rozkladem
pfirozenych hormontii. Muze se tak dit na Grovni organismu, jeho potomk,
populace i subpopulace. Takovéto zmény maji negativni vliv na homeostazi,

reprodukci, vyvoj nebo méni chovani postizenych zivocicht.

Vzhledem k tomu, Ze se tyto latky objevuji ve vodach ve stopovych
koncentracich, je teprve srozvojem modernich analytickych metod mozné
stanovit koncentrace téchto latek ve vodach, identifikovat rozsah problému

a hledat vhodné zptisoby jeho feseni.

Tato prace se zabyva monitoringem 7 endokrinnich disruptora (estron,
17B estradiol, estriol, 17a-ethynylestradiol, irgasan (triclosan), 4-nonylfenol,
bisfenol A) ve vodach z &istiren odpadnich vod umisténych v Ceské republice.
Prace zahrnuje optimalizaci procesu analyzy vod, ptedbézny jednorazovy
screening pro ureni koncentra¢nich hladin objevujicich se v odpadnich
vodach, 24 hodinové kompositivni odbéry a jednodenni monitoring vybrané

Cistirny odpadnich vod.

Pro analyzu vzorkl bylo pouZito filtraénich metod, extrakce na tuhé
fazi, gelové permeacni chromatografie, derivatizace a plynové chromatografie

S hmotnostni spektrometrii.

Kli¢ova slova: endokrinni disruptory, odpadni vody, Ceska republika,
extrakce na tuhé fazi, gelovd permeacni chromatografie, derivatizace, plynova

chromatografie - hmotnostni spektrometrie



Abstract

Endocrine disruptors represent a group of chemical compounds that are
able to negatively influence the hormonal system of vertebrates. Environmental
Protection Agency (U.S.EPA) defines these compounds as exogenous
substance or mixture that interferes with the synthesis, secretion, transport,
binding, activity, or degradation of natural hormones. This can be observed
atthe level of the individual organism, its progeny, populations and
subpopulations. All these changes have negative effects on homeostasis,
reproduction, development or change the behavior of the affected animals.

This work focuses on 7 endocrine disruptors - natural estron,
17 estradiol, estriol, and synthetic 17a-ethynylestradiol, irgasan (triclosan),
4-nonylfenol, bisphenol A in the influent and effluent of wastewater plants
in the Czech Republic. The thesis contains an optimization of endocrine
disruptors determination in wastewater, a preliminary screening to determinate
concentration levels, 24 hours composite samples and monitoring of one

selected wastewater plant during a day.

The analytical procedure is based on filtration, solid-phase extraction
(SPE), gel permeation chromatography (GPC), derivatization and gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS).

Keywords: endocrine disruptors, wastewaters, Czech Republic, solid phase

extraction, gel permeation chromatogramy, derivatization, gas chromatography

- mass spectrometry



Seznam pouzitych zkratek
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BPA
BSTFA
CAS
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DCM
DMF
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endokrinni disruptory
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gas chromatography - plynova chromatografie
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liquid chromatogramy- kapalinova chromatografie
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MS
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n
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PVC
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PYR
SPE
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TMCS
TMS
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pomér hmotnosti a naboje iontu
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trimethylsilyl

trimethylsilylimidazol

ultra fialové zareni

vitelogenin

irgasan, 4-nonylfenol, bisfenol A, 17a ethynylestradiol,

estron, 17 estradiol, estriol
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1. Uvod
Endokrinni disruptory (ED) jsou latky pfirodniho i antropogenniho

puvodu, které jsou schopné negativné ovliviiovat hormonélni systém zivocicha
(Yadetie a kol., 1999, Arukve, 2001, Mortensen a Arukwe, 2007, Gunderson
a kol., 2004), ptedpoklada se také negativni vliv na ¢lovéka (Safe, 2000,
Herber, 2002). Utad pro ochranu Zivotniho prostiedi (Environmental Protection
Agency - U.S. EPA) tyto latky definuje jako exogenni latky nebo smési,
které interferuji se syntézou, sekreci, transportem, vazbou, ucinkem
nebo rozkladem prirozenych hormont. Mize se tak dit na Grovni organismu,
jeho potomk, populace i subpopulace. Takovéto zmény maji negativni vliv
na homeostazi, reprodukci, vyvoj nebo méni chovani postizenych Zivocichii
(Crisp a kol, 1997, Kujalova a kol., 2007, Bonefeld-Jorgensen, 2004).

ED se daji rozdélit do tfi hlavnich skupin na zakladé toho, na jaky
endokrinni systém pusobi. Jsou to latky estrogenni (estron (E1)), androgenni
(testosteron), nebo thyroidni (thyroxin) (Stahlschmidt-Allner a kol., 1997).
Tato prace je zaméiena na latky estrogenniho charakteru a jednu latku
thyroidni.

Latky naruSujici endokrinni systémy jsou latky strukturné odlis$né,
proto se neda jejich struktura zndzornit vSeobecnym vzorcem. AvSak existuje
predpokladana struktura zodpovédna za estrogenni ucinky. Nejzakladnéjsi
spole¢ny strukturalni rys je fenol. Pficemz vyraznou estrogenitu lze ocekévat
u fenoll Casto s neobsazenou ortho polohou, ale obsahujici pomérné objemné
hydrofobni struktury v polohach meta a para (Holoubek a Cadova, 2000,
Kulajova a kol., 2007). Latky narusujici estrogenni systémy blokuji ptirozené
metabolické cesty pfirozenych hormont, napodobuji jejich strukturu
nebo funkci a tim narusuji endokrinni systém. Daji se rozdé¢lit do dvou
hlavnich skupin, a to na latky pfirodniho plivodu a latky syntetické
takzvané xenoestrogeny.

Mezi piirozené estrogeny fadime E1, 17 estradiol (E2), estriol (E3)
produkované lidmi a dalSimi savci. Dale pak fytoestrogeny, které jsou
obsazeny v mnoha druzich obilnin, lu§ténin nebo travindch. Mezi nejbéznéjsi

fytoestrogeny patii isoflavonoidy, lignany a kumestrany. Mykoestrogeny jsou

11



zastoupeny napiiklad zearalenonem, ktery je toxinem plisné Fussarium
(Kujalova a kol., 2007).

Xenoestrogeny jsou latky syntetické, vyrobené napiiklad za tcelem
1é¢by, kontracepce - 17 a-ethynylestradiol (EE2) (Lincova a kol., 2007). Dale
mezi n¢ fadime pesticidy (DDT, dieldrin), zmékcovadla (bisfenol A (BPA),
ftalaty), detergenty (4-nonylfenol (4Nph)) (Combalbert a Hernandez-Raquet,
2010).
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. Cile prace

e Optimalizace stanoveni sedmi endokrinnich disruptorat (7 ED) -
estronu, 17p estradiolu, estriolu, 17a-ethynylestradiolu, irgasanu

(triclosanu), 4-nonylfenolu a bisfenolu A z vodné matrice.

e Pilotni jednorazovy screening 7 ED pochazejicich z realnych

vzorki ptitoku a odtoku &istiren odpadnich vod v Ceské republice.

e Stanoveni primérnych dennich koncentracnich hladin 7 ED ve vodé
na vstupu a vystupu z &istiren odpadnich vod nachézejicich se v Ceské

republice.

e Monitoring vyvoje koncentraci 7 ED na odtoku jedné (A1) cistirny
odpadnich vod béhem 24 hodin.

e Analyza koncentraci 7 ED ze tfi Cistiren pitnych vod nachazejicich

se ve vodé CR.
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3. Nové polutanty

V 19. a 20. stoleti se pozornost spolecnosti zacala ubirat ke kvalitni
pitné vod¢ (Fuksaa kol, 2010). NeutéSeny stav vodnich tokd wvedl
v 80.a90. letech 20. stoleti k systematick¢ vystavbé Cistiren odpadnich
vod (COV). Zne¢isténi, charakterizované klasickymi ukazateli  jako
biochemicka spotieba kysliku, chemicka spotfeba kysliku a nerozpusténé latky,
se zacalo rapidn¢ snizovat (Fuksa a Svoboda, 2007). Avsak do popiedi
se dostal jiny problém. S rozvojem techniky se zacalo ¢im dal tim vice
diskutovat o problému takzvanych ,novych polutanti“. Nové polutanty jsou
latky, které se do prostfedi dostavaji vlivem cinnosti ¢lovéka. Mohou to byt
latky antropogenniho plivodu, ale 1 latky ptirodni, které se vyskytuji v prostiedi
ve veEtSim nez pfirozeném mnozstvi. Patfi mezi né persistentni organické
polutanty, farmaka a piipravky osobni péce (PPCPs - Pharmaceuticals
and Personal Care Products) (Daughton a Ternes, 1999, Fuksa a Svoboda,
2007, Mompelat a kol., 2009), organické volatilni latky, polycyklické
aromatické uhlovodiky, polychlorovane bifenyly a v neposledni fad¢ také ED.

Nové polutanty byly detekovany nejen v COV (Fernandez a kol., 2007,
Belfroid a kol., 1999, Wang a kol., 2005, Behera a kol, 2011), ale také v jejich
odtoku (Citulski a Farahbakhsh, 2010, Nelson a kol., 2011), fi¢ni vodé (Kolpin
a kol., 2004, Loos a kol., 2009, Wiegel a kol., 2004, Kolpin a kol., 2002,
Williams a kol., 2003, Lagana a kol., 2004), jezerni vod¢ a dokonce i ve
vodach podpovrchovych (Loos, 2010) a pitnych (Morteani a kol., 2006, Loos,
2007).

V soucasné dobé se vyzkumy ED zamétuji predev§im na detekcei latek
ve vSech typech vod 1 v pevnych matricich jako jsou napfiklad kaly
¢i sedimenty a déle se zabyvaji moznostmi odstranéni ED v COV (Svenson
akol., 2003) a jejich estrogenni aktivitou (Kifesinova a kol., 2009).
V neposledni fad€é je pozornost vénovana vlivim ED na zdravi a chovani

zivodicht 1 ¢lovéka.
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4. Tok endokrinnich disruptora prostiedim

4.1 Zdroje endokrinnich disruptori

Hlavnim zdrojem ED v prostfedi je lidskd populace a hospodaiska
zvitata. Hlavni podil, az 95 %, E1, E2, E3 aEE2 (pfi hormondlni terapii),
vylu€uji lidé moci. Vyloucené mnozstvi hormonti zavisi predevsim na véku,
menstruaénim cyklu Zen nebo téhotenstvi. U zen v reprodukénim véku
(15- 59 let) se koncentrace pohybuji okolo 5 - 31 ug/l pro E1, 3 - 19 pg/l
proE2 a 4 - 33 pg/l pro E3. Vétsich koncentraci dosahuji pifi t¢hotenstvi -
600 - 940 ug/l pro E1, 170 - 330 ug/l pro E2 a 4500 - 6500 pg/l pro E3. Muzi
vyluéuji estrogenti méné ato4- 12 pg/l E1, 1,5 -7 pg/l E2.a 1,5 - 6 pg/l ES.
Pro denni 1é¢bu se pouziva 10 - 60 pg/l EE2, piicemz asi 30 - 90 % této latky
je vylouceno exkrementy. Prevazna €ést estrogent se z téla vylucuje ve formeé
glukuronidii a sirani a je$té béhem transportu do COV a béhem ¢isténi
se dekonjuguji (Baronti a kol., 2000, D’Ascenzo a kol., 2003, Svenson a kol.,
2003, Combalbert a kol., 2010, Kujalova a kol., 2007).

Kanalizac¢ni sit’ Chov hospf)défskych
zvirat

! !

| cov hnojivo |
) stabilizovany kal !

‘ odtok z COV puda ‘
! !

‘ povrchova voda ‘
!

‘ podpovrchova voda ‘

Obr. 1 Tok ED prostiedim

Méstské odpadni 1 primyslové vody dale obsahuji Sirokou Skalu
syntetickych ED. B&zné se v piitoku na COV nalézaji BPA, irgansan (IRG)
I 4Nph, které pochazeji z prostfedkti osobni hygieny, kosmetickych ptipravk,

plasti, antibakterialnich pfipravki, ptipravkd na oSetfeni obleceni a detergenti
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(Saito a kol., 2004, Kumaran a kol., 2011, Guenther a kol., 2006, Olsen a kol.,
2012, Adolfsson-Erici a kol., 2000, Fang a kol., 2010, Calafat a kol., 2008).
V odpadnich vodach miizeme déle jako piiklad uvést 1 ftalaty (Olujimi a kol.,
2012). Dalsim velkym zdrojem jsou chovy hospodaiskych zvifat. Z téch
pochazi ptedevsim piirozené estrogeny a jejich obsah zna¢né zavisi na ptvodci
fekalii. (Hanselman a kol., 2003)

Takto vyloucené latky pak kviili jejich nedostatecnému odbourani

v COV kopiruji cely hydrologicky cyklus. (Obr. 1)

4.2 Cistirny odpadnich vod

ED se smoci a vodou z domdacnosti 1 primyslu dostavaji do odpadu
a stokovou siti dale putuji do COV. COV nejsou primarné zkonstruovany
na odstranéni novodobych polutantt jako z odpadnich vod, a tak proces €isténi
neni napf. v pfipadé odstranéni ED zcela uspésny (Gabet-Giraud a kol, 2010,
Carballa a kol, 2004, Andersen a kol., 2003) (Obr. 2).

Nektefi autofi uvadeji, ze v nékterych ptipadech stouply koncentrace
pfirozenych estrogeni po priméarnim pfedc¢isténi. Tento jev je pfipisovan
dekonjugaci estrogeni b&hem tohoto Cistirenského postupu (Carballa a kol,
2004, Andersen a kol., 2003).

Hlavni procesy, oznaCované¢ jako uspéSné v odstranovani estrogenti
Z odpadnich vod, jsou predevSim sorpce a biodegradace v aktivovaném kalu.
degradaci jsou sloZeni pfitékajici vody, fedéni sraZkami, retencni cas kalu,
hydraulicky reten¢ni Cas, teplota, aerobni ¢i anaerobni prostfedi a velikost
vlocek (Kvanli a kol.,, 2008, Kujalova a kol., 2007, Combalbert, 2010,
Andersen a kol., 2003).

Jak ukazuji Svenson a kol. (2003) nejvyssi uginnost dosahuji COV
s aktivovanym kalem. Biofiltry dosahuji G¢innosti niz§i a chemické srazeni
neni pii odstrafiovani ED témét viibec asp&sné. Uginné mize byt i zatazeni
anoXxického stupné do procesu ¢isténi.

Utinnost odstranéni na riiznych COV je rozdilna. Piirozené estrogeny
se vétsinou rozkladaji 1épe a to z90 az 100 % (Gabet-Giraud a kol., 2010,
Behera a kol, 2011, Wang a kol., 2005). U¢innost odstranéni hormoni
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syntetickych je niz§i. Koncentrace EE2 a BPA se ve vodé¢ snizi primérné
0 70 - 90 %, koncentrace 4Nph se snizi o0 56-80 % a IRG 0 92-97 % (Andersen
a kol., 2003, Lagana a kol., 2004, Fernandez a kol., 2007, Fernandez a kol.,
2009, Behera a kol., 2011).

PRIMARNI STUPEN
Cesle
lapace pisku a tukt
usazovaci nadrz - primarni

kal
I'4 l 7 N2
SEKUNDARNI STUPEN
aktivaéni proces
7 l 7 2
TERCIARNI STUPEN
nitrifikace, denitrifikace
biologické odstranéni fosforu
membranové technologie
dezinfekce sterilizace

Obr. 2 Struktura bézné Cistirny odpadnich vod

4.3 Vody povrchové a podpovrchové

Vzhledem k tomu, Zze se ED vyskytuji v odtoku z COV, neni zadnym
pfekvapenim, Ze se tyto latky nachdzeji také ve vodach ficnich, jezernich
a dokonce i podpovrchovych (Lagana a kol., 2004, Kolpin a kol, 2004, Loos
a kol., 2009). Zajimavé pro nas jsou predevs§im studie zabyvajici se piimo
na§im regionem, respektive fekami nachazejicimi se v Ceské republice,
predevsim pak fekami Labe, Vltava, Dyje a jejich pfitoky.

V letech 1999 a 2000 byl provadén vyzkum podél celého Labe a Vv Gsti
jeho pritoki. Koncentrace BPA v roce 2000 se pohybovaly v rozmezi hodnot
4 -30ng/l. Nejvyssich koncentraci dosahl BPA pii usti feky Labe
do Némecka. Pii odbéru vzorkd helikoptérou v roce 1999 koncentrace BPA
dosahovaly hodnot 16 - 100 ng/l (Klecka a kol., 2001). O rok pozd¢ji byly
na Labi naméfeny koncentrace nizsi nez 66 ng/l. Pii usti feky Ohie vSak bylo
naméfeno 110 ng/l, druhd nejvyssi koncentrace 51 ng/l byla namétena
na pritoku Biliny do Labe (Stachel a kol., 2003). V roce 1999 byly na fece

Jizefe naméfeny koncentrace BPA mezi 18 a 83 ng/l. V nasledujicim roce
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provadél Wiegel (2004) taktéz vyzkum na Labi a jeho pfitocich. Koncentrace
BPA dosahovaly az k hodnotam 114 ng/l, tato nejvyssi hodnota byla naméfena
na Ohfi, na fece Biliné se pak koncentrace pohybovala okolo 51 ng/I.

V Praze a okoli byl provadén vyzkum vod zaméfujici se na vyskyt
pfirozenych hormond a EE2. E1 byl v méfitelnych koncentracich nalezen
pouze na odtoku ze &tyk COV, nikoli viak v fece samotné. Jeho koncentrace
na Cisaiském ostrové dosahovaly hodnot 65 - 100 ng/l, v Uhfinévsi 330 ng/l
v Sedlci 280 ng/l a v Dolnich Chabrach 43 - 53 ng/l. E2 byl krom odtoku
z téchto &tyi COV nalezen v Kyjovském rybnice, Brusnickém a Boti¢ském
potoce, na Veslarském ostrové v Podoli a v Kralupech nad Vltavou. Vsechny
koncentrace se pohybovaly v rozmezi hodnot 1,5 - 11 ng/l. E3 byl detekovan
pouze natifech odbérovych mistech a to na Boti¢ském potoce (1,7 ng/l),
na ptitoku do COV na Cisaiském ostrové (360 ng/l) a na Libusském potoce
(7,4 ng/l). EE2 se nachazel v koncentracich 1,4 - 5,1 ng/l zhruba u poloviny
vzorkii. Piekvapivy je oviem fakt, Ze byl nalezen i na piehradé Zelivka (2,3 -
2,4 ngll), coz je zasobarna pitné vody pro velkou ¢ast Prahy (Morteani a kol.,
2006).

Kozlik a kol. (2011) analyzovali vodu z feky Uhlavy v Klatovech
a Plzni, vodu z tek Vltava a Boti¢sky potok v Praze a pfitok a odtok z hlavni
prazské COV - Cisafsky ostrov. Analyzované latky (E1, E2, E3, EE2) nasli
pouze nadvou lokalitich, a to ve Vltavé asi 900 m pod vstupem COV
na Cisaiském ostrové do feky (E2 13,2 ng/l) a v ptitoku COV Cisaisky potok
(E1 20,5 ng/l, E2 21,4 ng/l, E3 188,6 ng/l a EE2 100,7 ng/l).

Na Moravé byla v letech 2007, 2008 provadéna studie ED na fece
Svratce, Svitavé a Bobravé. Na Bobravé a Svitavé nebyla koncentrace IRG
vy$s§i jak 1 ng/l, na Svratce dosahovala az 1,7 ng/l. Analyzovan byl také ptitok
a odtok zmistni COV. V pfitoku nasli védci koncentrace 33 - 84 ngll
a v odtoku 9,5 - 23 ng/l (Grabic a kol., 2010).
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5. Zastupci endokrinnich disruptori a jejich vliv na Zivocichy
ED se v téle podileji na celé fadé funkci, fidi rust, ovliviiuji hustotu kosti,
reprodukci, chovani zivo€ich 1 metabolismus. Xenoestrogeny mohou
V organismu pusobit tfemi hlavnimi mechanismy. Prvnim nejbéznéjSim
je navazani environmentalniho estrogenu na receptor. Tim se zvysi estrogenni
odpovéd’. V disledku toho vznika takzvany hyperestrogenismus - nadmérny
fyziologicky efekt estrogennich hormoni. Druhy typ zahrnuje spiSe chemické
vlastnosti jako je tvorba DNA addukta. Tteti typ toxicity je dan nerovnovaznou
odpovéd’ organismu. Ptipadné se estrogen muze vazat na receptor, avSak tim,
7e nema stejnou konformaci, je vysledny efekt zpravidla odlisny (Nakamura

a kol, 2012, Holoubek a Cadova, 2000).

Tab. 1 Vlastnosti ED zahrnutych v této praci

sumarni vzorec  Mr [g/mol] ¢islo CAS  log Kow
El C1sH20, 270,4 53-16-7 3,43
E2 C1sH2402 272,4 50-28-2 3,94
E3 C1H2403 288,4 50-27-1 2,81
EE2 Ca0H2402 296,4 57-63-6 4,15
IRG C12H/Cl50; 289,5 9012-63-9 4,80
4Nph C19H3203 308,5 68152-92-1 5,74
BPA Ci5H160; 228,3 85-05-7 3,43

Mr - relativni molekulova hmotnost, Kow - rozdélovaci koeficient
oktanol/voda, CAS - identifikdtor zavedeny Americkou chemickou

spolec¢nosti (American Chemical Society)

Nejznaméjsim piikladem ucinku estrogent na Zivocichy je indukce tvorby
latky vitellogeninu (VTG) v télech sameckl a nedospé€lych jedinct nékterych
druhtt ryb, naptiklad lososa obecného (Salmo salar). Vitellogenin

je fosfoglykoprotein, ktery slouzi jako prekurzor bilkovin vaje¢ného Zloutku
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niz8ich obratlovcl. Syntetizuje se v jatrech a krvi se transportuje do vajecnik,
kde z n¢j vznikaji bilkoviny, které se stavaji soucasti vyvijejicich se vajicek.
Nadmérna syntéza VTG, a vibec jeho pfitomnost v télech samcu
anedospélych jedincli, muze zaptiCinit metabolicky stres, poskozeni jater
a ledvin, ptipadné ubytek vapniku z kosti (Yadetie a kol., 1999, Arukve, 2001,
Mortensen a Arukwe, 2007).

Préace se zaméiuje na sedm riznych ED. Tti pfirozené estrogeny — E1, E2, ES,
dale pak na hormonalni kontraceptivum EE2 a dva xenoestrogeny - BPA,
4Nph a thyroidni latku IRG (Tab. 1).

5.1 Prirozené estrogeny (E1, E2, E3)

Estrogeny jsou skupinou hormont syntetizovanych v riznych tkanich lidi
i zvifat. Dé&je se tak ve Zlutém télisku vajeénik, ve varlatech, mozku,
hypotalamu, tukové tkani ¢i placenté. Mala mnozstvi jsou téZ produkovana
jatry a nadledvinkami. Estrogenni hormony jsou odvozeny od cholesterolu
apregnenolonu. Pfetvati se vandrostendion a testosteron, pficemz
pregnenolon, androstendion a testosteron jsou ptimé prekurzory tfi hlavnich
estrogent - E1, E2, E3 (Obr. 3).

Ptirozené estrogeny jsou C18 steroidy, jejichz jadro tvoii steran neboli
cyklopentanoperhydrofenantren. Jednotlivé estrogeny se od sebe vzajemné lisi
polohou nebo oxidoredukuénim stavem hydroxylovych ligandid v 16. a 17.
pozici D kruhu steranu.

Hlavnim estrogenem ovarii je E2. U nékterych druhli je vSak hojnéjsi E1
syntetizovany v mnoha tkéanich. V téhotenstvi se v placenté tvoii vice E3.
Vyznamnad mnoZstvi estrogeni se tvoii z androgenti periferni aromatizaci
A kruhu steranu, u muzi az 80 % E2 vznika aromatizaci testosteronu, u zen
Vv t€hotenstvi se podili periferni aromatizace az na 50 % vzniku E2. Estrogeny
jsou aktivné metabolizovany jatry. Jatra konvertuji E2 na E1 aE3. E1, E2 i E3
jsou pak substraty projaterni enzymy, které k molekulam ptidavaji
glukosiduronatové a sulfatové skupiny. Takto konjugované steroidy jsou
rozpustné ve vodé a nevazou se na transportni proteiny, z toho vyplyva, ze jsou

rychle vylucovany zluéi, moci a stolici (Granner, 1993).
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Estron 17 estradiol

Estriol

Obr. 3 Struktura ptirozenych estrogennich latek - E1, E2, E3

5.2 17 a-ethynylestradiol

EE2 (Obr. 4) je zastupce 1éCiv ze skupiny syntetickych estrogent.
EE2 je hojné vyuzivan jako kombinované hormonalni kontraceptivum
(prostiedek proti otéhotnéni), pfi hormonalni terapii, k1écbé hormonalni
nedostatecnosti v obdobi pohlavniho vyvoje a v postmenopauzalnim obdobi
(Lincova a kol., 2007). Oproti pfirozenym hormontm se EE2 li§i pfidanim
ethynylové skupiny na uhliku C18, to ¢ini EE2 mnohem hiife degradovatelnym
(Clouzot a kol., 2008). V Ceské republice se za rok spotiebuje okolo
100 kg EE2 (Svoboda a kol., 2009). V poslednich letech je zfejma snaha
o snizeni davky EE2 v lécich, avSak vyuziti EE2 jako antikoncepce roste.
Vzhledem k persistenci EE2 vznika opravnéna obava z hromadéni této latky
v prostiedi a jeho vlivu na zivoCichy i ¢lovéka. Mnozstvi spotfebované EE2
(Tab. 2) je sice relativné nizké oproti ostatnim lé¢ivim, avSak ucinek EE2

na organismus je vysoky i pii nizkych davkach. Bylo prokazano, ze pouha
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koncentrace latky 1 ng/l muze vyvolat feminizaci nékterych sameckl ryb
(Herber, 2002, Hansen a kol., 1998).

Tab. 2 Spotieba EE2 v Evropskych zemich (pocet obyvatel je udan milionech,
spotieba EE2 v tunach, data pro Ceskou republiku pochazeji ze SUKL)

Ceska
Zemé Finsko Némecko Polsko Svycarsko Spanélsko Svédsko Republika
Rok 1999 2001 2002 2000 2003 2005 2008
Pocet
obyvatel 5,2 82,4 38,6 7,3 43,2 9 10,5
Spotieba
EE2 0,1 48 8 4 12 1 0,1

Ptepracovano: Kiimmerer (2004), Michalova (2009), Fuksa a kol. (2010)

Obr. 4 17a - ethynylestradiol - EE2

5.2.1 Efekt EE2 na Zivé organismy

Orn a kol. (2003) vystavovali nedospélé jedince dania pruhovaného
(Danio rerio) koncentracim EE2 v rozmezi 1 az 25 ng/l a sledovali produkci
VTG a vyvoj gonad. Ke zvyseni produkce VTG doslo pfi koncentracich 2 ng/l.
Avsak zmény v poméru pohlavi ryb byly zaznamenany jiz pii koncentraci
1ng/l a pti koncentraci EE2 2 ng/l se kompletné¢ zmeénilo pohlavi ryb.
K podobnym vysledktim dosli i Holbech a kol. (2001).

Kaptaner a Unal (2011) zkoumali vliv EE2 na apoptézu v jatrech
a ovariich u Oukleje turecké (Chalcalburnus tarichi). U samiéek i samecki
vyvolala apoptickou odpovéd koncentrace EE2 10 ng/l, avSak vyznamna
zmeéna nastala az pfi koncentraci 100 ng/l. Co se tyce apoptozy ovarii viditelné

zmény nastaly také u koncentrace 100 ng/l.
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Zajimava je také studie Saarista a kol. (2010), kde byli vystavoveni
samecci hlavac¢e malého (Pomatoschistus minutus) koncentracim EE2 11 ng/l.
Jiz takovéto koncentrace dokazaly ovlivnit reprodukéni chovani hlavacka,
ktery se zpozdil se stavbou hnizda, zménil chovani v dobé namluv a pfi obrané
hnizda se stal mén¢ agresivnim.

Nezadouci ucinky byly pozorovany pii podavani EE2 jako
hormonalniho 1é¢iva. Témito nezadoucimi uinky byly karcinomy endometria
(délozni sliznice), tromby v krvi nebo aktivace nadorti prsa (Lincova a kol.,
2007). U muzii maze pii dlouhodobém vystaveni zpusobit neplodnost (Herber,
2002). Pokud bude EE2 pfijiman spolu s pitnou vodou, koncentrace u¢inné
latky nedosahne hodnot, které by byly srovnatelné s mnozstvim latky ptijimané
v tabletkach, avSak 1 pfesto je opravnénd obava z dlouhodobych uc¢inka

na lidsky organismus.

5.3 Bisfenol A

BPA (2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan) (Obr. 5) je organicka sloucenina,
ktera byla poprvé vyrobena roku 1891. Rusky chemik Alexandr P. Dianin tuto
slou¢eninu vyrobil kondenzaci fenolu s acetonem (Czub, 2011). Dnes je tato
chemikalie rozsitena po celém svété. Rocné se ji vyprodukuje po celém svéte
vice jak 3,5 miliardy tun (Vandenberg a kol., 2012). Pouziva se pfedevsim jako
hlavni slozka polykarbonati (az 80 % z celkové produkce BPA) a epoxidovych
sloucenin (18 %). Jiz 50 let se BPA vyuziva pii produkci polykarbonatovych
plastl a epoxidovych pryskyfic, pfitepelné vyrobé papiru ajako inhibitor
polymerace pii tvorbé nékterych polyvinylchloridovych plasti (PVC). PVC
se pouzivaji napiiklad k vyrobé produktd, jako jsou kompaktni disky,
automobilové soucastky, détské lahve, o¢ni CoCky, hracky a zubni ndhrady
(Olsen a kol., 2012). Epoxidové pryskyfice se pouzivaji také jako vnitini natér
potravinovych konzerv, odkud se mohou uvolhovat, a kontaminovat tak
potraviny (Perez a kol.,, 1998). Dale se pak BPA piidavaji do barev,
podlahovych krytin (stabilizator zmékcovadel v PVC atepelny stabilizator)
a jako antioxidant do gum (Olsen a kol, 2012).
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Obr. 5 Bisfenol A - BPA

5.3.1 Efekt BPA na Zivé organismy

Pisobenim BPA na Zivé organismy se zabyva spousta praci.
V laboratornich podminkach byl prokézan predevsim vliv na bézna laboratorni
zvitata, jako jsou mysi, krysy a nékteré druhy ryb. Vliv BPA byl pozorovan
dokonce i na ¢lovéku (Hatef a kol., 2012, Chou a kol., 2011).

Rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda BPA se pohybuje v rozmezi
2,2 - 3,4 ng/l, coz poukazuje na jeho lipofilitu. Z tohoto divodu ma tendenci
se akumulovat v organismech. Bioakumula¢ni faktory jsou vSak obecné vyssi
u bezobratlych, nez u obratlovci (Oehlmann a kol., 2009).

Efekt BPA na laboratorni krysy a mysi je rizného charakteru. VétSina
praci se zaméfuje na prenatalni vystaveni BPA. Marmugi a kol. (2012)
dokazali, ze vystaveni krys nizkym davkam BPA muze mit vliv na de novo
syntézu mastnych kyselin diky zvySené expresi lipogennich genti, coz miiZe
vést k jaterni steatoze. U mySi vystavenych BPA béhem meiotického déleni
bylo dokazano, ze dochazi k hypomethylaci imprintnich genti Igf2r a Peg3
beéhem rlistu oocytl a zvysi estrogenni receptorovou expresi na irovni mRNA
a proteint (Chao a kol., 2012). Vystaveni mysi BPA v prenatalnim a lakta¢nim
obdobi mélo také vliv na jejich chovani v pozdé¢jSim véku (Nakamura a kol,
2012).

Zaméfime-li se na ryby jako hlavni pfedstavitele vodniho prostiedi,
nelze opomenout studii Villeneuve a kol. U dvou druh ryb (Pimephales
promelas a Danio rerio) byla prokazana zvySena produkce vitellogeninu
pii koncentracich BPA 10 pg/l (Villeneuve a kol., 2012). Karasu stibtitému
(Carrasius auratus L.) vystavenému davkam (0,6; 4,5 a 11,0 pg/l) BPA
podobu 20 a 30 dnG prokazateln¢ klesly hladiny testosteronu
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a 11-ketotestosteronu. Zaroven se snizila pohyblivost a rychlost spermii.
Hladina VTG se zvysila az po 30 dnech (Hatef a kol., 2012).

Ovlivnéni ¢loveka BPA je predevsim pozorovano v prenatalnim obdobi
a unovorozenci. Chou a kol. (2011) zjistili, Ze se z zeniny krve dostava
do krve pupecnikové zhruba pétkrat mensi mnozstvi BPA. Prestoze plod neni
vystaven pusobeni celé davky BPA, maji novorozenci Zen vice vystavenych
pusobeni BPA prokazateln¢ niz§i porodni hmotnost nez novorozenci
zen S niz8§imi hodnotami BPA v krvi. BPA byl nalezen v krvi, mo¢i, tkanich,
matefském mléce, dokonce je prokazan jeho prichod placentou (Vandenberg

akol., 2012).

5.4 lrgasan

IRG neboli triklosan (2,4,4-trichloro-2-hydroxydiphenyl ether) (Obr. 6)
je latkou hojné pouzivanou jiz 40 let. Béhem téchto 40 let jeho uziti znacné
stoupd. IRG je latka se Sirokym spektrem antibakteridlniho G¢inku. Plsobi jak
na bakterie gram pozitivni, tak na bakterie gram negativni. Jeho baktericidni
ucinek spociva v inhibici enoyl-acyl reduktazy, ¢imz zabranuje bakterialni
syntéze lipidii. Hojn¢ se proto pouzivad jako prosttedek osobni péce
v domacnostech, zdravotnickych zafizenich i nemocnicich (Fang a kol., 2010,

Jones a kol., 2000, McMurry a kol., 1998).

a

Cl

Obr. 6 Irgasan
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Tato synteticka latka se pfidava do velké Skaly spotifebniho zbozi.
Ptikladem mohou byt zubni pasty, Ustni vody, deodoranty, mydla, textil
(v€etné spodniho pradla), hracky, myci prostiedky na nadobi a plastové nadobi
(Adolfsson-Erici a kol., 2000, Fang a kol., 2010, Calafat a kol., 2008).
Triklosan také slouzi kochrané¢ proti S$ifeni methicilin-rezistentnimu
Staphylococcus aureus (MRSA) v klinickém prostfedi, pfi cisténi
chirurgickych pomtcek, jako predoperacni kozni ptipravek a jako piipravek
k prevenci $ifeni infekce ran (Jang a kol., 2008, Zafar a kol., 1995, Fang a kol.,
2010). Z vyse uvedeného je patrné, ze Cloveék je vystaven pisobeni IRG
zmnoha stran. IRG se tak dostavd do naseho organismu a muze
se zde hromadit.

IRG je snadno degradovatelny pomoci sluneéniho a UV zateni. Produkty
tohoto rozkaldu mohou byt dichlorodibenzo-p-dioxiny
nebo dichlorohydroxydibenzofuran, které jsou vysoce toxické (Sanchez-Prado
a kol., 2006, Buth a kol., 2009). Pii chloraci vody mohou vznikat nebezpecné
chlorfenoly a chloroform (Rule a kol., 2005).

5.4.1 Efekt IRG na Zivé organismy

Severoamerickému skokanu (Rana catesbeiana) vystavenému nizkym
koncentracim IRG byla naruSena cCinnost hormonu $titné zlazy souvisejici
s genovou expresi (Veldhoen a kol., 2006). IRG ptitomny ve vodé mize také
vyznamné redukovat poéet vzacnych druht fas rodu Chlamydomonas (Wilson
a kol., 2003). Crofton a kol. (2007) potvrdili naruseni homeostazi hormont
Stitné Zlazy u potkanti pii jejich vystaveni ptisobeni IRG.

Rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda je u IRG 4,76, coz svédci
pro jeho lipofilitu. IRG byl nalezen v mléce a plazmé kojicich zen.
Jeho pfitomnost byla vSeobecné vyssi u matek pouzivajicich jako piipravky
osobni péce vyrobky obsahujici IRG. Z toho plyne, Ze jako hlavni zdroj
by se daly povazovat PPCPs. Jeho koncentrace byla vys$si v plazmé,
nez V mléce, coz napovidd, ze kojené déti nejsou vystavené piimo celé davce
IRG (Allmyr a kol., 2009, Adolfsson-Erici a kol., 2002). Avsak ze studie A.D.
Dayan (2007) vyplyva, ze koncentrace IRG v mléce nepifedstavuje vyznamné

riziko prokojené déti. Pfitomnost IRG byla napiiklad prokazana v moci lidi
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z USA. Asi ve tfech cCtvrtinach vSech odebranych vzorkdi byly nalezeny
detekovatelné koncentrace triklosanu. Jeho koncentrace nebyly zavislé na rase
nebo pohlavi, nybrz na socioekonomickém stavu a véku. Nejvyssi koncentrace
triklosanu byly nalezeny u lidi ve treti dekadé zivota s vy$Simi domécimi
pfijmy (Calafat a kol., 2008). Naopak ve studii potadané v Australii byla
prokdzana nejen zavislost véku (nejvétsi koncentrace 31 - 45 let), ale také
pohlavi na koncentraci IRG v plazmé. Muzi dosahovali zpravidla vyssich
hodnot (Allmyr a kol., 2008).

Ptitomnost IRG aktivuje u lidi pregnanovy X receptor, ktery mimo jiné
reguluje genetickou transkripci vysoce specifického metabolického enzymu
CYP3AA4. Tento enzym je dillezitym prostiednikem biotransformace sterioda,
farmak a jinych xenobiotik (Jacobs a kol., 2005).

5.5 4-Nonylfenol

Alkylfenol ethoxylaty jsou povrchové aktivni neionogenni latky,
které jsou pouzivané jako meziprodukt nebo jako piisada pro Sirokou Skalu
primyslovych vyrobkl a procest. Pouzivaji se v primyslovych detergentech
I v domacnostech. Kdyz se tyto detergenty dostanou do vody, rozkladaji
se na kratsi fetézce ethoxylatd a alkyfenoll. Jejich svétova produkce se rocné
pohybuje kolem 600 kt (k roku 2003). Vice nez 90 % alkylfenol ethoxylatt
vyrabénych ve svét€ zahrnuje prav€ nonylfenoly, jejichz soucasti je 4Nph
(Saito a kol., 2004, Kumaran a kol., 2011, Guenther a kol., 2006).

Nonylfenoly jsou obvykle dostupné jako smés izomert, jejichz soucasti
je i 4Nph. Nonylfenoly jsou od Sedesatych let minulého stoleti pridavané
do cisticich prostiedkti a pouzivaji se pii celé fadé vyrobnich procest.
Pouzivaji se jako dispergacni Ccinidla pii vyrobé celulézy a papiru,
jako emulgatory v barvach, latexu a pesticidech, flota¢ni agens, pramyslové
I domaci Cistice (Guenther a kol., 2006).

4ANph (Obr. 7) a nonylfenol ethoxylat jsou pro sva mozna rizika
zatazeny do pravnich pifedpisi Evropské unie. Konkrétné v nafizené
Evropského parlamentu €.166/2006 ze dne 18. ledna, ktery zfizuje evropsky
registr uniku a pfenosu znecist'ujicich latek a kterym se méni smérnice Rady

91/689/EHS a 96/61/ES, priloha II. Pro ob¢ tyto latky je uréena prahova
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hodnota pro tinik do vody a pudy. V obou piipadech tato hodnota dosahuje
1kg/rok (http://eur-lex.europa.eu).

Obr. 7 4-nonylphenol

5.5.1 Efekt 4Nph na Zivé organismy

Jak ukazuji Kaptaner a Unal (2011), ptitomnost 4Nph ve vod¢é mize
zpusobit apoptézy v jatrech a gonddach. Endemické kaprovité ryby
(Chalcalburnus tarichi) z jezera Van ve vychodnim Turecku byly vystaveny
koncentracim 4Nph 10, 60, 200 pg/l po 32 dni. Nejvyssi davky prokazatelné
zpusobily narlst apoptozy jater a gonad (zarodky varlat, folikularni bunky
vajeénikt). Pii koncentracich 60 ug/l zpusobil 4Nph fibrozu semenotvornych
kanalki. Apoptozu testikularnich bun€k pii chronickém vystaveni 4Nph
100 pg/l u medaky japonské (Oryzias latipes) potvrzuje také studie Webra
a kol. (2002). Pti koncentraci 4Nph 220 pg/l byla prokazana bioakumula 4Nph
v tkanich pstruha duhovaného (Onchorynchus mykiss) a timto jevem spojené
histopatologické a biochemické zmény v jatrech (Uguz akol., 2003).
Programovana bunééna smrt byla evidovana také u mysi. Konkrétné se jednalo
0 apoptotické ovlivnéni osteoblastu (Sabbieti a kol., 2011).

Quian a kol. (2011) zjistovali efekt 4Nph na tasu Chlorella vulgaris.
Kratké plisobeni 4Nph utlumilo jeji riist a zplisobilo pokles chlorofilu v fase.
Vystaveni Chlorelly vulgaris 4Nph vedlo k nadprodukci reaktivniho kysliku,
a zpusobilo tak oxida¢ni stres, ktery muze rozkladat membranovy systém.
Studie doklada vliv 4Nph na fotosyntézu a rozklad bunéénych struktur
pii kratké dobé pusobeni této latky. Capaldo a kol. (2012) zjistili, ze Colci
(Triturus carnifex) vystaveni pusobeni 19 pg/l 4Nph méli zna¢né ovlivnénou

¢innost nadledvin. Z toho usuzuji, Ze by mohl 4Nph pfispét k poklesu
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obojzivelnikd v ptirodé. 4Nph byl schopen narusit morfogenezi struny hibetni,
svalovou funkci aneuroendokrinni systém u kaprovit¢ rybky Dania
pruhovaného (Danio rerio). Tyto tdaje naznacuji, ze 4Nph trvale ovliviiuje
embryondlni vyvoj dania a mize vykonavat Skodlivé ucinky prostfednictvim
riznych signalnich drah (Chandrasekar a kol., 2011).

U clovéka miize 4Nph vyvolavat bunéfnou proliferaci a muize
stimulovat receptor pro progesteron v lidskych nadorovych buikach MCF7.
4Nph ak muze zvySovat riziko rakoviny prsu (Vivacqua a kol., 2003, Soto
a kol., 1991). Studie provadéné na mysich odhalily vliv 4Nph na snizeni poctu
spermii, n&ktefi autofi predpokladaji podobny vliv i na cloveka,

avSak to nebylo prozatim dokazano (Aly a kol., 2012, Chitra a kol., 2002).

6. Vyskyt endokrinnich disruptori Vv ¢istirnach odpadnich vod

V zahranic¢i existuje cela fada studii zabyvajicich se osudem ED v pribéhu
¢isténi odpadnich vod. Tyto studie se tykaji ptfedevsim vyskytu ED v ptitoku
a odtoku COV. Zkouman byl také pribéh &isténi a v nékterych piipadech byly
porovnavany i Cistirenské procesy mezi sebou. Pro piehlednost byl v této praci
rozdélen vyskyt ptirozenych estrogent (E1, E2, E3) a estrogent syntetickych
spolu s thyroidnim IRG (EE2, IRG, 4Nph, BPA) do dvou kapitol.

6.1 Vyskyt pFirozenych estrogeni v COV

Ve studii zroku 2010 byly sledovany vstupy a vystupy
ze 14 francouzskych COV. Mezidenni variabilita koncentraci estrogenti
dosahovala 20-70 %. Koncentrace E1 se pohybovala vrozmezi hodnot
22 a7z 181 ng/l, E2 3,5 az 50 ng/l, koncentrace E3 se pohybovala mezi
282676 ng/l v piitoku na COV, vodtoku jejich koncentrace Klesly.
Koncentrace E1 v odtoku dosahovaly hodnot 0,2 az 64 ng/l, E2 1,1 az 11,3 ng/I
ptficemz a koncentrace E3 se pohybovala mezi 5,2 a 47 ng/l. Detekéni limity
dosahovaly 1 - 3 ng/l. Ve studii nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily
mezi COV umisténymi v méstskych regionech a COV venkovskych. E3
byl nejcastéji detekovanou estrogenni latkou ve studii, coz koresponduje
s vys§im obsahem E3 vyluCovanym lidmi. Vys$i koncentrace E1 namétené

v odtoku z COV autor pfipisuje faktu, e E2 a EE2 se mohou rozkladat nejdiiv
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na El a az pak dochazi k dalsi degradaci. Stfedni hodnota odstranéni E1, E2
a E3 béhem ¢isténi vod dosahuje vice, nez 90 % (Gabet-Giraud a kol., 2010).

Andersen a kol. (2003) zkoumali proces ¢iSténi odpadnich
vod v némeckém Wiesbadenu. Tato COV zahrnuje procesy aktivovaného kalu,
nitrifikace a denitrifikace. Naméfené koncentrace E1 u vstupu se pohybovaly
Vv rozmezi 54 - 76 ng/l a E2 12,2 - 19,5 ng/l. U vystupu z COV tyto koncentrace
nepievySovaly detek¢ni limit 1 ng/l. Odstranéni téchto pfirozenych hormoni
ptevySovalo 98 %. Hodnota E1 po primarnim pied¢isténi oproti vstupu stoupla,
coz je podle autord dusledkem rozkladu konjugéti (glukuronidi a sulfatd).
Ptirozené estrogeny byly redukovany béhem celého ¢isténi odpadnich vod.

V COV ve $panélské Galicii byl provadén odbér vzorki v dubnu 2002.
Naméiené hodnoty se v tomto piipadé u E1 a E2 pohybovaly okolo 2 - 4 ng/l.
U obou slouCenin byl nejdiive zaznamenan nartst diky dekonjugaci
glukuronidi. Koncentrace E2 béhem ¢isténi klesly pod 0,5 ng/l. Koncentrace
E1 naopak béhem posledniho kroku stouply. Tento jev je vysvétlovan oxidaci
E2 na E1 v oxida¢nim tanku (Carballa a kol, 2004).

Lagana a kol. (2004) zjistovali koncentrace estrogentd ve vodach fimské
COV zalozené na procesu aktivovaného kalu. Nejvyssi koncentrace na pitoku
byly zaznamenany u E1 15 - 60 ng/l, dale pak u E3 23 - 48 ng/l a pouhych
10 - 31 ng/l u E2. Na odtoku tyto koncentrace klesly na hodnoty E1 na 5 - 30
ng/l, E2 3 - 8 ng/l a E3 pod 1 ng/l. E1 a E3 jsou nejhojn&jsi hormony
vylu¢ované zenami v reprodukénim véku, proto jsou také jejich koncentrace
ve vodé nejvyssi.

Fernandez a kol. (2007) zkoumali pfitok a odtok z komunalnich COV
vKanadé. Nejvyssi hodnoty koncentrace estrogenii Vv odtoku z COV
kopirovaly trend E1 > E2 > E3. Ve vsech ptipadech se koncentra¢ni hladiny
piirozenych estrogent pohybovaly pod 20 ng/l.

Belfroid a kol. (1999) zjistovali koncentrace ED v odtoku z péti
nizozemskych COV. Metoda pouzta v této praci dosahovala mezi detekce
0,1 ng/l. E1 a E2 byly detekovany ve vétsin¢ vzorkd. Nejvyssi koncentrace
byly zaznamenany pro E1 - vice jak 47 ng/l. E2 pak v rozmezi koncentraci

1-12 ng/l. Data dale naznaluji, e v odtoku zméstské COV byly
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zaznamenany vy$§i koncentrace pfirozenych ED, nez v COV usticich
Z pramyslovych zon.

V ¢inské COV zaloZené na procesu koagulace, mikro membranové
filtrace a ozonizace byly nameéfeny koncentrace pfirozenych hormont
napiitoku E1 2,0 - 6,0 ng/l, E2 1,0 - 4,0 ng/l. Uginnost odstranéni
E1 dosahovala 75 % a E2 72 % (Wang a kol., 2005).

Nejvétsi  koncentrace v péti  korejskych  COV  dosahoval
E3 125-802 ng/l, dale E1 32 - 70 ng/l a nejmensich E2, ktery neptesahoval
koncentrace 4 ng/l. Vsechny pfirozené hormony se b&éhem Cc¢isténi dobie
rozlozily (100%, jen E1 z 86 %) (Behera a kol., 2011).

Ve francouzském Lyonu byl na jafe roku 2006 provadén vyzkum
ED v odtoku ze dvou mistnich COV. E3 nebyl v COV viibec detekovan.
Koncentrace E2 se pohybovaly pod limitem kvantifikace az do 42,6 ng/l
respektive pod limitem detekce do 12,6 ng/l. Koncentrace E1 dosahovaly
9,9 - 64,4 ng/l. Pouze koncentrace E1 z konce dubna dosahovala vyssi hodnoty
(196,7 ng/l) (Vuliet a kol., 2007).

Ve 3$panélské COV odebirali Fernandez a kol. (2009) denni
kompositivni vzorky béhem jednoho tydne a sledovaly pribéh koncentraci
vybranych ED. Koncentrace E1 dosahovala na pfitoku az 71ng/l, E3
32-172ng/l a E2 nebyl detekovan. Vsechny tyto latky nebyly v odtoku
detekovatelné. Mezidenni rozdily koncentraci byly pro tyto pfirozené
estrogeny viditelné&jsi oproti syntetickym hormontm (BPA, 4Nph).

Nelson a kol. (2011) zkoumali koncentrace pfirozenych hormont
na odtoku z COV v Los Angeles b&hem jednoho dne. Jediny hormon, ktery
dosahl mezi detekce (2 ng/l), byl El. Vzorky byly odebirany po hodiné.
Nejvyssich hodnot (15 -65ng/l) dosahla koncentrace E1 mezi 16. a 19.

hodinou, nejnizsi koncentrace byly zaznamenany mezi 8. a 11. ranni.

Vyskyt piirozenych estrogend v piitoku na COV &asto kopiroval trend
E3 > E1 > E2. PficemZ mezidenni i hodinové koncentrace se znacné¢ liSily
(20 - 70 %). Kvuli dekonjugaci glukuronidi a sulfidit béhem primarniho ¢isténi
byly zaznamenany zvySené koncentrace pfirozenych hormonti na konci této
faze CiSténi. Stejny divod mlZze mit nedostatecné odstranéni tohoto hormonu

zvody vytékajici z COV. Piirozené estrogeny se zvody béhem ¢isténi
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odstranily témét ze 100 % (86 - 100%). E3 a E2 témér vzdy dosahly degradace
ptes 90 %. Koncentrace E1 ve vod¢ klesly ze vSech pfirozenych hormont
nejméné. Vyssi koncentrace E1 naméfené ve vodé vytékajici z COV autofi
pripisovali faktu, ze E2 a EE2 semohou rozklddat nejdiiv na EIl
a az pak dochazi k dalsi degradaci. Co se ty¢e typu odvodinované zony, vyssi
koncentrace estrogenti byly zaznamenany u COV usticich z méstskych zon,
nez u COV primyslovych, aviak rozdil mezi COV vesnickymi a méstskymi
nebyl zaznamenan. (Nelson a kol., 2011, Fernandez a kol., 2009, Vuliet a kol.,
2007, Behera a kol., 2011, Wang a kol., 2005, Belfroid a kol., 1999, Fernandez
a kol., 2007, Lagana a kol., 2004, Carballa a kol, 2004, Gabet-Giraud a kol.,
2010, Andersen a kol., 2003)

6.2 Vyskyt syntetickych ED v COV (EE2, IRG, 4Nph, BPA)

Ve Francii byl EE2 detekovan ve tfech ze 30 vzorkll nasbiranych
ze 14 COV. Jeho koncentrace se pohybovaly mezi 1,6 - 4,4 ng/l v odtoku.
V ptitoku detekovan nebyl (Gabet-Giraud a kol., 2010). V némecké COV
byl zaznamenan EE2 u vstupu v koncentracich 3,5 az 7 ng/l. Béhem ¢isténi
byla jeho koncentrace sniZzena o090 %, pficemz EE2 byl odstranén pouze
béhem Cisténi aktivovanym kalem, zadné dalsi Cistirenské postupy k jeho
odstranéni nepiispély (Andersen a kol., 2003).

Lagana a kol. (2004) nenasli v odpadnich vodach zadné koncentrace
EE2. Avsak co se tyCe dalSich syntetickych estrogeni, jejich koncentrace
dosahovaly vysokych hodnot. BPA byl zaznamenan v koncentra¢nim rozmezi
332 - 339 ng/l ve vodé pritékajici a 13 - 36 ng/l ve vodé vytékajici z COV,
4Nph byl na pfitoku v koncentracich 4192 - 8768 ng/l a v odtoku
1120 - 2235 ng/l. Jejich vysoké hodnoty si autofi vysvétluji masivnim
pouzivanim jak v domacnostech, tak v primyslu. Vétsi odstranéni BPA (90 %)
oproti 4Nph (75 %) je zduvodnéno vétsi odolnosti 4Nph k mikrobialni
biodegradaci. Krom toho mize 4Nph také vznikat rozkladem
alkylphenolpolyethoxylati.

Fernandez a kol. (2007) zaznamenali vyskyt EE2 ve vétSiné odebranych
vzorkl, avSak vétSina koncentraci se pohybovala okolo 5 ng/l a nizSich.

Jen sporadicky se objevily koncentrace dosahujici az 178 ng/l. Nejvyssich
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koncentracnich hladin ve vzorcich dosahoval 4Nph, pficemz béhem cisténi
se ho odstranilo 56 %. Koncentrace BPA se pohybovala kolem 140 ng/l
a béhem cisténi se snizila 0 70 %.

V ¢inské COV byly zaznamenany koncentrace EE2 do 8,1 ng/l, 4Nph
1,0-7,0 ng/l, BPA 3,0 - 14,2 ng/l. Nejvyssi ucinnost odstranéni byla
zaznamenana pro BPA (82 %) a EE2 (71 %). 4Nph se degradoval pouze
259 % (Wang a kol., 2005). V péti korejskych COV naméfili na piitoku
koncentrace IRG 247 - 785 ng/l a na odtoku 79 - 149 ng/l, coz odpovida 80 %
odstranéni (Behera a kol., 2011).

V Katalanské COV probihal odbér dennich kompositivnich vzorkd
pfitoku a odtoku béhem jednoho tydne a byl sledovén pribéh koncentraci
estrogenti. 4Nph byl detekovan na koncentra¢ni urovni mezi 3310 - 7220 ng/I
v piitoku. Uginnost odstranéni se pohybovala kolem 64 - 100 %, pfi¢emz
nejvyssi naméfend koncentrace 4Nph ve vytékajici vodé z COV odpovidala
dni s nejmensim odstranénim (sobota) a dosahovala 2250 ng/l. Pro BPA byly
naméfeny hodnoty v pfitékajici vodé do 2060 ng/l. Odstranén byl z 52 - 100 %.
Nejnizsi pokles BPA odpovidal ¢tvrtku. Ve ctvrtek byla zaroven namétena
nejvyssi koncentrace BPA v odtoku (990 ng/l) (Fernandez a kol., 2009).

Buth a kol. (2011) zkoumali dvé COV ve Spojenych statech americkych.
Jedna z t&chto COV byla velkd méstska COV, druhd usti z univerzitniho
meésteCka. Koncentrace IRG se v pfitoku pohybovaly vrozmezi hodnot
2160 - 4530 ng/l. Odchyleni piedstavovala koncentrace naméfena v Srpnu
na COV dstici z univerzity. Toto je snadno vysvétlitelné tim, Ze v srpnu nejsou
na univerzité¢ pfitomni témet zadni studenti. Procento odstanéni IRG b&hem
gisténi dosahovalo k 92 - 97 %. Ve vodé vytékajici z COV tedy dosahovaly
koncentrace IRG 13 - 183 ng/l.

Nelson a kol. (2011) zkoumali koncentrace IRG na COV b&hem jednoho
dne. Vzorky byly odebirany po hodin€. Nejvyssich hodnot (15 - 65 ng/l)
dosahla koncentrace IRG mezi 16. a 19. Hodinou, nejnizsi koncentrace byly
zaznamenany mezi 8. a 11. ranni. BPA a EE2 v odtoku z COV nedosahovaly
2 ngl/l.

cvwr

zaznamenany pro 4Nph. Koncentrace 4Nph se pohybovaly fadové v 1000 ng/I
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a procento odstranéni kolem 60 %. BPA a IRG shodné dosahovaly koncentraci
radové 100 ng/l, pficemz odstranéni BPA béhem ¢isténi se pohybovalo
do 6 ng/l. Procento odstranéni vtomto piipadé dosahovalo k70 - 90 %.
Pro EE2 byly sice zaznamenany niz§i koncentrace, ale co se tyce vyskytu EE2
byl detekovan témét ve vSech studiich. Mezidenni a denni koncentrace
syntetickych estrogenti nedosahovaly takové variability jako koncentrace
hormonu pfirozenych. (Nelson a kol., 2011, Buth a kol., 2011, Fernandez
a kol., 2009, Behera a kol., 2011, Wang a kol., 2005, Fernandez a kol., 2007,
Andersen a kol., 2003, Lagana a kol., 2004, Gabet-Giraud a kol., 2010)
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7. ReSerSe metodiky

ED se vodpadnich vodach vyskytuji v mnozstvich jednotek
ng/l a stoupaji k pg/l. Kjejich stanoveni je tedy potieba velmi nizkych
detekénich limitd klesajicich az k1 az 0,5 ng/l. Mimo to mivaji
environmentalni vzorky obvykle slozitou matrici. Odpadni vody obsahuji velky
podil makromolekularnich latek, které mohou s cilovymi slouc¢eninami
interferovat. Proto je stanovovani ED v environmentalnich vzorcich obtizné
a Casove naroc¢né.

Ke stanoveni ED se pouziva Siroké spektrum analytickych metod:
filtrace, rizné typy extrakce a derivatizace, prekoncentrace, chromatografické
separace a hmotnostni spektrometrie s detekci. Pouze kombinace u€innych
separacnich a Cisticich technik s vysoce citlivymi metodami detekce muize byt

pfi analyze stopového mnozstvi ED v environmentélnich vzorcich ti€inna.

7.1 PredbéZna Gprava environmentalnich vzorki

V ¢Cetnych studiich bylo uvedeno, Zze vzorky byly ulozeny v chladu pti
teplot¢ 4 °C v cernych sklenénych lahvich s teflonovym vickem, tim
se zabranilo rozmnozeni mikroorganismi, piipadnému rozkladu cilovych latek
a kontaminaci z plastu vi¢ka (Johnson a kol., 2005, Vulliet a kol., 2007, Giraud
a kol., 2010).

V literatufe bylo uvedeno, ze vzhledem k velkému znecisténi vod
pochéazejicich z COV bylo nutné vzorky nejprve piefiltrovat. K odstranéni
suspendovanych ¢astic z vody byla pouzivana cela fada filtr, naptiklad filtry
ze sklenénych vlaken (Desbrow a kol, 1998, Isobe a kol., 2002, Johnson a kol.,
2005, Gabet-Giraud a kol.,, 2010) nebo nitrocelulézové membrany,
které dosahovaly velikosti mikropori 0,45 um (Vulliet a kol., 2007). Desbrow
a kol. (1998) vyvratili domnénku, ze se na filtrech tyto latky zachytavaji.

7.2 Extrakce na tuhé fazi

Analytické metody stanoveni ED ve vodach jsou mimo jiné zaloZeny
na separaci latek ze vzorku. Vzhledem K jejich stopovym koncentracim
jenutné pouzit k analyze velké mnozstvi vodnich vzorkt. Nejucinnéjsi

metodou se ukazala extrakce na tuhé fazi, diky které se vzorek zakoncentruje,

35



odstrani se n¢které interferujici latky a vzorek se prevede do matrice, se kterou
jsme schopni dale pracovat a ktera je vhodnd pro dalsi chromatografické

zpracovani.

7.2.1 Napln extrakéni kolony

Napln¢ extrakénich kolon se rozd€luji na tfi zakladni typy sorbentii
dle jejich vlastnosti. Sorbent miize byt zaloZen na principu iontoménice, mize
byt polarni (Silikagel) nebo nepolarni (reverzni faze C18), piipadné muze
zahrnovat jejich kombinace (tzv. mix mode) (Oasis MAX).

Nejcastéji byly v literatufe vyuzivany dva typy kolon a to kolonky
obsahujici nepolarni C18 reversni sorbent (Shen a kol., 2005, Andersen a kol.,
2002, Nakada a kol., 2006, Samaras a kol., 2011) a kolonky Oasis HLB
(hydrophilic-lipophilic balance - hydrofilni-lipofilni rovnovaha) od firmy
Waters (Vanderford a kol., 2003, Zhou a kol. 2010, Camacho-Munoz a kol.,
2010, Morales a kol., 2005, Lagana a kol., 2004) s polymernim sorbentem.

Nekteti autofi se zabyvali otazkou, zda jsou pro analyzu lepsi kolonky
Oasis HLB nebo kolonky s naplni C18. U¢inngjsi byly Oasis HLB, avsak tento
rozdil byl zanedbatelny, uvazime-li jejich rozdilnou cenovou naro¢nost, pro
zpracovani vét§tho mnoZstvi vzorkl je vyhodnéjsi pouzivat kolonky s C18

naplni (Liu a kol., 2004, Pailler a kol., 2009).

7.2.2 Eluéni ¢inidla

Diilezitou soucasti SPE je eluce a pouzit¢ rozpoustédlo. Vhodné
zvolené rozpoustédlo by mélo byt selektivni. Navic je mozZné zaradit Cistici
kroky, pfi nichz se nami zvolené latky ze sorbentu nevyvazou, avsak necistoty,
které by mohly interferovat s uréenymi latkami, se timto krokem odstrani.

Nejcastéji pouzivana byla eluc¢ni ¢inidla: aceton (Zhou a kol., 2010,
Shen a kol., 2005), methanol (MeOH) (Vanderford a kol., 2003, Lagana a kol.,
2004, Nakada a kol., 2006, Gabet-Giraud a kol., 2010, Jeannot a kol., 2002),
ethylacetat (EtAc) (Samaras a kol., 2011, Gabet-Giraud a kol., 2010),
dichlormethan (DCM) (Jeannot a kol., 2002, Lagana a kol., 2004, Zhou a kol.,
2010), ptic¢emz pro Oasis HLB se pouzivali vétSinou smési téchto rozpoustédel

a pro napln C18 se pouzivala spiSe Cistd rozpoustédla. DCM bylo uzito vzdy
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ve smési, aby nedoslo k eluci interferujicich latek (Jeannot a kol., 2002, Lagana
a kol., 2004, Zhou a kol., 2010, Samaras a kol., 2011).

7.3 Gelova permeacni chromatografie

Pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) byly pied¢istovany
pevné vzorky, jako jsou puda a kal, v nékterych ptipadech i voda. Metoda GPC
je zalozena na principu molekulového sita. Molekuly vétsi nez pory gelu
nepronikaji do pori a prochazeji pres kolonu stejnou rychlosti jako mobilni
faze, z ¢ehoz vyplyva, Ze velké molekuly prochézeji kolonou rychleji a mensi
pomaleji.

NejCastéji  pouzivanou mobilni fazi v literatufe byla smés
cyklohexan : aceton (1 : 3) (Ternes a kol., 2002, Andersen a kol., 2003) a DCM
(Houtman a kol., 2006, Navarro a kol., 2006). Stacionarni fazi byvaji nejcastéji
gely zalozené na bazi polymert (Ternes a kol., 2002, Andersen a kol., 2003,
Houtman a kol., 2006, Navarro a kol., 2006).

7.4 Derivatizace

Pokud pouzivame pro konecné stanoveni koncentrace ED ve vodéch
plynovou chromatografii (GC), je Zzadouci predem provést derivatizaci.
Derivatizace se pouziva v pfipadé polarnich analytli, aby se zlepSila G€innost
extrakce nebo chromatograficka odpovéd. V ptipadé ED se bézné vyuziva
metody silylace a acetylace, pfi¢emZz prvni jmenovana byla pouzita Castéji
(Iparraguirre a kol., 2011, Pacakova a kol., 2009).

Silylace je byla vhodnd pro analyty obsahujici aktivni vodik.
Derivatizace snizila polaritu, zvySila volatilitu a zlepsila termickou
a katalytickou stabilitu, coz bylo dulezité pro dosazeni optimalni citlivosti
arozliseni na GC. Mimo to se piiznivéji fragmentovaly vzorky, a tak
se zlepSovaly vlastnosti méfeni na MS. Na silylaci se pouzivaly latky N-O-bis-
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide  (BSTFA), N-methyl-N-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide (MSTFA), N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-
methyltrifluoroacetamide (MTBSTFA), které tvotily trimethylsilylové (TMS)
a tert-butyldimethylsilylové ~ (TBS)  derivaty. Jako  katalyzatory se

k derivatizacnimu ¢inidlu cCasto ptidavaly trimethylchlorosilan (TMCS),
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trimethylsilylimidazol (TMSI), tert-butyldimethylsilyl-chlorosilan (TBCS)
nebo tert-butyldimethylsilyl-imidazolu (TBSI). Derivatizace byla zavisla
na pouzitétm rozpoustédle a jeho poméru ku derivatizatnimu cinidlu
(Iparraguirre a kol., 2011, Pacakova a kol., 2009, Samaras a kol., 2011).
Naptiklad BSTFA a fenolové chemikalie mély rychlejsi reakce v polarnich
rozpoustédlech (Li a kol., 2001).

Nejcastéji se vyuzivaly Ctyfi silylaéni smési:
e BSTFA s1 % TCMS (Samaras a kol., 2011, Shen a kol., 2005,
Li a kol., 2001)
e MSTFA / TMSI / dithioerytrol - (1000 : 2 : 2 v/iv/w) (Ternes
a kol., 1999, Ternes a kol., 2002, Johnson a kol., 2005)
e MTBSTFA (Morales a kol., 2005)
e BSTFA/TCMS/TMSI - (99 :1: 0,5 viviv) (Zhou a kol., 2010)

Méné pouzivanou metodou derivatizace byla acylace. Tu autofi
provadéli pomoci acetanhydridu v kombinaci s pyridinem (PYR) (Isobe a kol.,
2002, Nakada a kol., 2006).

7.5 Chromatografické metody

Ke stanoveni ED ve vodach se vzhledem K jejich nizkym koncentracim
pouzivaly vysoce ucinné chromatografické metody. NejvyuZivanéjSimi
metodami byly GC (Hernando a kol., 2004, Shen a kol., 2005, Zhou a kol.,
2010) a kapalinova chromatografie (LC) (Lagana a kol., 2004, Vanderford
a kol., 2003), které oddélovaly latky pro naslednou detekci prevazné pomoci
hmotnostni spektrometrie (MS).

Pro zvySeni citlivosti pfistroje bylo v literatufe pouzito tandemové
MS/MS (Morales a kol., 2005), Hernando a kol. dolozili (2004), Ze pii analyze
BPA se muze citlivost zvysit az desetkrat.

Co se ty¢e detekénich limith ED Lagana a kol. (2004) dosahli
pro LC/MS/MS detekénich limitti pro piitok do COV 1,2 - 7 ng/l a pro odtok
zCOV 0,5-1,1ng/l (E1, E2, E3, EE2, BPA), pouze pro 4Nph dosahoval
detek¢éni limit hodnot pro pfitékajici vodu 182 ng/l a pro vodu odtékajici
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zCOV 55 ng/l. Vanderford akol. (2003) pouzili LC/MS/MS analyzu
pro detekci IRG, E2 a EE2, pficemz jejich detekéni limit dosahoval 1 ng/l.

GC vyuzili v pokusech také Hernando a kol. (2004), detekéni limity
pro E1, E2, EE2 a BPA se pohybovaly mezi 2,5 - 27,5 ng/l. BPA a 4Nph
dosahovaly v praci Shena a kol. (2005) detek¢nich limita 2,5 - 11,4 ng/l. Zhou
a kol. (2010) ur¢ili detekéni limity 0,3 ng/l pro E3 a 13,8 ng/l pro BPA.
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8. Metodika

8.1 Pouzité materialy

Tab. 3 Souhrn pouzitych materiald

Standardy

17 a - Ethynylestradiol, 98 %, HPLC, Sigma - Aldrich (USA)
4 - Nonylphenol, 99,9 %, Sigma - Aldrich

deutorizovany Bisphenol A, A - D 16, Sigma - Aldrich
Bisphenol A, 99+ %, Sigma - Aldrich

Estriol, > 97 %, Sigma - Aldrich

Estrone, > 97 %, Sigma - Aldrich

Irgasan, > 97 %, HPLC, Sigma - Aldrich

B - Estradiol, > 97 %, Sigma - Aldrich

Dalsi pouzité chemikalie

Acetonitril LC-MS, 99,95 %, Biosolve BV (Nizozemsko)
Ammonium hydroxide solution, 28,0 - 30,0 %, Sigma - Aldrich
Antracen, 99 %, Sigma - Aldrich

Bio-Beads®S-X12 gel, Bio-rad (USA)

BSTFA + TMCS, 99 : 1, Sigma - Aldrich

Dichlormethan HPLC, 99,9 %, Chromservis

Dimethylformamid HPLC, 99,9 %, Sigma - Aldrich

Ethyl acetate, for HPLC - G, Chromservis

Hexachlorobenzen, 99,8 %, Sigma - Aldrich

Hexan PESTAPUR, 95 %, Chromservis

Kyselina chlorovodikova, 35 % p.a., Lachner (CR)

Kyselina mravenci, 98 - 100 %, Sigma - Aldrich

Methanol absolute LC - MS, Biosolve BV

N, N - Dimethylformamide, for HPLC, > 99,9 %, Sigma - Aldrich
Octachlornaftalen, 99,9 %, Sigma - Aldrich

Pyridine CHROMASOLYV Plus, for HPLC, > 99,9 %, Sigma - Aldrich
Siran sodny bezvody p.a., Lachner

Filtry a kolonky

Filter Papers MN GF - 2, 0,5 um, pramér 45 mm, P - LAB (CR)

Filter Papers MN GF - 4, 1,4 um, primér 45 mm, P - LAB

Chromabond C18 sklenéné kolonky, 6 ml, Chromservis

Membrane Filters (Mixed cellulose ester), 0,2 um, primér 47 mm, Whatman
(USA)

Membrane Filters (Mixed cellulose ester), 0,45 um, pramér 47 mm, Whatman
Membrane Filters (Mixed cellulose ester), 0,8 um, pramér 47 mm, Whatman
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Oasis MAX, 6c¢c (150 mg) Extraction Cartridges, Waters (Irsko)

Pouzivané pfistroje

Centrifuga EBA 20, Hettich (USA)

Elektroda HC 103, THETA 90 (CR)

Extraction Manifold, Waters

GC/MS - Scion SQ (autosampler Bruker CP 8400 a vyhodnocovaci program MS
workstation 8), Bruker (Némecko)

GC kolona DB-5MS o délce 30 m, pruméru 0,25 um a tloust’kou stacionarni faze
0,25 um, Agilent Technologies (USA)

HPLC/UV - Alliance (separacni modul Waters 2695 a PDA detektor Wares
2996) Waters

HPLC kolona Kinetex C18 2.6 um 150 x 3 mm, Phenomenex (USA)

pH metr ph 03, Labio a.s. (CR)

Pumpa deltachrom™, Watrex (CR)

Automaticky sbéraé frakei Fraction collector frac-100, Pharmacia (Svédsko)
GPC kolona Omnifit® Glass Column 10 x 500 mm, Chromservis

Ultrazvuk K12, Kraintek (Slovensko)

Vortex® IKA MS3 digital, Ika (Némecko)

Termostat Sterimat 334.2, Brnénska medicinska technika a.s.

8.2 Chromatografické podminky - HPLC/UV

Pro analyzu vytéZnosti derivatizace byl pouzit kapalinovy chromatograf
od firmy Alliance Waters, slozeny ze separa¢niho modulu Waters 2695 a PDA
detektoru Waters 2996. Latky byly separovany pomoci kolony Kinetex C18 2.6
um, 150 x 3 mm (Phenomenex). Mobilni fazi tvoril 10% ACN a 100% ACN,
pfi¢emZ linearni gradient mobilni faze odpovidal 8 % v Case nula a 80 %
V patnacté minuté. Na kolonu byl davkovan vzorek o objemu 20 pl. Analyza
trvala 23 min pii pritoku mobilni faze 0,8 ml/min a teploté kolony 35°C. Latky

byly detekovany pii vinové délce 280 nm.

8.3 Chromatografické podminky - GC/MS

Derivatizované (trimethylsililované) vzorky byly analyzovany plynovym
chromatografem firmy Burker - Scion SQ s autosamplerem Bruker CP 8400
a vyhodnocovacim programem MS workstation 8. Pro separaci latek byla
pouzita kolona DB-5MS o délce 30 m, 0 pruméru 0,25 um a s tloustkou

stacionarni faze 0,25 um (Agilent Technologies, USA).
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Nosny plyn helium protékal kolonou rychlosti 1 ml/min. Injektor, ktery
davkoval 1 pl vzorku, byl vyhiivan na 240 °C. Teplotni program zacal
izotermaln¢ pti 60°C a pii uzavieném délici. Po 1. minuté byl déli¢ otevien
vpoméru 1 : 50 a teplota zacala stoupat podle teplotniho gradientu v Case

analyzy (min) 60 (1), 120 (3,40), 240 (79,40). Celkova analyza trvala 80 min.

8.4 Derivatizace

Aby mohly byt vzorky déle analyzovany pomoci GC/MS, bylo nutné
nejprve vzorky derivatizovat. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo bylo pouzito BSTFA
sl % TCMS, to bylo kombinovano srozpoustédly a byl upravovan cas,
po ktery byly vzorky s derivatizacnim c¢inidlem vystaveny zvySené teploté,

ptipadné regulovan pomér derivatiza¢niho ¢inidla a rozpoustédla.

8.4.1 Vytéznost derivatizace v pyridinu a etylacetatu

Vzorky v EtAc o koncentraci 30 ppm od kazdého ze 7 ED byly
smichany vzdy 100 ul : 100 ul s derivatiza¢ni smési. Pro trimethylsilylaci byly
pouzity dv€ smési derivatizaniho Ccinidla, smés BSTFA s1 % TCMS
al:1BSTFAs1% TCMS : PYR (Tab. 4). Vnitinim standardem byl antracen
(ANT). Vzorky byly promichany na vortexu, derivatizovany v termostatu po

dobu 90 min pfi teploté 60 °C a nasledné analyzovany pomoci HPLC/UV.

8.4.2 Vytéznost derivatizace v dimethylformamidu

Dalsim rozpoustédlem pouzitym na derivatizaci byl dimethylformamid
(DMF). Smési BSTFA s1 % TCMS vzdy 100 ul : 100 ul s DMF byly
derivatizovany pii1 70 °C, proménou v tomto piipadé byl Cas, po ktery byly
vzorky ponechany v termostatu (90 min, 60 min, 30 min) (Tab. 4). Do
posledniho vzorku bylo pfidano 20 ul EtAc, aby byl vyloucen nepatrny vliv
EtAc na pribéh derivatizace. Vnitinim standardem byl ve vSech piipadech

ANT, vzorky byly analyzovany pomoci HPLC/UV.
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Tab. 4 Kombinace podminek, které jsme pouzili pfi derivatizacich

rozpoustédlo (n = 3) rozpoustédlo : Cas derivatizace
BSTFAs1% TCMS [min]
[ul]
1. EtAc 100 : 100 90
2. EtAc:PYR (100 pul :50 ul) 150 : 50 90
3. DMF 100 : 100 90
4. DMF 100 : 100 60
5. DMF 100 : 100 30
6. DMF : EtAc (100 pl : 20 pl) 120: 120 30

8.4.3 Stabilita derivati

Pro zjisténi stability derivati byla pouzita smés 100 ul DMF s méné
nez50 ul EtAC a200 pl smési BSTFA s1%TCMS a vzorek
byl derivatizovan po dobu 30 min. Koncentrace sedmi ED ve vzorcich byla
500 ppb a 50 ppb. Po derivatizaci byl vzorek odpafen pod mirnym proudem N,
na 100 ul, bylo pfidano 100 pl vnitfniho standardu hexachlorbenzenu (HCB)
o koncentraci 2 ppm avzorek byl doplnén do 1 ml EtAc. Derivatizované
vzorky byly analyzovany pomoci GC/MS nejdiive bezprostiedné
po derivatizaci, a poté po 6, 12, 18 dnech. Mezi méfenimi byly vzorky vzdy

uloZeny do lednice pfi teploté 4 °C.

8.5 Extrakce na tuhé fazi

Pro extrakci na tuhé fazi byly pouzity dva druhy sklenénych kolonek
sruznym extrakénim cinidlem, Chromabond CI18 sklenéné kolonky, 6 ml
od Chromservisu a Oasis MAX, 6¢cc (150 mg) Extraction Cartridges od firmy
Waters.

8.5.1 VytéZnost extrakce na kolonkach Oasis MAX
Do 0,5 1 MQ vody se znamou koncentraci 7 ED byl ptidan 28,0 - 30,0%

roztok amoniaku tak, aby koncentrace amoniaku ve vzorku dosahovala 2 %.
SPE kolonka byla nejdiive promyta 2 x 3 ml MeOH a poté 2 x 3 ml MQ vody.

Vzorek byl nanasen na kolonu, za podtlaku protékal rychlosti 0,5 ml/min.
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Po dokonceni extrakce byla kolona proplachnuta MQ vodou s 2% amoniakem
a suSena pod vakuem po dobu 10 min. Pro eluci latek ze sorbentu byly pouzity
2 x 3 ml MeOH, 2 x 3 ml EtAc a2 x 3 ml EtAc s 1% HCOOH.

Vzhledem k nedostate¢né vytéznosti této metody byl pokus zopakovan,
nebot’ bylo nutné vyloucit moznost, ze se latky neuvoliuji kvili malému
mnozstvi elu¢nich ¢inidel. Rozdil v postupu spocival pouze v navySeni objemu
eluénich ¢inidel, tj. 4 x 3 ml MeOH, 4 x 3 ml EtAc a4 x 3 ml EtAc s 1%
HCOOH.

Z eluatu v MeOH byla odstranéna voda pomoci bezvodého siranu
sodného, bylo pfidano 100 ul DMF a MeOH byl odpaten pod mirnym proudem
N, na objem 100 pl piedstavujici DMF. Do ostatnich eluatti bylo ptidano
100 yl DMF a byly odpafeny pod mirnym proudem N, na objem 100 pl
predstavujici  DMF. VsSechny vzorky byly nasledné derivatizovany
a analyzovany na GC/MS.

8.5.2 Vytéznost extrakce na kolonkach s naplni C18

Extrakéni metoda pro Chromabond C18 sklenéné kolonky byla piejata
od Samarase a kol. (2011), pro extrakci byl pouzit 1 1 MQ vody se znamym
mnozstvim 7 ED. C18 SPE kolonky byly nejdfive kondicionovany pomoci
3 x 2 ml EtAc, 3 x 2 ml MeOH a 3 x 2 ml MQ vody nanasenych bez podtlaku,
dale byly kolonky kondiciovany 4 ml acidifikované MQ vody (pH 2,5) a bylo
mozné nanaset pfedem acidifikovany vzorek (pH 2,5). Vzorek i MQ voda byly
acidifikovany pomoci 35% HCI. Vzorek pies kolonu protékal pod podtlakem
v manifoldu rychlosti 0,5 ml/min. Po extrakci byla kolonka promyta 2 ml
acidifikované MQ vody (pH 2,5) a suSena pod vakuem 1 hodinu. Eluce
cilovych latek byla provadéna 3 x 2 ml EtAc do 8 ml vial.

Ze vzorki byla nasledné odstranéna voda pomoci bezvodého siranu
sodného, bylo ptidano 100 ul DMF, vzorek byl zakoncertovan, derivatizovan

a analyzovan na GC/MS.
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8.6 VytéZnost postupu odstranéni stopového mnozstvi vody z

eluati

Do sklenénych kolonek byl vlozen filtracni papir, poté nasypano
piiblizn¢ 2 - 3 mg siranu sodné¢ho a vsSe opét piikryto filtraénim papirem.
Do tiech paralel 6 ml EtAc s definovanym mnozstvim 7 ED bylo pfidano malé
mnozstvi vody (200 ul). Vzorek byl nanesen na pfipravené kolonky pomoci
Pasteurovych pipet a kolonky byly promyty 2 x 2 ml EtAc, bylo ptidano 100 pl
DMF avzorky byly odpafeny na objem 100 pl piedstavujici DMF,

derivatizovany a analyzovany na GC/MS.

8.7 Gelova permeacni chromatografie - urceni elu¢niho

profilu

Postup pro ptecisténi vzorkli pomoci GPC byl z ¢asti piejat z diplomové
prace Veroniky Novotné (Novotna, 2011) a zavedenych laboratornich postupti.
Mobilni fazi byl DCM, pti¢emz vzorky byly rozpustény ve smési DCM a DMF
v poméru 900 pl : 100 pl, stacionarni fazi pak byl GPC gel BioBeads® S-X12
od firmy Chromservis.

Pro urceni elucniho profilu 7 ED a optimalizaci postupu cisténi
vod byl pouzit nejdtive roztok 7 ED v rozpoustédlech. Jako vystup z GPC byly
zachytavany frakce: 1. frakce 0- 10 min, 2. frakce 10 - 12 min, 3. frakce
12 - 13 min, 4. frakce 13 - 14 min, 5. frakce 14 - 15 min, 6. frakce 15 - 20 min,
7. frakce 20 - 25 min. Postup byl zopakovan s realnym vzorkem, do kterého
byla pfidana znama koncentrace smési 7 ED.

Jednotlivé frakce byly nasledné odpafeny pod mirnym proudem Np,

derivatizovany a analyzovany pomoci GC/MS.

8.8 Realné vzorky
8.8.1 Sbér vzorki

Sbér vzorkl zajistovala specializovana firma - Dekonta a.s., vzorky
byly odebirany vzdy na pfitoku a na odtoku z COV, pii¢emz vzorky z jedné
COV byly odebirany ve stejném ¢ase jak na vstupu, tak na vystupu z COV.
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Vzorky byly sbirany do 2,5 1 pfedem umytych lahvi. Pod vicka
byl ulozeno teflonové spetum, které branilo kontaminaci vzorku, vzorky byly
skladovany v chladu (4°C) a tmé.
8.8.1.1  Pilotni screening

Na pilotni screening byly odebrany vody z deseti COV rtizné velikosti,
S riznymi procesy €iSténi vody. Tyto vzorky byly oznaceny pismeny A az L
(vynechano J) s piidanou &islici 1. COV G1 méla dva odtoky, proto byl
odebran vzorek z obou téchto mist (Gla, G1b). Dale byly odebrany vzorky
z jedné kofenové COV oznadené pismenem K a vzorky ze tii Gpraven pitnych
vod oznacené jako A2, B2, C2.
8.8.1.2 Kompositivni 24 hodinové odbéry

Kompositivni vzorky z COV byly odebirany béhem jara a léta 2012
nall COV v Ceské republice, vkazdé Cistirné odpadnich vod byl odebran
vzorek na pfitoku a na odtoku. Vzorky byly oznaceny Al - 24, Bl - 24,
Cl-24,D1-24,E1-24,F1-24,G1-24,H1-24,11-24,K1-24,L1-24.
Vzorek K1 - 24 byl kotenovou COV.

8.8.1.3 24 hodinovy pokus
Pro 24 hodinovy screening byla vybrana COV Al. Tento odbér

byl situovan do jednoho dne, v rozmezi jedné az dvou hodin byl provadén
odbér z vystupu COV. Odbér zadal 29.11.2011 v 8 hodin a kong&il 30.11.2011
v 7 hodin, cely pokus zahrnuje odbéry v 8:00, 9:00, 10:00, 12:00, 13:00, 15:00,
17:00, 18:00, 19:00, 20:00, 22:00, 0:00, 3:00, 5:00, 6:00, 7:00 hodin.

8.8.2 Filtrace

Odebrané vzorky bylo nutné nejdiive prefiltrovat. K tomuto ucelu
byly pouzity filtry ze sklenénych mikrovlaken s velikosti mikroporit 0,5 um
a 1,4 um s primérem 45 mm od firmy P - LAB a membranové filtry (Mixed
cellulose ester) s velikosti mikropora 0,2 pum, 0,45 um, 0,8 um vSechny

s primérem 47 mm od firmy Whatman, filtrace probihala za snizeného tlaku.

8.8.3 Extrakce na tuhé fazi

Prefiltrovany vzorek (1,5 1) byl pouzit na tfi paralelni stanoveni. Vodné

vzorky byly acidifikovany pomoci 35% HCI na pH 2,5, do kazdé paralely
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bylo ptidalno vzdy 100 pl deuterizovaného BPA (dBPA) v EtAc o koncentraci
1 ppm a vzorek promichan. Takto pfipravené vzorky bylo jiZ mozno nanaSet
na SPE kolonku dle kapitoly 8.5.2 a po extrakci byl vzorek uchovan v lednici
pii 4°C.

8.8.4 Odstranéni vody pomoci bezvodého siranu sodného
Vzorky po extrakci byly naneseny na kolonky, které byly pfipraveny

dle kapitoly 8.7. Do odvodnénych vzork v EtAc bylo ptidano 100 ul DMF

a obsah vial byl redukovan pod mirnym proudem dusiku na objem 100 ul

ptedstavujici DMF.

8.8.5 Gelova permeacni chromatografie

Mobilni faze (DCM) byla nejdiive sonifikovana po dobu 20 min a poté
byla nakolonu pumpovana rychlosti 0,75 ml/min. Na GPC kolonu bylo
naneseno 0,75 ml vzorku v roztoku DMF : DCM (100 pl : 900 pl) a do ptedem
pfipravenych vial, umisténych v automatickém sbéraci frakci Fraction collector
frac-100 (Pharmacia), byla sbirana frakce 14 - 21 min. Kolona byla
pied nanesenim  dal$iho  vzorku minimdlné 10 min promyvana.
Pied derivatizaci bylo nutné vzorky odpatit pod mirnym proudem dusiku

na objem 100 pl predstavujici DMF.

8.8.6 Derivatizace

Latky rozpusténé v DMF byly derivatizovany za pouziti smési
BSTFA : TMCS (99 : 1), ktera byla pipetovana do vzorku pomoci Pasteurovy
pipety. Pomér derivatizaéniho ¢inidla ku vzorku rozpusténému v DMF byl
zhruba 150 az 200 pl : 100 ul. Vzorky byly promichany na vortexu a vloZeny
do predem rozehiatého inkubatoru, kde byly ponechany %2 hodiny pii 70 °C.

Po vyjmuti zinkubatoru bylo nutné nechat vzorky vychladnout
a odpafit pod mirnym proudem N; na objem 100 pl ptedstavujici DMF.
Do takto ptipraveného vzorku bylo ptidano 100 pl HCB o koncentraci 2 ppm
a 800 ul EtAc. Vzorek byl dostatecné promichan pomoci vortexu, byl odebran
1 ml vzorku do 2 ml vial, slouzicich k méfeni na HPLC a GC, a vzorky byly

analyzovany na GC/MS.
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8.8.7 Kontrolni vzorky

Ke vzorkim byly vzdy pfipraveny také kontrolni smési
7 ED o koncentraci 100 ppb. Tato smés byla k analyzovanym vzorkiim
ptidavana pii kroku odstranéni vody pomoci bezvodého siranu sodného a pted
derivatizaci, kontrolni vzorky nésledné prosly stejnym postupem jako
analyzované vzorky. Na konci byla provedena kontrola HCB, ktera byla
vytvoiena tak, ze do 2 ml vialky pro méteni na GC bylo nadavkovano 100 pl
HCB o koncentraci 2 ppm, bylo pfidano 900 ul EtAc a vse dukladné
promichéno na vortexu. Vzorky byly opét analyzovany pomoci GC/MS spolu

se vzorky redlnymi.
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9. Vysledky a diskuze

9.1 Chromatografické podminky HPLC/UV

Pro urCeni procenta derivatizovanych latek byl pouzit HPLC/UV
od firmy Alliance Waters, latky byly separovany pomoci kolony Kinetex C18,
2.6 um, 150 x 3 mm (Phenomenex). Celkova analyza trvala 23 min (Obr. 8).
Kalibracni kifivky byly pfipraveny vrozmezi koncentraci 1 - 20 ppm,
kde koeficient determinace dosahl pro v§echny latky 0,99 (Tab. 5).
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Obr. 8 HPLC/UV chromatogram 7 ED

Tab. 5 Kalibra¢ni ktivky 7 ED a jejich koeficient determinace pro méfeni na
HPLC/UV

Analyt Kalibra¢ni kiivka r?

E3 y =1,11e+004 x + 5,41e+003 0,999847
BPA y = 3,47e+004 x + 2,31e+004 0,999854
E2 y =1,11e+004 x + 4,84e+003 0,999865
El y =1,01e+004 x + 5,68e+003 0,999869
EE2 y =1,12e+004 x + 6,59e+003 0,999872
IRG y = 3,04e+004 x + 2,07e+004 0,999885
4Nph y =1,47e+004 x + 7,46e+004 0,994165
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9.2 Chromatorafické podminky GC/MS

Na zaklad¢ derivatizovanych vzorkli byly stanoveny charakteristické
ionty 7 ED, které byly pouzity pro kvantifikaci jednotlivych latek ve vzorcich,
dale byly uréeny retencni Casy trimethylsilylovanych 7 ED (Obr. 9). Kalibra¢ni
kiivky byly piipraveny fedénim zasobnich roztoki 7 ED v EtAc a naslednou
derivatizaci. Kalibra¢ni kiivka obsahovala vzdy alesponi 5 kalibracnich bodi
vrozmezi 0,5 pg/l - 1000 pg/l a byla preméfovana vzdy alespon jednou
za mesic. Limit kvantifikace (LOQ) byl stanoven jako nejnizsi bod kalibra¢ni
kiivky s rozptylem hodnot mezi nastiiky (n = 6) mensim nez 20 %. Limit
detekce (LOD) pak byl stanoven jako 1/3 hodnoty LOQ (Tab. 6). Kalibra¢ni
ktivka HCB byla jednobodova na koncentra¢ni urovni 200 pg/1.
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Obr. 9 GC/MS gromatogram 7 ED, dBPA a vnitinim standardem HCB
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Tab. 6 Retencni ¢asy derivatt, kvantifikaéni ionty a kalibra¢ni parametry GC/MS metody (23.12.2011)

Sloudenina CI::;e[nr;?;] Kvanti?r1;7§fi oty g alibracni kiivka  LOQ[ug/!] LOD [ug/]

4ANph - TMS 29,5 179; 249 y= 519x-369,3 0,9984 1 0,33

IRG - TMS 37,1 200; 345 y= 354x+4104 0,9939 1 0,33

BPA - 2TMS 40,3 357, 372 y= 755x+707,7 0,9917 1 0,33

E1-TMS 53,2 218; 244, 257;342  y= 28,6 x + 169,5 0,9999 1 0,33

E2 - 2TMS 55,2 296; 326; 346; 386; 416 y= 10x +310,1 0,9903 1 0,33

EE2 - 2TMS 60,4 425 y= 11x+192,2 0,9937 2 0,67

E3-3TMS 66,5 296; 346; 386; 504  y= 19,2 x + 565,9 0,9905 1 0,33
TMS - trimethylsilyl, r - koeficient determinace, LOD - limit detekce, LOQ - limit kvantifikace, m/z - pomér hmotnosti a naboje
iontu
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9.3 Derivatizace

Pro derivatizaci 7 ED byla pouzita metoda trimethylsilylace pomoci
BSTFA s 1 % TCMS, kterou pouzili naptiklad Samaras a kol. (2011), Shen
akol. (2005) a Li a kol. (2001). Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo kombinovano
s EtAc, PYR a DMF, na zakladé vytéznosti 7 ED byla ur¢ena nejvhodnéjsi

metoda pro analyzu environmentalnich vzork pomoci GC/MS.

9.3.1 VytéZnost derivatizace v ethylacetatu a pyridinu

Vzorky v EtAc byly smiseny vzdy 1 : 1 s derivatiza¢ni sm¢si BSTFA
s19% TCMS al: 1 BSTFA s1 % TCMS : PYR. Vzorky vzdy ve tiech
paralelach byly derivatizovany po dobu 90 min pii teplot¢ 70 °C a nésledné
analyzovany pomoci HPLC/UV.

Tab. 7 Procentualni odstranéni nederivatizovanych latek ze vzorkd,
derivatizace probihala v EtAc a kombinaci dvou smési rozpoustédel

Vytéznost [%0] Vytéznost [%]
Analyt BSTFAs1% TCMS BSTFAs1% TCMS/PYR
(n=3) (n=3)
4Nph 94,2 97,6
BPA 97,0 100,0
El 97,9 100,0
E2 100,0 100,0
E3 90,3 100,0
EE2 97,6 100,0
IRG 89,2 88,5

Vytéznost 7 ED  odpovidala  procentualnimu  odstranéni
nederivatizovanych analytd ze vzorkil. LepSich vysledkli bylo dosazeno
pomoci smési BSTFA s 1% TCMS a PYR (Tab. 7). Pouze IRG dosahl vyssi
vytéznosti ve smeési BSTFA s 1% TCMS, avs$ak tento rozdil byl zanedbatelny.

Po nasledné analyze vzorki pomoci GC/MS bylo ziejmé, Ze tento
postup neni vhodny pro dal§i analyzy. Derivatizaci EE2 v EtAc a PYR
vznikaly dva produkty, a to EE2 - 2TMS a EE2 - TMS, coz znemoziovalo

pfesnou kvantifikaci koncentrace této latky ve vzorcich.
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PYR jako katalyzator pro derivatizaci byl pouzit autory Samaras a kol.
(2011) a Gatidou a kol. (2007), tim se zlepsila opakovatelnost postupu
(RSD < 13 %) a zvétsily se piky pii analyze na GC/MS. AvsSak ani jeden
Z téchto autort neanalyzoval ve studii EE2, ktery béhem analyzy tvofil dva

derivaty.

9.3.2 Vytéinost derivatizace v DMF

Pro urceni vytéznosti derivatizovanych vzorkli byla pouzita nepfima
metoda analyzy pomoci HPLC/UV. Vzorky v DMF byly trimethylsilylovany
po dobu 30 min, 60 min, 90 min, ke vzorkiim byl pfidan kontrolni vzorek 7 ED
10 ppm V nezderivatizovaném stavu. Na zdkladé méteni HPLC/UV bylo
urceno kolik procent analyzovanych latek reagovalo s BSTFA s 1 % TCMS.

Derivatizace pfirozenych estrogenti (E1, E2, E3), BPA a EE2 probéhla
ze 100 % ve vsech piipadech. IRG byl derivatizovan z 85,7 - 89,2 %. 4Nph byl
derivatizovan s nizSimi hodnotami pouze pii dobé derivatizace 60 min
(39,8 %), pti 30 190 min se derivatizoval z 94 %. Po piidani EtAc dosahla
vytéznost derivatizovanych vzorki 100 %, mimo IRG (91,1 %) a 4Nph
(78,2 %).

Li a kol. (2010) testovali 4 rozpoustédla vhodna pro derivatizacaci
BPA, 4Nph a IRG pomoci BSTFA. Vhodnost rozpoustédel urcili nasledovné:
aceton > EtAc > DCM > hexan, coz nasvédcuje vlivu polarity na rychlost
derivatizace. Vzhledem k tomu, ze DMF je polarngjsi neZ aceton, zdalo se toto
rozpoustédlo vhodné.

Po analyze vzorkii pomoci GC/MS, bylo zfejmé, ze se vzorky
derivatizovaly na 4Nph - TMS, IRG - TMS, BPA - 2TMS, E1 - TMS,
E2 - 2TMS, EE2 - 2TMS, E3 - 3TMS, coz bylo zadouci.

Pro analyzu environmentalnich vzorkli byl na zakladé vytéZnosti,
na zakladé¢ kvality derivatizace a casovych moznosti, vybran postup

derivatizace v DMF po dobu 30 min.
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9.3.3 Stabilita derivati

Pro ovéfeni stability trimethylsilylovanych ED byly pfipraveny
derivatizované smési 7 ED na dvou koncentrac¢nich hladindch (50 ng/l
a500 ng/l). Cas 0 odpovidal méfeni pfimo nasledujicimu po derivatizaci
a odpovidal 100 %. Vzorky byly vzdy mezi méfenim uloZeny do lednice

pii 4°C.
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Graf 1 Stabilita derivatt 7 ED stanovena jako obsah derivatizované latky
v ¢ase nula (100 %), dale po 6, 12 a 18 dnech - 50 ppb 7 ED ve vzorku

Analyza ukazuje, Ze niZ§i koncentrace 7 ED ve vzorku mély vliv
na rychlost rozpadu, rozpad probihal rychleji u pfirozenych estrogenti a EE2.
Nejrychleji se na obou koncentracnich hladinach rozkladaly derivaty El
a 4Nph, nejpomalejsi rozpad byl zaznamenan pro EE2. Nejrychlejsi rozpad byl
uveétsiny latek registrovan béhem prvnich 6 dnd, proto bylo zadouci
trimethylsilylované vzorky vzdy analyzovat bezprostfedné po derivatizaci.

Shen a kol. (2005) analyzovali stabilitu trimethylsilylovanych ED
v acetonu, tehdy derivaty ztracely stabilitu jiz po 48 hodinach. Ve studii z roku
2006 byly E1, E2, EE2 a 4Nph derivatizovany za pfitomnosti PYR a nasledné
pfevedeny do hexanu, stabilita derivati v hexanu odpvidala 48 hodindm

(Zhang a kol., 2006). Quintana a kol. (2004) derivatizovali E1, E2, E2 a EE2

54



pomoci smési MSTFA s 0,8 % TMSI, derivatizované vzorky byly uchovany

pfi teploté -20 °C, po dou mésicich se stabilita derivati nesnizila.
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Graf 2 Stabilita derivati 7 ED stanovena jako obsah derivatizované latky
v ¢ase nula (100 %), dale po 6, 12 a 18 dnech - 500 ppb 7 ED ve vzorku

9.4 Filtrace
Podle Desbrow a kol. (1998) a Huang a Sedlak (2001) byla sorpce

estrogennich latek na filtry a sklenéné nadoby zanedbatelnd, na filtrech
ani nadobach se tyto latky nezachytavaly. Pro filtraci byla pouzita kombinace
filtrd ze sklenénych vlaken, pouzivana mnohymi autory (Desbrow a kol, 1998,
Isobe a kol., 2002, Johnson a kol., 2005, Gabet-Giraud a kol., 2010), a filtra
nitrocelulozovych, které pouzil naptiklad Vulliet a kol. (2007).

Vzhledem k tomu, ze pfivezené vzorky obsahovaly velka mnozstvi
vétsich cCastic, bylo nutné odstranit vétsi ¢astice pomoci filtri ze sklenénych
mikrovlaken s vétSimi mikropory 1,4 um a 0,5 pm. Nasledné bylo pouzito
filtri membranovych s velikosti mikroport 0,8 um, 0,45um. Nektefi autofi
filtrovali vzorky pouze pfes filtry velikosti mikropora 0,45 um (Vulliet a kol.,
2007, Johnson a kol., 2005), avsak takto ptefiltrované vzorky obsahovaly velké
mnozstvi necistot, které by mohly zneprichodnit SPE kolony. Bylo proto nutné
odstranit 1 castice mens$i, k tomuto ucelu byl pouZit membranovy filtr

o0 velikosti 0,2 pm.
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9.5 VytéZnost extrakce na tuhé fazi

Pro extrakci na tuhé fazi byly pouzity dva typy extrakénich kolon, Oasis
MAX od firmy Waters, které pouzili i autofi ve studii z roku 2005 (Lee a kol.,
2005) a castéji pouzivané (Shen a kol., 2005, Andersen a kol., 2002, Nakada
a kol., 2006, Samaras a kol., 2011) kolonky s reverzni fazi C18 Chromabond
C18 od firmy Chromservis. Matrici byla v obou piipadech MQ voda
se znamym mnozstvim 7 ED. Extrak¢éni metoda pro Oasis MAX byla piejata
Z laboratorni metody pro extrakci estrogennich latek zkalové matrice
(Medkova, 2012), metoda pro Chromabond C18 byla piejata od Samarase
a kol. (2011).

9.5.1 VytéZnost kolonek Oasis MAX
Podle kapitoly 8.5.1 byly vzorky upraveny pro extrakci na kolonkach

Oasis MAX, ty obsahuji C18 vazebnda mista a zaroven jsou ionexem.
Predpoklad vychazejici z predeslych laboratornich pokust s Cistirenskymi kaly
(Medkova, 2012) byl takovy, ze silny anex bude zadrzovat mirné kyselé
hydroxylované¢ ED (BPA, 4-Nph, IRG) pomoci iontovych vazeb (eluce pomoci
EtAc s 1% HCOOH) a steroidni estrogeny (E1, E2, E3, EE2) budou na kolonce
zadrzeny pomoci hydrofobnich interakci (eluce jiz pifi zvySeni eluéni sily
rozpous§tédla - MeOH). Druhy krok eluce (2 x 3 ml EtAc) mél slouzit
K promyti, a tim snizeni obsahu matri¢nich latek ve vzorcich.

Uvedena domnénka vSak nebyla potvrzena, vétSina znec€ist'ujicich latek
se uvoliovala v prvnich dvou frakcich, coz by vedlo k ¢aste¢nému odstranéni
matricnich latek a ndslednému snizeni pozadi pfi analyze pomoci GC/MS,
avSak sledované latky se nechovaly podle piedpokladu. E2 (70,7 %), E3
(77,7 %) a EE2 (67,5 %) prevladaly v prvni frakci (MeOH), BPA (64,9 %),
4-Nph (45,7 %), E1 (55,8 %) a IRG (72,4 %) ptevladaly ve frakci teti (EtAC
s1% HCOOH). Nezanedbatelna mnozstvi (24,5 - 42,9 %) téméf vSech
analyzovanych latek se vyskytovala ve frakci druhé (Graf 3). Pouze IRG
eluoval vyhradné Vv poslednim kroku, avSak s nizkou vytéZnosti pohybujici

se kolem 72,4 %.
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Graf 3 Vytéznost extrakce 7 ED z vodnych vzorkd pomoci Oasis MAX
extrak¢nich kolon

Vzhledem Kk tomu, Ze se nedala pfesné urcit frakce, ktera by obsahovala
vétSinu latek, a zaroven nebyl dostatecné snizen obsah matricnich latek
ve vzorcich, byla SPE pomoci Oasis MAX pro vodni matrici nevhodna. Aby
byl byl vyloucen vliv nedostate¢ného mnozstvi rozpoustédel na prib¢h eluce,

byl pokus zopakovan s vétSim mnozstvim elucnich ¢inidel.
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Graf 4 Vytéznost extrakce 7 ED z vodnych vzorkd pomoci Oasis MAX
extrak¢nich kolon, objem elu¢nich roztoku byl dvakrat vétsi
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Pti pouziti dvakrat vét§iho mnozstvi elucnich ¢inidel byl jiz pozorovan
trend vyskytu nékterych latek ve frakcich jedna atfi. E2, E3, EE2 byly
nalezeny pievazné v prvni frakci, kdezto IRG a BPA pievladaly ve frakci tieti
(Graf 4), piesto byl tento postup vyhodnocen jako nevyhovujici. Stale vysoké
procento 4Nph (26,2 %), BPA (32,1 %) a E1 (33,1 %) se nachazelo ve frakci
druhé. Spojenim prvni a tfeti frakce by byla dosazena vytéznost pro vétSinu
ED, mimo 4Nph (39,2 %), vyssi nez 60 %, avsak neéistoty pochazejici z vodné
matrice vzorkl by timto nebyly dostatecné odstranény.

Laboratorni postup (Medkova, 2012) byl kvantifikovan pro kalové
matrice, coz muze vysvétlovat odlisné chovani latek nyni pochazejicich
z matrice vodné. Pfianalyze 7 ED v kalové matrici byly taktéz nejvyssi
koncentrace ptirozenych ED nalezeny v prvni frakci a ostatni latky prevladaly
ve frakci tieti. AvSak v pfipadé vodnych vzorkid se v prvni frakci nachazela
vétSina znecistujicich latek, a proto by pouziti kolon Oasis MAX nespliovalo

pozadavky na lepsi oddé€leni matrice a analyti.

9.5.2 VytéZnost kolonek Chromabond C18

Primérna vytéznost extrakce zvodné matrice nakolonkach

Chromabond C18 se pohybovala kolem 100 %, nizsich hodnot dosahovaly

Tab. 8 Vytéznost procesu analyzy 7 ED po extrakci pomoci extrakénich kolon
Chromabond C18

rameérna
Analyt Vyl‘iéinost [%] R(?]D: [:‘;o]
(n=3)
4Nph 80,6 7,7
BPA 101,0 4,8
El 106,9 5,0
E2 100,1 2,4
E3 97,6 7,2
EE2 88,9 1,8
IRG 94,6 6,4

pouze 4Nph s vytéznosti 80,6 %, EE2 s vytéznosti 88,9 % a IRG s vytéznosti
94,6 % (Tab. 8). Tato metoda byla vzhledem ke své vysoké vytéznosti pouzita

pro analyzu redlnych vzorkd. Vyssi vytéznost analyz oproti jinym autorim
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(> 65%) (Samaras a kol., 2011, Gatidou a kol. 2007) mohla byt zpisobena tim,
ze eluat nebyl odpafovan do sucha. Voda z eluatu SPE byla podobné jako
v praci Mol akol. (2000) odstranéna pomoci bezvodého siranu sodného,
do vzorku bylo pfidano 100 pul DMF, vzorek byl odpatfen pod mirnym proudem

N2 na tento objem a derivatizovan.

9.6 VytézZnost postupu odstranéni stopového mnozstvi vody

Z eluatu

Na kolonky naplnéné siranem sodnym byl nanesen vzorek rozpustény
v EtAc pomoci Pasteurovych pipet. Aby vzorek dobie kolonkou prokapal, bylo
vhodné nanést nejdiive horni nevodnou ¢ast a nechat ji projit kolonkou. Poté
ve vialce zbylo okolo 100 pl vodné faze, do které byly pridany 2 ml EtAc.
Pomoci Pasteurovy pipety byl vzorek promichan a rozpoustédlo i s vodnou fazi
naneseno nakolonku. Tento zplsob pomohl ptfedchazet zneprichodnéni
kolonky z divodu tvrdnuti siranu sodného po styku svodou. Vialky byly
dvakrat vymyty pomoci 2 ml EtAc.

Vytéznost 7 ED na siranovych kolonkach byla ovéfena nanesenim 6 ml
EtAc se znamou koncentraci 7 ED a 200 pl MQ vody. Primérnd vytéznost
(n=3) veétsiny analyzovanych latek se pohybovala kolem 100 %, pouze
u 4Nph klesla k 91,1 % (Tab. 9).

Tab. 9 Vytéznost 7 ED po extrakci vody pomoci bezvodého siranu sodného

primérna

Analyt vytéznost [%] RSD_ %]
(n=3) (n=3)
4Nph 91,1 13,4
BPA 97,1 11,0
El 107,8 15,2
E2 99,7 12,8
E3 99,5 14,1
EE2 100,5 16,2
IRG 105,3 14,2
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Vytéznost 7 ED se shoduje s vytéznosti Mol a kol. (2000), ti prokazali,
ze odstranéni vody z eluatu pomoci siranu sodného je vhodnégjsi, nez susit
eluaty do sucha. Nizs$i vytéznost suSenych vzorkii miize byt zplsobena
pfedev§im  vytékdnim analytd s rozpoustédlem nebo nedostatecnym
prerozpusténim latek. Vzhledem k vyss$i Setrnosti metody odstranéni vody
ze vzorkti pomoci siranu sodného, vysoké vytéznosti metody a castecnému

odstranéni necistot, byl tento postup vhodny i pro analyzu realnych vzork.

9.7 Gelova permeacni chromatografie - urceni elu¢niho profilu

Na zakladé¢ price Veroniky Novotné (2012) byl vybran
gel Bio-Beads®S-X12 gel a DCM jako mobilni faze pro GPC. Pro stanoveni
frakci byla taktéz tato prace urcujici, 1. frakce (do 10 min) odpovidala
mrtvému obsahu kolony, ostatni frakce byly ureny na zékladé mozné
ptitomnosti 7 ED (o¢ekavany nejvyssi vyskyt v 17. - 20. min).

Nejvetsi procento analyt se uvoliiovalo ve frakci 6. (15 - 20 min) (Graf
5). Mezi 14. - 15. minutou se krom¢ IRG a E2 uvoliovaly vsechny
analyzované latky, avSak pouze ve dvou piipadech (E1 12,5 % a E3 18,8 %)

ptesahovaly koncentrace 10 %.
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Graf 5 Vytéznost gelové chromatografie - 5. a 6. frakce

Celo vodné matrice eluovalo mezi 10. a 11. minutou, pfi¢emz vétsina
necistot kolonou prosla béhem 5 minut. Na zakladé analyzy frakci a vyskytu

necistot byla urcena frakce, ktera by obsahovala nejvétsi mozné mnozstvi 7 ED
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a zaroven nejmensi znecisténi matrici. Tato frakce 14 - 21 minut byla nasledné
zachytdvana pfi analyze environmentalnich vzorkda.

GPC pro predéisténi vzorkti bylo vyuzivano piedevsim pro kalovou
matrici, Houtman a kol. (2007) uvadi vytéznost GPC pro BPA a 4Nph
95-121 %, Ternes a kol. (2002) stanovili vytéznost pro El, E2 a EE2

V rozmezi 98 - 101 %.
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9.8 Analyza environmentalnich vzorki

Pro analyzu vzorkd vod z ptitoku a odtoku COV byla pouzita metoda
filtrace, extrakce na tuhé fazi, odstranéni vody pomoci siranu sodného, GPC,
derivatizace a GC/MS. Pilotni screening slouzil k utvofeni piedstavy
0 koncentraénich hladinach 7 ED v COV v Ceské republice. Nasledné byly
analyzovany kompositivni 24 hodinové vzorky a byla vybrana COV Al pro
analyzu vyvoje koncentraci 7 ED ve vod¢ na vystupu. Pro utvofeni ucelené¢ho
prehledu o koncentracich 7 ED v CR byly déle analyzovany vody z pfitoku

a odtoku tii praven pitnych vod.

9.8.1 Pilotni screening

Pro pilotni screening byly odebirany vzorky z pfitoku a odtoku
11 COV, COV Al az G1 a K1 byly vzorkovany béhem léta 2011 a vzorky H1
az L1 byly odebrany béhem jara 2012 (P¥iloha 1) (Tab. 10).

Nejvyssich koncentraci na vstupu do COV dosahl BPA s medianem
koncentrace viech 7 ED na vstupu COV byly zaznamenany na COV H1 a L1.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o jednorazovy odbér, vysoké koncentrace oproti
jinym COV mohou byt zpiisobeny nestandardni situaci v Systému nebo
kontaminaci pii odebirani vzorkd. Ptirozené estrogeny kopirovaly trend E3 >
E1 > E2. Primémé tvorily piirozené estrogeny na piitoku COV 20 % vsech
koncentraci 7 ED. Koncentrace BPA u COV B1, D1 a L1 nebyly stanoveny
vzhledem ke kontaminaci laboratofe v dob¢ analyzy téchto vzorkd.

Na vystupu z COV byly pfirozené estrogeny téméf vzdy pod mezi
detekce, pouze na COV I1 a L1 byly zaznamenany koncentrace E1 569 ng/l,
respektive 376 ng/l. Dale pak byly zaznamenany koncentrace E1 (72 ng/l) a E2
(49 ng/l) na vystupu z kotenové COV K1. Nejvyssich koncentraci zaroven
S nejvyssim rozptylem naméfenych hodnot dosahovaly na odtoku z COV BPA
a IRG.

Ve studiich probihajicich v Ceské republice autofi zjistovali
koncentrace nachazejici se v povrchové vodé a vodé z COV. Morteani a kol.
(2006) nalezli E1 na odtoku &ty COV na lokalitich Cisaisky ostrov
65 - 100 ng/l, Uhfinéves 330 ng/l, Sedlec 280 ng/l a v Dolnich Chabrech
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43 - 53 ng/l, na vSech téchto lokalitdich byl zaznamenan také vyskyt E2
v koncentranim rozmezi 1,9 - 11 ng/l. E3 byl nalezen pouze na vstupu COV
na Cisaiském ostrové (360 ng/l). Koncentrace EE2 se pohybovaly v rozmezi
hodnot 2,1 - 5,1 ng/l. V roce 2009 probihala studie E1, E2, E3 a EE2 na vstupu
a vystupu prazské centralni COV na Cisaiském ostrové, koncentrace E1 byla
20 ng/l, E2 21,4 ng/l, E3 188,6 ng/l a EE2 100,7 ng/l. E2 (13,2 ng/l) byl také
detekovan 900 m pod vstupem COV Cisaisky strov do feky Vltavy (Kozlik
a kol., 2011). Gabric a kol. (2010) nalezli v letech 2007 a 2008 v moravské
COV IRG na piitoku v koncentracich 33 - 84 ng/l a v odtoku 9,5 - 23 ng/I.

Tab. 10 Pilotni screening 7 ED v piitoku a odoku 11 COV

4Nph BPA El E2 E3 EE2 IRG

VSTUPY ™ 1ng/ll  [ng/  [ng/] [ng/] [ng/]  [ng/]  [ng/l]
Minimum ND 1740 ND ND ND ND ND
Median 86,4 875,4 38,9 ND 234,4 ND 122,4
Pramér 235,8 3662,8 5356 111,8 694,2 6,7 432.6

Maximum  1535,2 13829,2 2707,7 1058,9 4420,8 43,9 1830,0

4Nph BPA El E2 E3 EE2 IRG

VYSTUPY  1ng/l]  [ng/]  [ng/] [ng/] [ng/]  [ng/]  [ngl]
Minimum ND 40,5 ND ND ND ND ND
Median 8,0 324.8 ND ND ND ND 128,4
Pramér 36,9 569,7 84,7 4.1 ND 2,6 279,9

Maximum 150,5 19229 568,8 49,1 ND 17,5 1051,9

ND - pod mezi detekce

9.8.2 Analyza 24 hodinovych kompositivnich odbéri

24 hodin byly odebirany smésné vzorky na 11 pfitocich a odtotocich
z COV. Priloha 2 a P¥iloha 3 ukazuji viechny naméfené koncentrace 7 ED
na vstupu avystupu z COV s jejich procentualnimi odchylkami, maximalni
I minimalni koncentraci a medianem.

Na vstupu do COV byly nejvyssi koncentrace zaznamenany pro BPA,
pfidemz koncentrace naméfené na COV L1 (54,2 pg/l) a Bl (25,3 pg/l) byly
fadové vyssi oproti ostatnim COV. Prestoze koncentrace BPA dosahuji

v ptitoku na COV velikého rozptylu hodnot 937 ng/l - 25,3 pg/l, fadové vyssi
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koncentrace byly pfipisovany piredevSim vykyvu ve vodovodni siti
pochézejicimu z primyslového zneciSténi nebo byly pfisuzovany piipadné
kontaminaci vzorkli pfi odbéru. Vysokého rozptylu koncentraci na vstupu
dosahoval také 4Nph (17,9 ng/l - 12675,8 ng/l).

Velkého rozptylu koncentraci v piitoku doséhl ptfirozeny hormon E3
(102,6 ng/l - 2,3 pg/l). Zprirozenych hormont nejvysSich koncentraci
dosahoval ve vstupu pravé E3, pomoci procentualniho zastoupeni a medianu
se zda byt znatelny trend E3 > E2 > El, aviak v7 z11 COV byl trend
E3 > E1> E2. Nejvyssich koncentraci, jak na ptitoku tak na dotoku z COV,

Ve vystupech z COV byly na viech lokalitach detekovany pouze BPA,
IRG, 4Nph, pticemz BPA (45,6 - 880,1 ng/l) 4 Nph (3,5 - 257,3 ng/l) a IRG
(43,1-211,8 ng/l) dosahovaly opét nejvyssich koncentraci a zaroven vysoké
variability. Kofenova COV K1 byla jedinym mistem, kde byl nalezen E3
(60,8 ng/l) v odtoku z COV, zaroveir zde byla zaznamenana piitomnost E2
(7,4 ng/l), ktery se nachazel pouze na vystupu K1 a G1 (11,9 ng/l). Nejcastéji
nalezenym pfirozenym hormonem na vystupech zCOV byl El
(ND - 181,8 ng/l). Primérny podil ptirozenych estrogent ku souctu vSech 7 ED
byl ve vystupech zCOV 12,5 %. Kontraceptivum EE2 bylo detekovano
na 4 lokalitach v koncentraénim rozmezi 8,6 - 46,7 ng/l.

Na lokalitach D1, G1 a K1 nebyly jak na vstupu, tak na vystupu z COV
stanoveny koncentrace EE2, ve stejné dobé na plynovém chromatografu
eluovala interferujici latka, kterou se nepodafilo ze vzorkll odstranit ani ji
oddélit pomoci zmény teplotnich gradientt na GC/MS, coz znemoZnilo
kvantifikaci.

Koncentrace ptirozenych estrogenli naméiené ve vstupech a vystupech
14 francouzkych COV se pohybovaly vrozmezi hodnot pro El vstup
22 - 181 ng/l, E2 vstup 3,5 - 50 ng/l a E3 vstup 28 - 676 ng/l, na vystupech pak
0,2-64ng/l, E21,1-11,3ng/l aE35,2 - 47 ng/l (Gabet-Giraud a kol., 2010).
Andersen a kol. (2003) detekovali na vstupech COV v némeckém Wiesbadenu
E154 - 76 ng/l a E2 12,2 - 19,5 ng/l. Ve vodach fimské COV byly na piitoku
zaznamenany u E1 15 - 60 ng/l, dale pak u E3 23 - 48 ng/l a 10 - 31 ng/l u E2.
Na odtoku tyto koncentrace klesly na hodnoty E1 na 5 - 30 ng/l, E2 3 - 8 ng/l
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a E3 pod 1 ng/l (Lagana a kol., 2004). Nejvétsi koncentrace v péti korejskych
COV dosahoval E3 125 - 802 ng/l, dale E1 32 - 70 ng/l a nejmensich E2, ktery
nepiesahoval koncentrace 4 ng/l (Behera a kol., 2011).

V publikovanych studiich vyskyt pfirozenych hormonii v piitoku
na COV ¢asto kopiroval trend E3 > El1 > E2 (Gabet-Giraud a kol., 2010,
Andersen a kol. 2003, Behera a kol.,, 2011, Fernandez a kol., 2009),
tato skutecnost mtize byt zpiisobena vyssim obsahem E3 produkovanym lidmi
(D'Ascenzo a kol., 2003). Nejvyssi koncentrace na odtoku byly zaznamenany
pro hormon E1 (Gabet-Giraud a kol., 2010, Lagana a kol., 2004, Fernandez
a kol., 2009), coz muze byt vysvétleno tim, Ze vétSina estrogent se z téla
vylucuje ve formé glukuronidi a sirand (D’Ascenzo a kol., 2003), béhem
transportu do COV a béhem ¢isténi odpadnich vod se tyto latky dekonjuguji.
Dalsim divodem muze byt rozklad E2 a EE2 na El, az poté dochazi
k degradaci (Gabet-Giraud a kol., 2010).

EE2 pochazejici zpravidla z hormonalni 1é¢by byl detekovan ve 3 ze 30
vzorkll nasbiranych na 14 francouzskych COV. Naméfené koncentrace
se pohybovaly v odtoku z COV mezi 1,6 - 4,4 ng/l, v p¥itoku detekovan nebyl
(Gabet-Giraud a kol.,, 2010). Podobné koncentrace byly naméfeny také
vnémecké COV (3,5 - 7 ng/l) (Andersen a kol., 2003), &inské COV
(do 8,1 ng/l) (Wang a kol., 2005) a kanadské COV (do 5 ng/l) (Fernandez
a kol., 2007).

BPA a 4Nph dosahovaly v dostupné lieratufe nejvétsiho rozptylu
koncentraci (Wang a kol., 2005, Furhacker a kol., 2000, Hoehne a Puettmann.,
2008). Nejvyssi koncentrace BPA dosahovaly az k n¢kolika desitkdm pg/l, tyto
koncentrace byly zaznamenany na ptitoku COV a pochazely piedeviim
z chemického a papirenského primyslu (Furhacker a kol., 2000, Lee a Peart,
2000), nejnizsi koncentrace BPA na vstupu do COV dosahovaly jednotek ng/l
(Wang a kol., 2005, Lagana a kol., 2004). Studie Klecky a kol. (2009), ktera
porovnavala 89 praci ze Severni Ameriky a Evropy zlet 1997 az 2007,
poukazovala na trend nartsti BPA v zivotnim prostiedi. Koncentrace 4Nph,
naméfené na vstupu COV BI, C1, El, odpovidaly koncentracim namétenym

Laganou a kol. (2004) a Fernandezem a kol. (2009) (7 - 8 ng/l), hodnoty 4Nph
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naméfené na vystupu z COV se shoduji s koncentracemi naméfenymi
v Némecku (55 ng/l) (Pietro a kol., 2011).

V Korei byly naméfeny podobné koncentrace IRG na vstupu
(247 - 785 ng/l) i vystupu (79 - 149 ng/l) z COV (Behera a kol., 2011). V jizni
Kalifornii byly ve vodé vytékajici z péti COV naméfeny hodnoty dosahujici
160 ng/l, na vstupu se primérna koncentrace IRG pohybovala okolo 2,3 pg/l
(Yu akol., 2013).

9.8.3 Monitoring ¢asového pribéhu koncentraci 7 ED na

odtoku vybrané Cistirny odpadnich vod

V listopadu 2011 byla na vystupu vzorkovana COV A1, odbér byl
zahajen kolem 8. hodiny ranni a probihal béhem nasledujicich 24 hodin, vzdy
v rozmezi 1 - 2 hodin (Graf 6) (Ptiloha 4).

Pfirozeny estrogen E2 byl nalezen pouze v jednom piipadé S nizkou
koncentraci 1,6 ng/l, E3 byl detekovan dvakrat a to v 9 hod (2,0 ng/l) a ve
22 hod (21,4 ng/l). Hormon E1 nebyl v 6 ptipadech detekovan, jeho nalezena
mnozstvi dosahovala k 21 ng/l, pouze v 18 hodin byla tato koncentrace
piekrocena (38,5 ng/l). Nejvyssich koncentraci spolu s nejvys§im rozptylem
dennich hodnot dosahovaly IRG (152 - 1268 ng/l) a BPA (74 - 507 ng/l), obé
tyto syntetické latky dosahly nejvyssich koncentraci mezi 18. a 22. hodinou,
nejnizsi koncentrace BPA byly detekovany ve 12 hodin a IRG v 5 hodin rano.
Podobné se choval 4Nph, ktery svého maxima dosahl ve 20 hodin (84 ng/l)
av 8, 12 a 13 hodin nebyl detekovan. EE2 ve vytékajici vodé z COV nepiesahl
30 ng/l.

Vyvoj hodinovch koncentraci vybranych ED monitorovali Nelson a kol.
(2011) v Los Angeleské COV, bshem tii odbérnych period v letech 2008
a 2009 nedosahovali BPA, EE2 a piirozené estrogeny E2 a E3 2 ng/l. E1 a IRG
byly detekovany pouze béhem cervence 2008 a fijna 2009, v obou piipadech
naméfené koncentrace pro IRG 1 E1 dosahovaly nejvysSich hodnot mezi 16.
a 19. hodinou. Gomez a kol. (2007) vzorkovali $§panélskou COV 5 po sobé
jdoucich dni béhem dvou mésicl. Rozmezi namétenych koncentraci BPA

vevystupu z COV variovalo podobné jako v éeské COV Al mezi
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140 - 980 ng/l, IRG byl detekovan na odtoku v koncentracich 80 - 400 ng/l.
Nejen koncentrace mezidenni a hodinové, ale i koncentrace béhem roku
v COV kolisaly. Yu a kol. (2013) zaznamenali vy3si koncentrace BPA, 4Nph
i IRG vyss$i v zimnim obdobi oproti koncentracim nalezenym v Iété. Velka
variabilia 4Nph (<10 - 14444 ng/l) a BPA (<20 - 7625 ng/l) ve vystupu z COV
byla pozorovana v Nizozemsku (Hoehne a Puettmann, 2008).

1400,0

1200,0
1000,0
800,0
600,0
400,0
200,0
0,0

Koncentrace [ng/l]

Cas odbéru [hod]

BEl OEE2 @4Nph @BPA OIRG

Graf 6 Vyvoj koncentraci E1, EE2, 4Nph, BPA a IRG béhem jednoho dne
udany v ng/l

Koncentrace 7 ED nalezené vodtoku zCOV se shoduji
s koncentracemi majicimi vliv na celou Skalu zivocichl. EE2 jiz pfi
koncentracich 2 ng/l dokaZe kompletné zménit pohlavi dania pruhovaného
(Danio rerio) (Orn a kol., 2003), pii koncentracich 10 ng/l byla zaznamenana
apoptoza v jatrech a ovariich Oukleje turecké (Chalcalburnus tarichii)
(Kaptner a Unal, 2011) a koncentrace okolo 11 ng/l dokéazaly ovlivnit
reprodukéni chovani hlavace malého (Potamoschistus minutus) (Saarista a kol.,
2010). Jiz koncentrace IRG 150 ng/l vyznamné snizila pocet druhd fas rodu

Chlamydomonas (Wilson a kol., 2003). Koncentrace BPA a 4Nph obsazené ve
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v s . v v - v r 1 - 2 v r
vode a majici vliv na zivocCichy jsou vyssi (10° az 10° pg/l), nez pozorované

koncentrace.

9.8.4 Pitné vody

Ptitomnost 7 ED byla testovana také na tfech upravnach pitnych vod,
COV Al a B1 byly vzorkovany b&hem podzimu 2011 a C2 v 16t& 2012.

Ptirozené¢ hormony E2, E3 a synteticky EE2 nebyly detekovany
na zadné z upraven pitnych vod. E1 byl detekovan pouze na vystupu Upravny
C2 (1,3 ng/l). IRG byl nalezen v upravené vodé B2 (13,4 ng/l) a v malém
mnozstvé také na ptitoku Gpravny C2 (2,9 ng/l). 4Nph byl nalezn pouze
V upravené vod¢ a to ve dvou piipadech A2 (164,1 ng/l) a B2 (74,1 ng/l).
Ptitomnost BPA byla zaznamenana na vSech upravnach pitnych vod v rozmezi
hodnot 2,9 - 280,1 ng/l, vyssich hodnot dosahoval BPA vzdy ve vstupni vodé
(Tab. 11).

Podobné koncentrace v pitné vodé z fontan 35 italskych mést byly
zaznamenany pro 4Nph (84 ng/l) a BPA (102 ng/l) (Maggioni a kol., 2013).
Morteani a kol. (2006) analyzovali vodu z nadrze Zelivka slouZici jako hlavni
zdroj pitné vody pro Prahu, ve vod¢ byl detekovan EE2 v rozmezi

2,3-2,4ng/l.

Tab. 11 Primérné koncentrace 7 ED detekované na vstupu a vystupu tii
upraven pitnych vod

Vzorek 4Nph BPA E1 E2 E3 EE2 IRG
(n = 3) RSD RSD RSD RSD
[ng/l] [%] [ng/l] [%] [ng/l] [%] [ng/l] [ng/l] [ng/l] [ng/l] [%]

A2 vstup ND 1200 12 ND ND ND ND ND

vystup 164,1 15 827 8 ND ND ND ND ND

B2 vstup ND 280,1 20 ND ND ND ND ND
vystup 741 7 825 6 ND ND ND ND 134 15
C2 vstup ND 57 31 ND ND ND ND 29 32

vystup  ND 29 25 13 19 ND ND ND ND
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10.Zavér

V praci byla vytvofena vhodna metoda pro analyzu 7 ED (E1, E2, E3, EE2,
IRG, BPA, 4Nph) ve vodni matrici s vytéznosti pohybujici se v rozmezi
80 - 100 %. Metoda zalozena na extrakci na tuhé fazi, odstranéni vody pomoci
siranu sodného, gelové permeacni chromatografii, derivatizaci a analyze
pomoci GC/MS byla déle pouzita pro analyzu redlnych vzorkii z pfitoku

a odtoku cistirny odpadnich vod.

V piitoku a odtoku 11 &eskych COV byla prokazana ptitomnost sedmi
endokrinnich disruptorti. Nejcastéji detekovanou latkou na vstupech
I na vystupech byl BPA a 4Nph, které rovnéz dosahovaly nejvétsi variability.
Nejméné detekovanou latkou byl na vstupu COV EE2, na vystupu pak

ptirozeny hormon E3.

Pii odbéru probihajicim 24 hodin na odtoku COV Al byla prokazana

proménlivost koncentraci v ¢ase. Nejvyssich hodnot bylo dosazeno mezi 18.

cv v

V pitnych vodach byly v nékterych piipadech detekovany IRG, E1, 4Nph
a BPA, ktery byl nalezen na vSech lokalitach. Pouze BPA a IRG dosahovaly
stovek ng/l.
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Piiloha 1 Prescreening - Primé&mé koncentrace 7 ED naméfené na vstupu a vysupu 11 COV a jejich smérodatné dochylky

Vazorek 4-Nph BPA El E2 E3 EE2 IRG
(n=3) RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD
[ng/l]  [%] [ng/l] [%] [ngll] [%] [ng/l] [%] [ng/ll [%] [na/l] [%] [ng/l] [%]
Al vstup 956 21 5352 15 389 6 393 12 1901 13 439 13 1224 1
vystup 1505 5 82,7 8 ND ND ND ND 1520 14
B1 vstup 1136 24 NS ND ND ND ND ND
vystup 450 17 40,5 8 ND ND ND ND ND
C1 vstup ND 16379 19  ND ND ND ND ND
vistup  136,0 16431 1 ND ND ND ND ND
D1 vstup ND NS ND ND 3182 9 ND ND
vystup 159 12 44,9 10 ND ND ND ND 1048 11
E1 vstup ND 103,00 10 347 16  ND 364 11 ND 598,3 9
vystup 291 10 2725 20  ND ND ND ND 892 7
F1 vstup 654 2 644,5 1 ND ND 2344 5 ND ND
vystup ND 61,1 37 ND ND ND ND 588 1
G1 vstup ND 7198 9 3726 12 ND 6890 6 ND 596,7 7
vistupA  ND 507,6 7 ND ND ND ND 5095 0
vistupB ND 377,2 7 ND ND ND ND 4420 3
H1 vstup 15352 6 138292 4 27077 10 1058,9 7 44208 11 5664 14  1830,0 10
vystup ND 10865 6 ND ND ND 109 26 10519 19
11 vstup 494,9 10731,0 597,0 24,3 356,1 35 819,3
vystup ND 661,6 568,8 13  ND ND 17,5 258,8 18
L1 vstup 2022 1 2046229 3 20487 8 985 5 13731 14 ND 6794 1
vystup ND 19229 2 3759 10 ND ND 32 35 6218 14
K1 vstup 864 2 174 21 92 17 914 2 18,7 1 194 17 112 12
vystup 668 13 1361 4 72 15 491 3 ND ND 695 7

ND - pod mezi detekce, NS - nestanoveno - koeluce jinych latek, RSD - smérodatnéd odchylka vyjadiend v procentech
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Piiloha 2 Praimé&rmé koncentrace 7 ED naméfené na vstupu COV v CR - kompositivni 24 hodinové odbéry, vyjadiené s jejich smérodatnou

odchylkou, maximalni a minimalni koncentraci a medianem

Vzorek 4Nph BPA El E2 E3 EE2
(n=3) RSD RSD

IRG

RSD
[ng/l]  [%] [ng/1] [%] [ng/l] RsD[%] [ng/l] RSD[%] [ng/l] [%] [ng/l] RSD[%] [ng/l] RSD [%]

Alvstup 24  156,9 2,1 2925,9 39 329 255 5155 194 17549 1.2 ND 3785 15
Blvstup 24 126758 11,7 25305,7 114 1226 58 300 132 3350 151 ND 75,3 1,6
Clvstup24 1067,3 52 18544 168 2826 21,3 448 6,6 2916 221 246 70 1553 196
Dlvstup24 17,9 235 44804 1,7 1589 114 2811 o1 13366 17 NS 305,3 108
Elvstup24 37451 172 33858 102 515 80 1856 110 9250 3.0 21,6 40 1505 39
F1 vstup 24 33,5 23,2 937,7 0,7 453 234 181 7,4 1026 180 204 186 1588 1.2
Glvstup24 2255 18,3  3047,2 87 2176 164 4020 69 10419 65 NS 474,299
H1vstup 24  245,3 3,2 24775 84 1317 49 4702 39 22842 75 597 08 3136 143
11vstup24  209,2 2,6 13534 122 1885 159 1573 12,9 4243 158 136 120 3344 92
Klvstup24 20,6 134 11583 81 5549 26 2271 44  1758,5 120 NS 136,8 9,1
Llvstup24 315 142 542359 99 2699 77 2117 74 5635 119 351 g2 1417 117
Minimum 17,9 937,7 32,9 18,1 102,6 ND 75,3

Median 209,2 29259 158,9 2117 925,0 21,0 158,8

Maximum 12675,8 54235,9 554,9 515,5 22842 59,7 4742

ND - pod mezi detekce, NS - nestanoveno - koeluce jinych latek, RSD - smérodatna odchylka vyjadiena v procentech
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Piiloha 3 Pramérmé koncentrace 7 ED naméfené na vystupu COV v CR - kompositivni 24 hodinové odbéry, vyjadiené s jejich smérodatnou
odchylkou, maximalni a minimalni koncentraci a medianem

Vzorek 4Nph BPA El E2 E3 EE2 IRG

(N=3)  ng/l] rsD[%] [ng/l] RsD[%] [ng/l] RsD[%] [ng/l] RsD[%] [ng/ll RsD[%] [ng/ll RsD[%] [ng/ll RSD [%]
Al vystup24 55,9 29 1380 17 ND ND ND 13,7 38 1232 114
B1 vystup 24 19,6 212 880,1 154 10,2 6,6 ND ND ND 52,8 22,1
Clvystup 24 53,3 29 8333 08 27,6 12,8 ND ND ND 1146 20
D1 vystup 24 6,7 12,4 89,7 1,3 ND ND ND NS 58,9 1,2
Elvystup24 2573 95 2583 13 13,1 12,3 ND ND 8,6 8o 1564 32
F1vystup24 28,3 112 456 20,0 8,3 11,8 ND ND ND 87,1 11,5
G1lvystup 24 58,6 201 727,8 198 46,0 11,0 11,9 14,1 ND NS 2118 17,9
H1vystup24 74 282 1048 69 1624 197 ND ND 38,6 93 1782 56
11 vystup24 10,0 78 86,0 14,3 7,4 23,2 ND ND ND 71,2 14,7
K1 vystup 24 10,3 10,9 63,9 5,0 40,1 11,0 7,4 14,1 60,8 6,0 NS 43,1 4.4
L1vystup24 35 273 1696 24 1818 71 ND ND 46,7 176 120,8 58
Minimum 3,5 45,6 ND ND ND ND 43,1
Median 19,6 138,0 13,1 ND ND 4,3 114,6
Maximum 257,3 880,1 181,8 11,9 60,8 46,7 211,8

ND - pod mezi detekce, NS - nestanoveno - koeluce jinych latek, RSD - smérodatna odchylka vyjadfend v procentech
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Piiloha 4 Pramérné koncentrace 7 ED (n = 3) naméfené na vystupech COV Al béhem jednoho dne, vyjadieno s maximalni a minimalni
koncentraci a medianem latek

4Nph  rsp BPA  RsD El RSD E2 RSD E3 RSD EE2 RSD IRG RSD

Casodblru  voom v [ng/)] LA [ngM] LA [ngA] O [ng/l] M0 [ng/l] A [ngA] [
8 hod ND 210,2 7,6 33,5 12,5 ND ND 19,4 191  758,2 138
9 hod 55 5,2 178,3 139 ND ND 2,0 10,0 11,2 134 346,44 134
10 hod 20,8 233 1449 0,9 ND ND ND 26,3 115 407,1 8,6
12 hod ND 80,4 14,0 11,9 18,2 ND ND ND 481,3 3,0
13 hod ND 1743 166 ND ND ND ND 489,3 42
15 hod 34,4 44 1238 o8 ND ND ND 30,2 147 476,8 556
17 hod 6,3 31 97,0 3,0 4,7 3,0 ND ND 3,7 191 295,3 8,5
18 hod 41,9 189  365,1 7.8 38,5 6,3 ND ND ND 707,9 6,5
19 hod 33,0 109 1853 85 ND ND ND 17,1 4,7 7319 86
20 hod 83,9 12,1 300,3 6,3 53 12,5 ND ND 19,7 142 12678 59
22 hod 26,7 8,2 507,3 195 15,3 9,4 ND 21,4 14,8 14,6 6,2 572,3 124
0 hod 11,5 8,3 118,5 4.4 12,2 16,7 ND ND 26,0 406,2 8,0
3 hod 39,0 7,2 243,3 1,8 ND ND ND ND 454,7 191
5 hod 11,6 63 2985 98 20,8 93 ND ND ND 1522 19,2
6 hod 14,4 58 298,1 28 31,3 6,5 1,6 8,5 ND 28,3 21 8974 43
7 hod 10,4 238 1141 75 8,3 42 ND ND ND 350,6 2,1
Minimum ND 80,4 ND ND ND ND 152,2

Median 20,8 181,8 13,8 1,6 11,7 19,6 479,1

Maximum 83,9 507,3 38,5 1,6 21,4 30,2 1267,8

ND - pod mezi detekce, RSD - smérodatna odchylka vyjadiena v procentech
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