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Abstrakt

V soucasné¢ dob¢ je znama cela fada latek ptirozeného i1 antropogenniho ptivodu
oznacovanych jako endokrinni disruptory, které mohou ovliviiovat endokrinni systém
zivocich 1 lidi. Pro znalost chovani endokrinnich disruptorii v Zivotnim prostiedi
a odhad jejich rizika je dilezita jejich komplexni analyza v environmentalnich vzorcich.

Vtéto praci byla vyvinuta komplexni metoda pro stanoveni bisfenolu A,
17a-ethinylestradiolu, irgasanu a 4-nonylfenolu v aktivovaném kalu a ptd€ zahrnujici
ASE extrakci, precisténi extraktii kalu pomoci silikagelu a GPC a naslednou kvantifikaci
vzorki GC/MS a HPLC/UV. Jako finalni extrakéni podminky ASE byly urceny:
extrakéni smés DCM:aceton (3:1 v/v), teplota 60 °C, tlak 1700 psi, 3 extrakéni cykly.
Vyté€znost samotné ASE pii extrakci pudy byla stanovena v rozsahu 93,0-116,3 %
s RSD 2,7-5,7 % analyzou HPLC/UV a 93,3-106,0 % s RSD 9,3-15,6 % analyzou
GC/MS. Vytéznost celé metody vcetné Cisticich krok byla stanovena v rozsahu
78,2-111,2 % s RSD 4,1-10,6 % pfi kvantifikaci HPLC/UV a 74,6-88,9 % s RSD
3,7-18,2 % pii kvantifikaci GC/MS.

Aplikace metody na uméle kontaminované vzorky aktivovaného kalu a puady
analyzované po péti mésicich skladovani poskytla vytéznost vSech analytii v rozsahu
48,7-69,5 % sRSD 2,2-15,7 % pti analyze pidy GC/MS a 56,2-66,5 % s RSD
9,4-15,2 % pfi analyze kalu GC/MS.

Aplikaci metody na analyzu redlného vzorku aktivovaného kalu z COV v Ceské
republice byl stanoven bisfenol A s koncentraci 0,28 pg/g suchého kalu, irgasan
0,85 pg/g suchého kalu, 4-nonylfenol 0,12 pg/g suchého kalu, 17a-ethinylestradiol

nebyl v redlném vzorku kalu detekovan.

Kli¢ova slova: Endokrinni disruptory, Bisfenol A, 4-nonylfenol, Irgasan,

17a-ethinylestradiol, Aktivovany kal, Environmentélni vzorky



Abstract

There are many substances of natural and anthropogenic origin at present called
endocrine disruptors which may influence endocrine system of animals and humans. A
complex analysis of endocrine disruptors in environmental samples is important for
knowledge of their behaviour in living environment and for their risk estimation.

A complex method has been developed in this thesis for an analysis of bisphenol A,
17a-ethinylestradiol, irgasan and 4-nonylphenol in activated sludge and soil involving
ASE extraction, sludge extract cleaning with silicagel and GPC and subsequent GC/MS
and HPLC/UV samples quantification. These final extraction conditions of ASE have
been settled: extraction mixture DCM:acetone (3:1 v/v), temperature 60 °C, pressure
1700 psi, 3 extraction cycles. ASE yield during soil extraction has been settled in range
of 93,0-116,3 % with RSD 2,7-5,7% by HPLC/UV analysis and 93,3-106,0 % with
RSD 9,3-15,6 % by GC/MS analysis. The whole method yield including the cleaning
steps has been settled in range of 78,2-111,2 % with RSD 4,1-10,6 % in HPLC/UV
quantification and 74,6-88,9 % with RSD 3,7-18,2 % in GC/MS quantification.

The method application on the artificially contaminated sludge and soil samples
analyzed after five months of storage has provided the yield of all analysts in range of
48,7-69,5 % with RSD 2,2-15,7 % in GC/MS soil analysis and 56,2-66,5 % with RSD
9.,4-15,2 % in GC/MS sludge analysis.

By the method application on a real sample of activated sludge from a waste water
treatment plant in the Czech Republic, bisphenol A has been analyzed in concentration
0,28 png/g in dry sludge, irgasan 0,85 pg/g in dry sludge, 4-nonylphenol 0,12 ug/g in dry

sludge, 17a-ethinylestradiol has not been detected in the real sludge sample.

Keywords: Endocrine disruptors, Bisphenol A, 4-nonylphenol, Irgasan,

17a-ethinylestradiol, Activated sludge, Environmental samples
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1. Uvod

V poslednich letech bylo zjisténo, ze mnoho organickych sloucenin, bézné uzivanych
v lidském Zivoté, vstupuje do zZivotniho prostredi. Mezi tyto latky patii tzv. endokrinni
disruptory (ED), jejichz vstup do zivotniho prostfedi vyvolava obrovsky zajem po celém
svété, nebot’ mohou negativné ovliviiovat reprodukéni 1 hormonalni systém Zivocichil
i ¢loveka [1-2].

Skupina endokrinnich disruptorli zahrnuje Siroky rozsah fyzikaln&-chemickych
vlastnosti a chovani v zivotnim prostfedi a jejich nepfetrzité uzivani ve spojitosti
s biologickou aktivitou nékterych maji za nasledek negativni dopad na organismy i celé
ekosystémy [3].

Jako hlavni zdroj ED latek v zivotnim prostiedi jsou povazovany nedostatecné
zpracované prumyslové odpadni vody i odpadni vody domécnosti. ED latky mohou
v zZivotnim prostfedi vstupovat do rGznych matric jako napt. povrchové i podzemni
vody, moiska voda, ptida a sediment [4-15]. Vzhledem k faktu, Ze tyto matrice maji
rizné fyzikalné-chemické vlastnosti, stanoveni endokrinnich disruptori v nich tedy
vyzaduje odlisny pfistup. Pro znalost chovani endokrinnich disruptorti v zivotnim
prostiedi a odhad jejich rizika je dualezita jejich komplexni analyza v environmentalnich
vzorcich. Zvitata ¢i lidé nebyvaji obvykle vystaveny jedné sloucening, ale smési téchto
slouCenin, a proto je nutné vyvijet komplexni metody stanoveni ED v environmentalnich
matricich vedle sebe. Mnoho publikovanych studii je zaméfeno na stanoveni ED ve
vodnich matricich a hlavné na stanoveni ED v odpadnich vodach [4-12]. Mén¢& publikaci
se orientuje na stanoveni ED v pevnych matricich a piedevS§im na stanoveni
v aktivovaném kalu, ktery predstavuje dllezity krok v ¢isténi odpadnich vod [13-18].

Tato prace se v literarni ¢asti zaméfuje na publikovana data tykajici se vyskytu ED
latek v Zivotnim prosttedi, jejich G€inku na organismy a ¢lovéka a predev§im na zplsoby
stanoveni ED latek v environmentéalnich vzorcich. V experimentalni Casti se prace
zaméfuje na vypracovani analytické metody umozZiujici stanoveni ED v aktivovaném

kalu ziskaného z COV v Ceské republice.
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2. Cile prace
* Vypracovat vhodnou metodu a optimalizovat podminky stanoveni Ctyf endokrinnich
disruptort v aktivovaném kalu a v pade¢.

» Zavedeni nalezen¢ho postupu stanoveni ED v aktivovaném kalu pro rutinni pouZiti

v laboratofi.

» UrCeni vlivu ¢asu na stanoveni ED v aktivovaném kalu a v pad¢, porovnani uméle
kontaminované¢ho kalu/pidy s uméle kontaminovanym kalem/pidou ulozenym po

ur¢itou dobu — tzv. ageing.

* Porovnani zvoleného postupu stanoveni standardnich endokrinné aktivnich latek

v aktivovaném kalu a realnych vzorkt aktivovaného kalu z COV.
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3. Literarni reSerse

3.1 Mechanismus pusobeni endokrinnich disruptoru

Endokrinni disruptory byly definovdny Americkou organizaci pro ochranu
zivotniho prostfedi U.S. Environmental Protection Agency (EPA) jako exogenni
slouceniny zasahujici do syntézy sekrece, transportu, metabolismu, vazby nebo
vylu€ovani ptirozenych hormonti ptitomnych v téle, které odpovidaji za reprodukci,
homeostazu a vyvoj [19]. Spravnou funkci endokrinniho systému organismus
udrzuje mechanismy zpétné vazby a je tak znacné flexibilni pro zmény hormonalniho
stavu. Tento systém rovnovahy je vSak velmi citlivy k ruSivym vlivim a zvlasté
u zarodkl ¢i mladého organismu neni jisté, zda jsou schopny tyto zmény regulovat
[20].

Expozice ED latkdim mize vyvolat endokrinni efekty v riznych stupnich vyvoje
organismu. Endokrinni efekty se mohou projevit v embryonalni f4zi, mohou ovlivnit
fazi plodu ¢i novorozence sriznymi nasledky odliSnymi od expozice ve
stadiu dospélosti. Mohou ménit priibéh vyvoje potomstva v zavislosti na vyvojoveé
dobé expozice. Tyto nasledky byvaji casto opozdény, a tak se nemusi plné projevit,
dokud potomstvo nedosdhne zralosti nebo dokonce stfedniho véku. Kritickym
obdobim pro expozici vSak byva Casny embryondlni vyvoj, faze plodu a faze
novorozence. Zvlasté citlivy stupen vyvoje vici ED latkam, organogeneze, za¢ina
u lidi na konci 2. mésice t€¢hotenstvi [21]. Dopad expozice na organismus vSak zavisi
na celé tad¢ faktort zahrnujicich druh ovlivnéného hormonu, miru poskozeni,
nacasovani expozice, pohlavi, v€k, ro¢ni dobu, genetickou vybavu a relativni
citlivost druhu [22].

Bylo zjisténo, Ze endokrinni disruptory ptisobi na jaderné hormonalni receptory
zahrnujici estrogenni receptory, androgenni receptory, progesteronové receptory,
thyroidni receptory, ale také mohou ovliviiovat nejaderné steroidni receptory
hormonii (membranové estrogenni receptory), nesteroidni receptory (serotoninové,
dopaminové, noradrenalinové receptory) a rovnéz steroidni biosyntézu
a metabolismus [19]. Endokrinni disruptory mohou s témito receptory interferovat
a pusobit tak jako jejich agonisté i antagonisté [21]. Mohou napodobovat endogenni

hormony, plsobit proti jejich €inku, ménit jejich syntézu a metabolismus a ménit
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urovenn hormonalnich receptori. VétSina téchto efektl je reverzibilni, jakmile se
expozice zastavi, avSak v pfipadé¢ expozice bchem organogeneze mize dojit
k trvalym nésledkiim na organismu [23].

Ptikladem, kdy endokrinni disruptor pisobi jako agonista, mulZze byt
maskulinizace vodnich plzi psobenim tributylcinu uzivané¢ho v natérovych barvach
lodnich trupd. Tributylcin mlze napodobovat pfirozeny hormon testosteron nebo
blokovat receptory testosteronovych antagonisti, blokuje aromatasovou aktivitu
a/nebo aktivitu enzymi konjugujicich siru, ¢imz se hladina testosteronu zvySuje [24].

Estrogenni receptory existuji ve dvou typech ERa a ERB. Doposud byl nalezen
jen maly rozdil v afinit¢ celé¢ fady estrogennich sloucenin k obéma receptorim,
nicméné je jiz znamo, ze ERo a ERP} mohou interagovat s transkripénimi faktory
v zivych organismech né€kolika rliznymi zpisoby. Zda ma tento fakt vliv na citlivost
k estrogennim slou¢eninam, neni prozatim znamo, ale zvazuje se, Zze do urc¢ité miry
rozli$i estrogenni agonisty a antagonisty urcitych sloucenin napi. tamoxifenu
a raloxifenu [25].

Alkylfenoly ¢i bisfenol A se vazi na estrogenni receptory, které reguluji
transkripci cilovych genli po vazbé sestrogenem (17B-estradiol, estron).
17B-estradiol se na estrogenni receptor vaze fenolickou ¢asti, avSak vazebné misto
receptoru je dvakrat veétsi nez hydrofobni st 17B-estradiolu a takto vznikla

prohluben umoziuje alkylfenoliim a bisfenolu A vazbu na receptor [26].
3.2 Zastupci endokrinnich disruptoru

V soucasné dobé€ je zndma celd fada latek ptfirozeného i antropogenniho ptvodu
oznacovanych jako endokrinni disruptory, které mohou ovliviiovat endokrinni
systém Zzivocicht 1 lidi. Toto zjiSténi vyvolava zvySeny zajem ze strany vefejnosti
1 médii a stejné tak vyvolava potiebu intenzivnéjsi védecké Cinnosti v této oblasti
vyzkumu. Vzhledem k citlivosti tématu, jakym prostup endokrinnich disruptorit do
zivotniho prostiedi a potencionalni ohrozeni ¢lovéka je, vyvolava toto téma velké
mnozstvi diskuzi mezi védci, ochranci zivotniho prostfedi a ufady po celém svéte
[20, 27].

Endokrinni disruptory zahrnuji velkou skupinu riiznorodych latek i znacné

strukturné odliSnych, mezi které patii syntetické chemikélie bézné uZzivané
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v primyslu (polychlorované a polybromované bifenyly, dioxiny, alkylfenol
ethoxylaty, organoslouceniny cinu, irgasan), chemikalie béznych spotiebitelskych
produkti jako jsou plasty (bisfenol A), zméckCovadla (ftalaty), pesticidy
(methoxychlor, chlorpyrifos), fungicidy (viclozolin, benomyl), tézké kovy (rtut,
kadmium) nebo nékterd léCiva jako napf. diethylstilbestrol, steroidy uzivané
k substitu¢ni terapii nebo 17a-ethinylestradiol uZzivany jako hormondlni
antikoncepce [19,20,28,29].

Z ptirozené¢ se vyskytujicich latek, které mohou pisobit jako endokrinni
disruptory lze uvést fytoestrogeny bézné ptitomné v rostlinach (napt genistein). Tyto
latky sice maji relativné nizkou afinitu k estrogennim receptorim, avSak jsou Siroce
konzumovany [19,20]. Napt. Cao a kol v neddvné studii zjistili pfiblizn¢ 500krat
vys$si koncentraci genisteinu v moci u déti krmenych sojovym mlékem oproti détem
krmenym mlékem kravskym [26].

Pfirozené estrogeny maji kratkou dobu zivota, neakumuluji se tak snadno
v tkanich jako syntetické estrogeny a jsou snadno degradovatelné v jatrech. Naproti
tomu syntetické estrogeny a estrogenni 1é¢iva jako diethylstilbestrol, ethinylestradiol,
fytoestrogeny jako ligniny a isoflavony jsou stabiln¢js$i a zlstavaji v téle déle nez
prirozené estrogeny. VéEtSina téchto sloucenin jsou navic lipofilni povahy a snadno se
tedy mohou akumulovat v tukové tkani organisma [30].

Tato prace se zaméfuje na zastupce a vyskyt ¢tyf endokrinnich disruptort, které
byvaji pfitomny v aktivovaném kalu. Jsou to 17a-ethinylestradiol (EE2), bisfenol A
(BPA), irgasan (IRG) a nonylfenol (NP).

3.2.1 Bisfenol A

Bisfenol A patii mezi jednu z nejvice produkovanych chemikalii po celém svété
a pouzivd se jako zdkladni slozka polykarbonatovych plast, fenolpryskyfic,
polyesterti a polyakrylatd [31]. Potravinové konzervy se chrani proti korozi vnitinim
natérem epoxypryskyfic. Mnoho z nich je syntetizovdno kondenzaci BPA
s epichlorhydrinem za tvorby bisfenol A diglycidyletheru. Pokud nedojde k uplné
polymeraci, zbytkovy BPA se mize uvolnit z epoxypryskyfic a kontaminovat tak
potraviny [32], coz potvrdil ve své studii z roku 1998 Perez a kol. [33]. Stejn¢ tak se

BPA muze uvolnovat z polykarbonatovych plastovych obali plisobenim tepla nebo
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kyselych ¢i zasaditych sloucenin, coz urychluje hydrolyzu esterové vazby spojujici
molekulu BPA v polykarbondtech a pryskyficich [34,35] nebo z materidlii
pouzivanych ve stomatologii [36]. Krom¢ toho se BPA pouziva jako stabilizator
plasticizéri v PVC, tepelny stabilizator PVC pryskyfic, antioxidant v guméch

a plastech ¢i jako surovina pro vyrobu samozhasecich piisad [20].

H,C_ CHj

HO OH

Obr.1 Struktura bisfenolu A

3.2.1.1 Efekt bisfenolu A na Zivé organismy

V disledku perzistence BPA v zivotnim prostiedi méa bisfenol tendenci se
akumulovat v Zivych organismech, avSak bioakumulacni faktory se vyznamné lisi
mezi riznymi druhy. Lze fici, Ze bioakumulacni faktory jsou obecné vyssi
u bezobratlych nez u obratlovct [37].

Expozice nizké ddvce BPA u bfezich mysi negativné ovliviiuje vyvoj mléénych
zlaz, prodluzuje zrani tukové tkan€ a snizuje velikost epitelidlnich bunck [38].
Expozice nizkym davkdm rovnéz muze urychlit nastup puberty u mysi, jak sledoval
ve své studii Howdeshell a kol. [39].

Calafat a kol. méfenim koncentrace BPA ve vzorcich lidské moci za pouziti
izotopové-fedici plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii stanovili BPA
u 95 % vzorki v rozsahu 0,4-8,0 ppb [40]. Schonfelder a kol. stanovovali
nekonjugovany BPA vkrevni plasmé¢ za pouziti plynové chromatografie
s hmotnostni detekci v rozsahu 0,3-19,0 ppb [41], coZ poukazuje na znacnou
metabolizaci BPA, a proto se pfedpoklada, Ze vyznamna expozice lidi BPA musi byt
nepretrzita a z vice zdroji, aby se mohla projevit [35]. BPA ma navic potencial vazat
DNA po metabolické aktivaci, jak uvadi Virender a kol. [42].

Ackoli se spousta studii zamétuje na estrogenni aktivitu BPA, nedavné zpravy

odhalily jeho moZzny potencial k naruSovani ptisobeni hormonti §titné zlazy [43].
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Soucasné studie navic poukazuji na moznost, Ze endokrinni disruptory, vcetné
BPA, vytvarejici abnormalni endokrinni prostfedi se mohou podilet na vzniku

schizofrenie [44].
3.2.2 Alkylfenoly

Alkylfenoly ptredstavuji degradacni produkty alkylfenol ethoxylatl, které se
uzivaji jako emulgatory, disperze, smacedla a pénidla napf. v kosmetice, barvach,
zemé&d¢lskych chemikaliich, v textilnim primyslu, spermicidech a jako pfisada
mazacich olejti [45]. Dalsi vyznamné uziti alkylfenol ethoxylati pfedstavuje jejich
vyuziti jako neiontovych tenzidld. Alkylem muize byt rozvétveny oktyl, nonyl nebo
dodecyl fetézec, ackoli nejbé€zngjsi z alkylfenol ethoxylath byvaji nonylfenol
ethoxylaty, které predstavuji 82 % veSkeré produkce alkylfenolii [20]. Estrogenni
aktivita alkylfenolli zavisi na jejich struktufe. Napft. alkylfenoly s méné nez osmi
atomy uhliku vykazuji mensi estrogenni aktivitu. Rovnéz vétveni alkylového fetézce
¢i pozice na fenolovém jadfe urcuje velikost estrogenni aktivity a to tak, Ze
estrogenni aktivita klesd v pofadi poloh para>meta>ortho a v pofadi struktur
tercialni>sekundarni>primarni [46].

Nonylfenol ethoxylaty, kvuali jejich velkému vyuziti, dosahuji vysokych
koncentraci v Cistirnach odpadnich vod, kde byvaji nedostate¢né¢ degradovany na
nékolik vedlejSich produkti vcetné nonylfenolu [47]. Z tohoto diivodu byva
vypousténi precisténé odpadni vody nejcastéjSim zdrojem nonylfenolu v Zivotnim
prostiedi [48]. Dalsi zdroje vSak rovnéz ptedstavuji skladky odpadl, recyklace
odpadniho kalu i domécnosti [49].

Topari a kol. uvadi, e po oSetteni v COV je pfiblizné 60 % alkylfenol
polyethoxylati uvolnéno do zivotniho prostiedi jako degradacni produkty (alkylfenol
diethoxylaty, alkylfenol karboxylové kyseliny a alkylfenoly). Alkylfenoly jsou navic
relativné perzistentni a mohou se tak akumulovat v tukové tkdni organismt [50].
Gieger a kol. ve své studii z roku 1984 uvadi, Ze se nonylfenol ethoxylaty a jejich
degradacni produkty kumuluji ve vodnich organismech a vykazuji k nim vyssi
toxicitu nez jejich vychozi slouceniny [51]. Sonnenschein a Soto ve své studii uvadi
vy$si toxicitu degradacniho produktu NP oproti matefskym sloucenindm nonylfenol

polyethoxylatim [23].
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Nonylfenol je Siroce uzivan v chemickém vyrobnim primyslu, v kozeluZznim
pramyslu jako ochranny prostiedek atd. Ve formé nonylfenol fosfati se uziva jako

ko-stabilizator a antioxidant v riiznych polymerech jako jsou plasty a gumy [45].

OH

H3C(H2C)7H,C

Obr.2 Struktura 4-nonylfenolu

3.2.2.1 Efekt nonylfenolu na Zivé organismy

Toxicky efekt NP byl jiz pozorovan u ryb, bezobratlych 1 u savch [52]. NP se
vaze na estrogenni, progestinové a androgenni receptory a je znamy tim, ze indukuje
bunécnou proliferaci a receptor pro progesteron v lidskych MCF7 néadorovych
buiikdch a spousti tak mitotickou aktivitu v d€lozni sliznici u krys [53]. Nékteré
studie odhalily, Ze expozice NP mlize zvySovat riziko rakoviny prsu ¢i sniZzeni poctu
spermii u lidi [54], a to prestoze ma piiblizn¢ 7000krat mensi potencial nez
17B-estradiol, jak uvadi ve své studii Sharma a kol. [42]. LeBlanc a kol. vyslovili
hypotézu, ze NP mize plsobit embryotoxicky u koryst Daphnia magna v dusledku
zvysené hladiny testosteronu u matky, nebot NP méni metabolické vylucovani
testosteronu. Testosteron je u Daphnia magna za normalnich okolnosti vylu¢ovan
jako glykosylovany derivat, avSak NP zvySuje procento vyluCovani testosteronu jako
oxido-redukénich derivati, které jsou relativné nepolarni, a tudiZ byvaji v organismu
zadrzovany oproti b&éznym polarnim konjugatim [55]. Dalsi studie uvadi, ze
k reprodukénim zméndm u krys, krmenych potravou s riznymi koncentracemi NP,
dochdzi pti koncentracich NP 650 pg/g krmiva a vysSich, pii kterych dochéazelo ke
snizeni hustoty spermatu a poctu spermii u sameck a prodlouzeni délky cyklu

u samicek, coz vSak nebylo spojeno se zménami v plodnosti [45].
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3.2.3 Irgasan

Od roku 1960, kdy se zacal IRG pouzivat, je Siroce uzivan jako dezinfekéni
a ochranné ¢inidlo v celé fad¢ spotiebitelskych produktii. Jeho baktericidni u¢inek
spo¢iva v inhibici proteinového nosi¢e enoyl-acyl reduktasy Gram negativnich
a Gram pozitivnich bakterii, ¢imZ zabraniuje bakteridlni syntéze lipida [56]. Byva
pfidavan do textilu jako ochrana proti zapachu, do pracich prostfedkii, mydel na ruce,
zubnich past, dezinfekcnich roztoktli, deodorantli, plastovych kuchynskych nadobi,
1ékatskych pomicek a hracek [57,58].

Rostouci vyuziti IRG jako dezinfekéni ptisady je vSak v piimé souvislosti
s rostoucimi ditkazy o jeho bioakumulaci a perzistenci v lidské tukové tkani, krvi,
matefském mléce a moci. Irgasan a jeho methylovany metabolit byly napt. nalezeny

u ryb vyskytujicich se v povrchovych vodach [59,60].

Cl cl

o] OH

Obr.3 Struktura irgasanu

3.2.3.1 Efekt irgasanu na Zivé organismy

Nekteré studie potvrzuji toxicitu IRG ptitomného v povrchovych vodach vici
urCitym druhim fas. Napi. Wilson a kol. potvrdili, ze IRG mulze vyznamné
redukovat pocet vzacnych druhtt Chlamydomonas [61]. Nicméné vysledky studii
tykajicich se efektu IRG na Zivoc¢ichy se zna¢né 1isi a vyvolavaji celou fadu diskuzi
o jeho potencionalnim pusobeni na ¢loveéka. Nékteré studie napf. potvrzuji, zZe nizké
davky IRG naruSuji Groven hormont S§titné zlazy u pulci a zplsobuji jejich
predCasnou pfemeénu v zaby [62] nebo mohou snizit produkei spermatu u samecki
krys [63], nicméné¢ naproti tomu Fort a kol. nenalezli zadny efekt IRG
v environmentalnich koncentracich na normalni pribéh metamorfozy pulct [64].
Presto kazdy rok vychéazi nové studie, které negativni uCinek IRG na organismy

potvrzuji. Crofton a kol sledovali cirkulacni koncentraci tyroxinu pii podavani
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riznych krmnych davek IRG u krys a potvrdili tak, ze IRG naruSuje irovent hormonti
Stitné zlazy, nebot’ bylo pozorovéano sniZeni celkové koncentrace tyroxinu pfi oralni
expozici krys IRG [65].

Ishibashi a kol. nalezli indukei vitelogeninu jako biomarkeru endokrinni aktivity
u zadby Xenopus laevis [66]. Vitelogenin, specificky sami¢i protein vajecného
zloutku, je syntetizovan v jatrech jako odpovéd na vystaveni estrogenu. Nicméné
mechanismy pro produkei vitelogeninu jsou pfitomné 1 u sameckil, tudiz expozice
estrogenu muze vyvolat u sameckt produkci tohoto jinak zcela vyhradné samiciho
proteinu [67].

Vjiné studii expozice IRG vyvolala u ziby Rana catesbeiana urychleni
metamorfozy zavislé na thyroidnich hormonech a snizeni exprese thyroidniho
receptoru beta mRNA [62]. Je tedy ziejmé, ze IRG muze ovliviiovat celou fadu
biochemickych procest diilezitych pro homeostazu thyroidnich hormonti.

Celou tadu diskuzi vyvolava hypotéza, ze IRG zvysuje produkci chloroformu,
ktery je klasifikovan jako mozny lidsky karcinogen. Fiss a kol. uvadi v pfitomnosti
IRG produkci chloroformu v mnozstvi az o 40 % vyS$Sim, nez je mnozstvi bézné

pritomné v chlorované vodovodni vodé [68].
3.2.4 17a-ethinylestradiol

Synteticky estrogen 17a-ethinylestradiol piredstavuje klicovou slouceninu
uzivanou v celé fad¢ antikoncepCnich pilulek. Do zivotniho prostiedi vstupuje EE2
pfes nedostateéné zpracovani odpadnich vod v COV a byva piitomen
v koncentracich fadové ng/l. Kvli jeho nepietrzitému uziti, uvoliilovani do Zivotniho
prostiedi a perzistenci se dal$i zvySeni jeho koncentrace v zivotnim prostiedi
predpoklada [69], ackoli se v poslednich letech objevuje snaha snizit davku EE2
v antikoncep¢nich pilulkach, hlavné kvili snizeni dopadu negativnich u¢ink na
kardiovaskularni systém [70]. Pfirozené estrogeny jako estradiol nebo progesteron
nejsou vhodné pro oralni aplikaci, nebot’ jsou rychle metabolizovany a vyluCovany
[20]. Pfidand ethinylovda skupina na uhliku C17 ¢ini EE2 mnohem hufe
biodegradovatelny oproti pfirozenym estrogennim hormontim [71].

Navzdory stopovym koncentracim v zivotnim prostfedi (fadové ng/l) vyznamné

pfispivaji pfirozené 1 syntetické hormony k estrogenni aktivité v povrchovych
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vodach, pficemz 35-50 % této estrogenni aktivity vyvolava EE2 [72]. Pfirozené
estrogeny vykazuji rozpustnost ve vodé 13 mg/l. Naproti tomu synteticky EE2 ma
rozpustnost ve vod¢ 4,8 mg/l. Rozdélovaci koeficient oktanol/voda LogK,, se
u prirozenych a syntetickych estrogent pohybuje v rozmezi 2,8-4,7, pticemz vyssi
hodnoty vykazuji estrogeny syntetické, coz poukazuje na jejich vysoce hydrofobni
povahu. Tyto slouc¢eniny vzhledem k nizkému tlaku par nejsou t€kavé [20,73].
Estrogeny se v jatrech konjuguji se sulfaty, kyselinou glukuronovou nebo
sulfoglukuronidy pro zvySeni jejich polarity a snadné¢jsi vylu€ovani. Nicméné cast
estrogend je vzdy eliminovéana ve své volné, nekonjugované formé, kterd vykazuje
mnohem vys$i estrogenni aktivitu nez forma konjugovand [73]. Plsobenim
mikroorganismii mohou byt lidské ¢i dobytéi konjugované steroidy nésledné
dekonjugovany v biologicky aktivni volnou formu steroidu. Konjugované steroidy
vmléce C¢i vejcich mohou piedstavovat dodatecnou cestu expozice témto

prekurzoriim endokrinnich disruptort [74].

3.2.4.1 Efekt 170-ethinylestradiolu na Zivé organismy

ey

Expozice EE2 vyvolava mezipohlavni vyvoj mnoha druht divoce Zijicich ryb.
Kromé feminizace, mize EE2 vyvolavat rovnéz maskulinizaci rybich sami¢ek. Orn
a kol. méfili produkei vitelogeninu pfi expozict EE2 u nedospélych jedinct ryb druhu
Danio rerio, pticemz sledovali vyvoj gondd. Ke zméndm v poméru pohlavi
u samic¢ek dochdzelo jiZz v koncentracich 1 ng/l, kompletni pohlavni zména se
uskutec¢nila pii koncentraci EE2 2 ng/l a nebylo pozorovano Zadné mezipohlavni
stadium [75]. Holbech a kol. zjistili kompletni pohlavni zménu Danio rerio pfi
koncentraci 6 ng/l EE2 [76]. Endokrinni efekt u plzi byl pak pozorovan
v koncentracich fadoveé pg/l az mg/l. Rast fas byl inhibovan pii koncentracich EE2
v tadech pg/l [69].

Jobling a kol. sledovali expozici vyvijejicich se pstruzich sameckid EE2, NP
a oktylfenolu. Redukce ristu varlat byla pozorovana pii expozici 30 pg/l NP
a oktylfenolu, avSak stejny efekt byl pozorovan pfi expozici pouze 2 ng/l EE2 [77].
Versonnen a Janssen naproti tomu nalezli vyznamné zvyseni produkce vitelogeninu
u Danio rerio u dospélcii exponovanych koncentraci EE2 10 a 100 ng/l po 14 dnech

[67].
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Metcalfe a kol. studovali vyvoj mezipohlavnich gondd u sameckid medaky
koncentrace, pfi které byl zaznamenan ucinek, byla pozorovana pro EE2 a 17a-
estradiol. BPA s estriolem indukovaly vyvoj mezipohlavnich gonad v koncentracich
piiblizné stokrat vysSich nez EE2 a 17a-estradiol [78]. Z téchto vysledkii je tedy
patrné, ze EE2 md velmi silny estrogenni potencial k naruSovani endokrinnich
systémi organismil.

CH5OH

Obr.4 Struktura 17a-ethinylestradiolu
3.3 Degradace endokrinnich disruptori v ¢istirnach odpadnich vod

V soucasné dob& se ukédzalo jako nezbytné nutné vyvijet U¢inné metody pro
odstranéni ED latek ze zivotniho prostiedi. Né&které studie popisuji schopnost
aktivovaného kalu odstranit NP [79,80], ovSem Staples a kol ve své¢ studii odhalili, Ze
pokles koncentrace byl zpisoben sorpci NP na aktivovany kal, ¢imZ doSlo pouze
k jeho pfemisténi do jiné environmentalni matrice [81]. Stejnym zpisobem se pak
NP sorbuje na ¢astecky a sedimenty nebo se akumuluje v tkdnich vodnich organismil
[82-84]. Koagulace a precipitace, které se bézné pouzivaji ve vodarenské uprave,
byly pro odstranéni ED latek netc¢inné [85,86]. Naopak procesy jako biofiltrace
aktivace a pudni filtrace se koncentrace ED latek zna¢né€ redukovala. Studie uvadi
odstranéni vice nez 90 % BPA v COV, pii srovnani jeho koncentrace v piitoku
a v odtoku [87,88].

Mezi vyznamné procesy v COV patfi také predb&zna uprava aktivovaného kalu,
kterd zvySuje miru degradace béhem biologického Ccisténi. Z mechanickych
predbéznych tprav uzivanych v COV lze zminit mleti, homogenizaci ¢&i sonikaci.
Chemické predbézné upravy jako alkalickd hydrolyza, tepelnd hydrolyza, ¢aste¢na
oxidace Fentonovou reakci nebo ozonizace patfi k i¢innym metodam zvySujicim

schopnost biodegradace aktivovaného kalu. Tyto pfedbézné upravy kalu naruSuji
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suspendované castice (mikrobidlni burnky), Caste¢né je rozpousti, uvoliuji Ziviny,
snizuji viskozitu a zlepSuji degrada¢ni schopnost kalu [89]. Degradace organickych
polutantd v COV viak vyzaduje vice ¢isticich technik za sebou nebo paralelni
Cisténi.

Jiné studie uvadi, ze IRG je vyznamné degradovan v COV za aerobnich podminek
a pii odstranéni aktivovanym kalem se uvadi ucinnost degradace okolo 80-96 %
[90-92]. Baronti a kol. sledovali t&innost odstranéni EE2 v Sesti COV, kterou
stanovili v rozsahu 52-100 % [93]. Andersen a kol ve své studii uvadi, ze se EE2
primarn¢ degraduje v nitrifika¢nich tancich [94], nicméné naproti tomu Ternes a kol.
urcili 78% ucinnost odstranéni EE2 aktivovanym kalem [95]. Dalsi studie byly
zaméieny na vliv fotolyzy na degradaci IRG v povrchovych vodach a tento proces se
ukézal jako vyznamna cesta degradace IRG ve svrchnich vrstvach vod [96,97].

Uginnost degradace ED v COV zavisi na fyzikalnd-chemickych vlastnostech
cilovych slouéenin, pouZitych procesech v COV, provoznich podminkéch, teploté ¢i
pfitomnosti tézkych kovl.. Vreview z roku 2010 Mohapatra a kol. uvadi, Ze
pfitomnost nékterych tézkych kovl v aktivovaném kalu muiZe zvySovat schopnost
sorpce BPA k aktivovanému kalu [89]. Vytvofenim komplexu BPA s kovem navic

dochdzi ke zvyseni jeho toxicity, jak uvadi ve své studii Koponen a Kukkonen [98].
3.4 Osud ED v Zivotnim prostiedi, sorpce na environmentalni matrice

Jak bylo uvedeno vyse, pokles ED v COV nemusi byt zptisoben jejich degradaci,
ale jejich sorpci na aktivovany kal. Sorpce a desorpce jsou dulezité faktory pro odhad
transportu, degradace a chovani endokrinnich disruptori v Zivotnim prostiedi.
Ptitomnost ED v pidach souvisi s antropogennimi ¢innostmi, skladkami odpadi ¢i
opétovnym uzitim kalu jako hnojiva v zemédélstvi, ¢imz muze dojit ke kontaminaci
ptdy a podzemni vody a kontaminace se tak mize nést dale potravnim fetézcem.
V zivotnim prostiedi jsou ED distribuovany mezi vzduchem, vodou, putdou,
sedimenty a biotou [89].

Kwvli hydrofobni povaze maji endokrinni disruptory vysoky potencial sorbovat se
k environmentalnim matricim. NP, BPA, EE2 1 IRG se nespecifickymi lipofilnimi
interakcemi, které nejsou plné¢ reversibilni, vazi na huminové kyseliny

v environmentalnich matricich [49,99]. Ahel a kol. stanovili, ze 25 %

23



nonylfenolickych slouc¢enin uvolnénych do zivotniho prostiedi je ve formé NP, ktery
se sorbuje na kal az z 90 % [47].

Bisfenol A byva pravidelné nalézan ve vodnich ekosystémech, nebot’ je témet
nepretrzit¢ uvoliovan do Zivotniho prostfedi. [36]. Koncentrace BPA ve vodnim
prostiedi se zna¢né lisi, ale mize dosahovat az 21 pg/l [100]. Ve vod¢ byla zjisténa
adsorpce BPA na castice hmoty, sediment a biotu, proto obecné byva koncentrace
BPA v sedimentech o nékolik tadt vyssi nez ve vodéach [36]. Polocas rozpadu
v sedimentu, povrchovych vodach a podzemnich vodach poukazuje na perzistenci
BPA. Polocas rozpadu vpuadé se pohybuje vrozsahu 1-180 dni, ve vzduchu
0,7-7,4 dni, v povrchovych vodach 1-150 dni a v podzemnich vodach 2-360 dni [20].

Vikelsoe a kol. nalezli koncentraci NP 1,4 mg/kg suSiny v pid¢ po aplikaci
aktivovaného kalu z COV v mnozstvi 17t susiny/ha/rok [101]. Fernandez a kol. sice
pozoroval 52-100% odstranéni BPA za aerobnich podminek bez akumulace BPA
v kalu, ale tato studie je spiSe ojedinélym piipadem mezi ostatnimi studiemi, které
potvrzuji sorpci BPA na aktivovany kal kvili jeho vysoké hodnoté logK,., [102].
Bonin a Simpson vySetfovali sorpci estradiolu, estronu a EE2 v piidé a nejsilnéjsi
sorpci nalezli pro EE2, ktera byla narozdil od estronu a estradiolu méné zavisla na

obsahu organického uhliku [103].
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Obr.5 Distribuce endokrinnich disruptorii v Zivotnim prostiedi [104]
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3.5 Metody stanoveni endokrinnich disruptori v environmentalnich vzorcich

Stanoveni endokrinnich disruptori v environmentalnich vzorcich umoziuje
hodnotit jejich chovani, miru uvoliovani do Zivotniho prostfedi a ucinnost jejich
degradace v COV. Stanoveni ED v environmentalnich vzorcich je viak pomérné
obtizné, nebot’ environmentalni vzorky mivaji obvykle velmi komplikovanou matrici
a kjejich stanoveni je potieba velmi nizkych detekénich limitd vzhledem k velmi
nizkym koncentracim ED v zivotnim prostfedi. Slozitost matrice vyzaduje pii
stanoveni ED vice kroktli za sebou zahrnujicich extrakei, precisténi vzorku a kone¢né
stanoveni. Analyza ED v environmentalnich vzorcich je tedy casové
kalu, jehoz matrice obsahuje velky podil organické hmoty jako napft. lipidy,
huminové kyseliny a dals$i makromolekularni latky, které mohou s analyzou cilovych
sloucenin interferovat [105,106].

Z pomérné zna¢ného mnozstvi matric, do kterych ED vstupuji, vyplyva cela fada
riznych metod, kterymi je lze stanovit, v zavislosti na typu matrice ¢i koncentrace
cilovych sloucenin v dané¢ matrici. Nejvice studii je zaméfeno na stanoveni ED
v odpadnich vodach a obecné ve vzorcich vod jako napf. podzemni ¢i povrchové
vody [4-12]. Daleko mén¢ studii je zaméfeno na stanoveni v pevnych
environmentalnich matricich napt. v pidé, sedimentu ¢i na stanoveni ED
v aktivovaném kalu z COV, piestoze jak je uvedeno vyse, sorpce ED k pevnym
environmentalnim matricim je prokazana [13-18].

Pfi analyze environmentdlnich vzorkl je tedy potfeba vysoce citlivych metod

kombinovanych s i¢innymi extrakénimi a €isticimi technikami.
3.5.1 PfedbéZna prava environmentalnich vzorku

Pted vlastni extrakci vzorku se nékdy provadi jeho ptfedbézna tiprava, ktera muize
zahrnovat v pfipadé¢ odpadnich vod napf. filtraci pro odstranéni suspendovanych
¢astic. K filtraci byva uzivano rtznych typt filtri napt. sklenéné o rtizné velikosti
port. Diskuzi, zda se ED na filtrech zadrZuji, vyvratili Desbrow a kol. a Huang a kol.
[107,108].

V ptipad¢ kalt, pid a sedimenti mize ptredbéZna uprava zahrnovat vysouSeni

zmrazenim ¢i lyofilizaci a nasledné ptesivani sity [109,110].
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3.5.2 Extrakce environmentalnich vzorka

Existuje celd fada technik pro extrakci environmentéalnich vzorkl v zévislosti na
typu matrice. NejCastéj$i, v mnoha studiich uzivand, je extrakce tuhou fazi (SPE),
ktera vyuziva selektivni sorbent k extrakci analytu z kapalnych vzorkti na principu
adsorpce. Vybér vhodného sorbentu a elu¢niho rozpoustédla pro cilové analyty je
klicovym prvkem pro SPE. Vyhoda SPE spociva v jeji snadné automatizaci, nizké
spotfebé rozpoustédel a snadné dostupnosti. SPE jsou dostupné ve dvou
instrumentéalnich provedeni a to jako kolonky s naplni nebo ve formé diskti [111].

Gatidou a kol. stanovovali 4-nonylfenol , nonylfenol monoethoxylaty, nonylfenol
diethoxylaty, BPA a IRG v odpadni vodé a kalu pomoci GC/MS po ptedchozi SPE
odpadni vody. Sledovali U¢innost extrakce uzitim rGznych typti sorbentll napf.
silikagelu s navazanymi C18 alkylovymi skupinami, tfi polymernich sorbentl
[poly(divinylbenzen-co-N-vinylpyrrolidon, styren-divinylbenzen a hyroxylovany
styren-divinylbenzen], pfi¢emZ jako nejvice uinny pro vSechny analyty byl zvolen
sorbent C18 [112]. Dal§im vhodnym sorbentem pro SPE se ukazalo byt grafitové
uhli [113].

Déle byla sledovana uc¢innost SPE endokrinnich disruptorti pouzitim rtiznych
druhii eluénich rozpoustédel napi. dichlormethanu (DCM), hexanu, methanolu,
acetonitrilu  (ACN), ethylesteru kyseliny octové (EtAc), acetonu ¢i smési
DCM:hexan (4:1 v/v), kterd byla v praci Gatidou a kol. zvolena jako nejvice t€inna.
Vytéznost vSech analytl byla stanovena nad 60 % s vyjimkou 4-NP, ktery vykazoval
vytéznost v odpadni vodé pouze 35 % a 63 % ve vzorcich aktivovaného kalu [112].
Naproti tomu Hernando a kol. uzitim SPE s polymernim sorbentem a EtAc jako
eluénim c¢inidlem dosahl vytéznosti pro 17B-estradiol, EE2 a BPA v rozmezi
90-99 % a pro 4-terc-oktylfenol vytéznosti 75 % [6].

U pevnych vzorka lze SPE pouzit jako Cistici krok k pfeciSténi extraktu,
navazujici na hlavni extrakci pevného vzorku, pro eliminaci interferujicich slozek
matrice v co nejvetsi mire [18].

K extrakei pevnych vzorki lze jako jednu z moznosti uzit ultrasonifikaci (ULE).
Nie a kol. extrahovali ED z kalu ultrasonifikaci a jako extrakéni rozpoustédlo byla

pouzita smés methanol:aceton (1:1 v/v) snaslednymi dal§imi Cisticimi kroky.
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Vytéznost extrakéniho kroku byla stanovena v rozsahu 70-130 % [17]. Ternes a kol.
uvadi vytéznost ULE pro EE2 88 % v aktivovaném kalu [18].

Rostouci zajem vyvolava uziti mikrovinné energie k extrakci environmentalnich
polutanti (MAE). Tato technika rovnéz redukuje objem pouzitych rozpoustédel
a neni casové ndarocna. Liu a kol. stanovovali 17B-estradiol, estron, EE2,
16a-hydroxyestron, 4-NP, 4-terc-oktylfenol a BPA v fi¢nich sedimentech, které
extrahovali uzitim MAE. Optimalizaci extrak¢nich podminek dosdhli vytéznosti vice
nez 75 % u vSech cilovych analytl pfi uziti methanolu jako extrakéniho ¢inidla
[114].

Labadie a Hill uvadi vytéZznost MAE v rozsahu 92-107 % pfi stanoveni tii
estrogend (estronu, 17B-estradiolu, EE2) v fi¢nich sedimentech pfi extrakei
methanolem [14]. V jiné studii Morales a kol. stanovovali IRG a dva chlorfenoly
v kalu a sedimentech uzitim MAE se smési aceton:methanol (1:1 v/v) jako
extrakénim Cinidlem a uvadi vytéznost celé metody veetné Cisticich krokt 79-100 %
v sedimentech a 78-107 % v pouzitych typech kala [16].

U¢innou a pomérné jednoduchou metodou extrakce pevnych vzorkd je
vysokotlaka extrakce rozpouStédlem (ASE/PLE). Ve srovnani s jinymi extrakénimi
technikami neni €asové naro¢nd a je snadno automatizovatelnd. Narozdil od MAE
nevyzaduje po extrakci naslednou filtraci pro oddéleni extrakéniho Cinidla a pevné
faze [115].

Pfi optimalizaci podminek ASE jsou rozhodujici nasledujici kliCové parametry:
extrakéni rozpoustédlo, teplota, tlak a pocet cykld. Teplota je pro ASE kritickym
parametrem, nebot’ snizuje viskozitu solventu, ktery prostupuje matrici
a rozpousti analyty. Analyty se mohou v matrici zadrzovat a vyssi teplota ptipadné
interakce analytu s matrici naruSuje [115]. Nicméné je potieba brat v ivahu
fyzikéalné-chemické vlastnosti cilovych analytii. Napt. Petrovic a kol. uvadi ztratu NP
pfi 100 °C az 40 % [116]. Houtman a kol. urcili vytéZnost dvaceti Ctyf
environmentalnich polutanti chemickou analyzou sedimentu po ASE a ptecisténi
gelovou permeacéni chromatografii (GPC) v rozsahu 81-85 %. Jako extrakcéni €inidlo
bylo uzito smési DCM:aceton (3:1 v/v) [109]. V jiné své publikované studii pak
porovnavali t¢innost ASE se Soxhletovou extrakei pro sedmnact environmentalnich

polutanti v sedimentech. Obé¢ extrakce byly testovany s pouzitim dvou smési
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extrak¢nich rozpoustédel a to s hexan:acetonem (3:1 v/v) a DCM:acetonem (3:1 v/v).
Ob¢ metody vykazovaly srovnatelnou vytéznost po GPC piecisténi 84-89 % v obou
typech rozpoustédel pro vSechny polutanty s vyjimkou BPA. Nicméné Soxhletova
extrakce neni pfili§ vhodnou metodou kvili dlouhé dobé extrakce (n€kolik hodin)
a vyssi spotiebé rozpoustédla [117].

Shen a kol. porovnavali u¢innost ASE a ULE vybranych ED pfi analyze odpadni
vody a kalu. U¢innost ASE byla stanovena v rozmezi 68,5-114,0 % pii analyze kalu
za pouziti acetonu jako extrakéniho ¢inidla. VytéZnost ULE byla vyznamné nizsi
[118]. Reid a kol. stanovili vytéZznost ASE pro 4-NP 80,6 % s pouZzitim extrakéni
smési methanol:aceton (1:1 v/v) pfimym métenim HPLC [115].

Z mén¢ beéznych extrakénich technik pro analyzu ED v pevnych vzorcich lze
uvest kromé jiz zminéné Soxhletovy extrakce, superkritickou fluidni extrakci (SFE)
a destilaci vodni parou. Meesters a Schroder porovnavali ASE, Soxhletovu extrakci,
SFE a destilaci s vodni parou pii stanoveni ED v kalu. Jako neju¢inné;si byla urcena
ASE s extrakéni smési EtAc:kyselina mravenéi (9:1 v/v). Vytéznost v kalu byla
90-107 % pro 4-NP a 70-101 % pro BPA v riznych koncentra¢nich urovnich.
Uginnost dale klesala v pofadi Soxhletova extrakce, ULE a destilaci vodni parou

bylo dosazeno vice nez 75 % 4-NP, ale BPA nebyl za téchto podminek t€kavy. SFE

Cvwr

3.5.3 Precisténi environmentalnich vzorku

Jak uz bylo zminéno vySe, environmentdlni pevné matrice byvaji velmi
komplikované, a proto stanoveni ED vyzaduje velmi Casto vice Cisticich kroki
zatazenych za sebou.

Velmi Castym typem pieciSténi kapalného extraktu pevného environmentalniho
vzorku byva SPE casto v kombinaci s dalSim Cisticim krokem napi. piecisténim
silikagelem, aluminou ¢i jejich kombinaci nebo pieciSténim pomoci gelové
permeacni chromatografie. Meesters a Schroder uzivali k pfecisténi extraktl kolonky
plnéné aktivovanym oxidem hlinitym. Analyty byly eluovany smési EtAc:toluen
(3:1 v/v) a nasledné smési diethylether:methanol:kyselina mravenci (1:1:0,05 v/v/v).

Frakce II byla po nésledné derivatizaci analyzovana GC/MS [119].
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Nie a kol. pfecistovali extrakt aktivovaného kalu po filtraci ptes sklenény filtr
nejprve SPE a poté specialni laboratorné pfipravenou Al,Os/silikagelovou kolonou
[17]. V jiné praci Labadie a Hill ptecistili extrakt sedimentu nejprve uzitim SPE
a nasledné nanesenim extraktu na silikagelem plnénou kolonku s vrchni vrstvou
bezvodého Na,SO4. Analyty byly eluovany smési cyklohexan:EtAc (6:4 v/v) [14].
Podobny zpiisob precisténi MAE extraktu sedimentu provedl Liu a kol. nicméné bez
predchozi SPE extrakce. MAE extrakt byl nanaSen na silikagel s vrchni vrstvou
Na,S0Os. Jako elucni ¢inidlo byla pouzita smés EtAc:hexan (4:6 v/v) [114].

Dalsi mozny zplisob, jak piecistit extrakt pevného environmentalniho vzorku, je
precisténi kolonou plnénou florisilem. Wang a kol. uZili pro odstranéni lipidd
z biologickych extrakti kombinaci florisilové adsorpce a silyl-derivatiza¢ni techniky.
V prvnim kroku byly nizko- a vysokomolekularni lipidy odstranény deaktivovanou
florisilovou kolonou s DCM jako eluentem. V druhém kroku byly odstranény stfedné
polérni lipidy aktivovanou florisilovou kolonou po ptedchozi derivatizaci alkylfenoli
pomoci bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu (BSTFA) [120].

Dal§i moznou ucinnou metodou pro piecisténi slozitych environmentalnich
vzorkll by mohla byt GPC. K ptipravé gelu a jako mobilni faze se pouziva nejcastéji
DCM. Pouzivané gely byvaji nej¢astéji na bazi riznych polymert.

Houtman a kol. uZzivali k pfeciSténi ASE a Soxhlet extrakti GPC s DCM jako
mobilni fazi, ptficemz bylo dosazeno primérné vytéznosti 97 = 13 % pro standardy
a 109 £ 14 % s vlivem matrice sedimentu v extraktech [117]. V jiné své studii urcili
vytéznost metody zahrnujici ASE a GPC precisténi sedimentu s DCM jako eluentem
v rozmezi 81-85 % [109]. Navarro a kol. sledovali uc¢innost ptecisténi biologickych
extrakti po MAE uzitim SPE, saponifikace mikrovlnnou energii (MAS) a GPC,
piicemz nejcistsi extrakty byly ziskany praveé uzitim GPC s DCM jako mobilni fazi
[121].

Ternes a kol. stanovovali estrogeny v kalu a sedimentech po ULE extrakci
precistétnim GPC se smési cyklohexan:aceton (1:3 v/v) jako mobilni fazi.
Nasledovalo piecisténi pies silikagel s hexan:acetonem (65:35 v/v) jako eluentem.
Vytéznost GPC s pouZzitim standardll byla stanovena na 98-101 % a v kalu zahrnujici
vSechny kroky stanoveni byla stanovena na 73-104 % [18].

29



3.5.4 Derivatizace

Konec¢né stanoveni ED pomoci GC vyZzaduje obvykle jejich derivatizaci, pii které
dochazi ke snizeni polarity, zvySeni tékavosti a zlepSeni tepelné a katalytické
stability pro dosazeni vyssi citlivosti a vyssiho rozliseni GC analyzy [106].

Nejbéznéjsi uzivany zpusob derivatizace estrogent je silylace, pro kterou se
nejCastéji uzivaji nasledujici derivatizacni ¢inidla:

*  N-methyl-N-(trimethysilyl)-triflouracetamid (MSTFA)/

trimethylsilylimidazol (TMSI) / dithioerytrol (DTE) (1000:2:2 v/v/m) [18]

= BSTFA s 1% trimethylsiloxanem (TCMS) [118]

»  N-(terc-butyldimethylsilyl)-trifluoracetamid (MTBSTFA) [16]

Méné béznou je pak acetylace estrogenti acetanhydridem jako derivatizaCnim
¢inidlem [119].

Pro stabilizaci vzniklych derivati se ¢asto BSTFA uziva v kombinaci s pyridinem
[17,112,114]. Nicméné byl pozorovan vznik monosubstituovanych derivati se
substituovanou hydroxy skupinou nenasyceného kruhu kvili stérickému branéni
hydroxy skupiny v pozici 17 estradiolové struktury sousedni methylovou skupinou.

Derivatizace MTBSTFA byva u¢inngjsi, rychlejsi a poskytuje stabilngjsi derivaty
odolngjsi hydrolyze nez derivatizace pomoci BSTFA [122].

3.5.5 Kvantifikace ED v environmentalnich vzorcich

Pti stanoveni ED v environmentélnich vzorcich analytickymi technikami dominuji
metody chromatografické. Z chromatografickych metod byva v mnoha studiich
uzivana GC, kterou nésleduje LC.

Kazda z vyse uvedenych metod ma své vyhody a nevyhody. GC v kombinaci
s MS detekci vykazuje vysokou separacni uc¢innost a znacnou citlivost stanoveni,
ktera je jesté zlepSena uzitim tandemové GC-MS/MS. Nevyhodou je pak potieba
derivatizace vzorki pfed vlastni analyzou pro zvyseni jejich t€kavosti [106]. Nutnosti
je pak dostatecné precisténi environmentalnich vzorkdi majicich slozitou matrici
(napt. aktivovany kal), pravé kvuali vysoké citlivosti GC/MS k pfipadnym

interferencim. Nicméné nizké detekéni limity ¢ini GC/MS znacné vyhodnou pro
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analyzu environmentdlnich vzorkl,, u kterych se koncentrace polutantii pohybuje
fadove v ng/l ¢i ng/g pevného vzorku [118].

LC/MS predstavuje rovnéz vysoce citlivou a ucinnou metodu pro stanoveni
polutantli v environmentéalnich vzorcich, kterd se rovnéz zlepSuje uzitim LC-MS/MS
a kterd navic nevyzaduje ptedchozi derivatizaci vzorku narozdil od GC.

Vyhodou LC/UV je opét piima analyza bez ptedchozi derivatizace. HPLC
vyuziva pro stanoveni raznych typt detektort jako UV, FL, DAD, EC, nicméné
dochazi ke znacné spotiebé rozpoustédel uzitych jako mobilni faze a citlivost
stanoveni je v piipadé HPLC niz8i, pokud se analyty vyskytuji v komplexni

environmentalni matrici jako je pravé aktivovany kal [89,106].
3.5.5.1 Plynova chromatografie

Cela tada studii se zamétfuje na stanoveni ED v environmentalnich vzorcich
pomoci GC/MS. Jak jiz bylo popsdno vySe, vzhledem k citlivosti této metody je
potieba slozité environmentadlni vzorky dostatecné precistit pro odstranéni
ptipadnych interferenci.

Hernando a kol. stanovovali pét ED v odpadnich vodach pomoci SPE s naslednou
piimou analyzou GC-MS/MS ¢1 GC/MS po piedchozi derivatizaci pomoci BSTFA
s pyridinem. V obou pfipadech byla vytéznost 90-99 % s vyjimkou oktylfenolu,
u nejz byla vytéznost vyrazné nizsi (okolo 75 %). LOD pro GC/MS byl stanoven
vrozmezi 4,0-26,5 ng/l a pro GC-MS/MS 2,5-20,0 ng/l. Opakovatelnost
a reprodukovatelnost byla v rozmezi 1,6-14,0 % s vyjimkou estronu
s reprodukovatelnosti 28 % pii analyze GC-MS [6].

Shen a kol. analyzovali BPA a pét degradacnich produkti alkylfenol
polyethoxylati vcetné¢ 4-NP ve splascich a v kalu uzitim ULE a pfi extrakci kalu
uzitim ASE. Extrakty byly ptecistény SPE, derivatizoviny BSTFA s TMCS
a analyzovany GC/MS. Vytéznost v kalu byla stanovena v rozmezi
68,5-114,0 % s RSD 8§,9-16,0 %. LOD pro analyzu kalu byl v rozmezi 0,3-2,1 ng/g
kalu. Metoda aplikovana na analyzu realnych vzorkt kalu odhalila pfitomnost BPA
v mnozstvi 31,5 pug/g kalu a 4-NP 22,8 ng/g kalu [118].

Morales a kol. stanovovali irgasan v fi€nich sedimentech a riiznych typech kald

pomoci MAE s néslednym pfecisténim pomoci extrakce kapalnou fazi (LLE) a SPE
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a kone¢nou analyzou GC-MS/MS. Vytéznost byla stanovena na 81,7-97,3 %
v zé&vislosti na typu kalu a pfidané koncentra¢ni Urovni IRG ke kalu. RSD byla
vrozmezi 6,5-11,5 % a LOQ byl pro IRG 0,2 ng/ml pii analyze
GC-MS/MS, coz bylo 10krat nizsi ve srovnani s GC/MS detekci. Pii aplikaci metody
na redlné vzorky kalu byl IRG nalezen v koncentracich 420-5400 ng/g kalu
v zavislosti na typu testovaného kalu [16].

V jiné studii Ternes a kol. vySetfovali pfitomnost estronu, 17p-estradiolu a EE2
v aktivovaném a vyhnilém kalu, pro které vyvinuli metodu zalozenou na ULE
extrakcei, precisténi GPC a silikagelem a nasledné derivatizaci MSTFA/TMS/DTE
s analyzou GC-MS/MS. Absolutni vytéznost EE2 byla v aktivovaném kalu 99+25 %,
ackoli ucinnost extrakéniho kroku byla stanovena na 88 %. LOQ byla pro tyto tii
estrogeny 2 ng/g kalu. Analyzou redlnych vzorkii aktivovaného kalu byl EE2
stanoven v koncentraci 4 ng/g kalu [18].

Nie a kol. extrahovali NP, BPA a Ctyfi dalsi steroidni estrogeny pomoci ULE.
Nasledovalo precisténi SPE a Al,O3/SiO, kolonkou, derivatizace BSTFA
s pyridinem a méfeni GC/MS. VytéZznost byla stanovena nasledovné v zavislosti na
pouzité koncentracni trovni ED [17]:

BPA 77,0+ 1,4% az83,2+6,4% LOQ 1,3 ng/g kalu

4-NP 1049+ 11,6 % az107,1 £0,7% LOQ 188,7 ng/g kalu

EE2 91,0£4,6 % az 106,0+ 16,7 %  LOQ 10,0 ng/g kalu

Aplikace na redlné vzorky kalu odhalila pfitomnost ED v nasledujicich
mnoZzstvich:

BPA  134,0 + 23,3 ng/g kalu az 135,3 + 10,9 ng/g kalu

4-NP  2308,4 +27,5 ng/g kalu az 2323,0 + 22,1 ng/g kalu

EE2  nebyl detekovan

Gatidou a kol. stanovili vytéznost 4-NP, IRG a BPA v kalu po extrakci sonikaci
a precisténi SPE na 62,7 &+ 8,1 % pro 4-NP s LOD 0,04 ng/g kalu, 85,5 + 9,6 % pro
IRG s LOD 0,15 pg/g kalu a 96,3 + 4,1 % pro BPA s LOD 0,56 ng/g kalu.
Koncentrace v redlnych vzorcich kalu byla 0,11 pg/g kalu 4-NP, 1,84 ng/g kalu IRG
a 0,62 pg/g kalu BPA [112].
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3.5.5.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie se pro stanoveni ED v environmentalnich vzorcich
uziva stale castéji pravé diky odpadajici nutnosti derivatizace vzorku pied vlastni
analyzou a diky vysoké citlivosti stanoveni, kterou LC/MS poskytuje. Nicméné i tato
metoda vyZaduje dostatecné precisténi slozité environmentdlni matrice pro
odstranéni ptipadnych interferenci.

Baronti a kol. stanovovali Ctyfi estrogeny v pfitoku a v odtoku odpadni vody
z COV a v iiéni vodé. Vzorky vody byly ¢istény SPE a méfeny pomoci LC-MS/MS.
Vytéznost vSech estrogeni byla vrozmezi 86-91 % s RSD 2.4-6,2 % a s LOQ
0,02-0,90 ng/l. Analyza realnych vzorkl fi¢ni vody odhalila pfitomnost vSech ctyf
estrogenti v koncentracich 0,04-1,50 ng/l [93].

Lagana a kol. stanovovali dvanact estrogennich sloucenin v odpadnich a fi¢nich
vodach uzitim SPE snaslednou analyzou LC-MS/MS. Ve vSech typech vodni
matrice bylo dosaZeno vytéZznosti u vSech testovanych sloucenin vice nez 80 %
s RSD v rozmezi 1-8 % a LOD fadové v ng/l. Analyza redlnych vzorki fi¢ni vody
prokazala pfitomnost vSech testovanych sloucenin v koncentracich fadové desitky
ng/l s vyjimkou 4-NP v koncentraci 1,3-1,5 pg/l a s vyjimkou EE2, ktery nebyl
v realnych vzorcich detekovéan nebo jen v koncentraci 1 ng/l [122].

Alkylfenolické slouceniny v sedimentech stanovovali Petrovic a kol. analyzou
LC/MS po predchozi PLE extrakci sedimentu a ndsledném SPE ptecisténi.
Vytéznost vSech sloucenin byla nad 70 % s RSD v rozmezi 3,6-14,0 % a s LOD
fadové pg/kg sedimentu. V redlnych vzorcich sedimentu byl 4-NP nalezen
v environmentalné vyznamnych koncentracich 58-1170 ug/kg sedimentu [116].

Giraud a kol. extrahovali estrogeny z kalu ASE a precisténé extrakty analyzovali
uzitim LC-MS/MS. Vytéznost se pohybovala v rozmezi 86-126 % ve dvou riznych
koncentracnich urovnich s RSD 2-27 %. LOQ se pohyboval fadové v ng/g kalu.
Reélné vzorky obsahovaly estrogeny fadové v koncentracich ng/g kalu s vyjimkou
EE2, ktery nebyl detekovan v zddném z testovanych vzorka [123].

Estron, 17B-estradiol a EE2 v fi¢nich sedimentech stanovovali Labadie a Hill
uzitim MAE, pteci$ténim SPE a silikagelem a naslednou analyzou LC/MS. Primérna

vytéznost byla stanovena v rozmezi 82-98 % s RSD 10,1-16,2 % a LOD byl urcen
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fadove az v pg/g susiny. Analyza redlnych vzorkid sedimentu prokazala pfitomnost
17B-estradiolu a estronu v koncentracich fadové ng/g suSiny, nicméné¢ EE2 nebyl
detekovan vubec [14].

V jiné studii byly 4-NP a tfi typy ftalati stanoveny v sedimentech a kalech
extrakci ASE, centrifugaci a v pfipadé kalu 1 filtraci a ndslednym méfenim HPLC
s UV detekci. 4-NP vykazoval primérnou vytéznost 80,6 % s RSD 5,2 % a LOD
0,015 pg/g susiny v sedimentech. V redlnych vzorcich sedimentu byl 4-NP ptitomen
v rozsahu méné nez LOD az 1,57 pg/g suSiny a ve tiech typech kalu v rozsahu
6,23-22,80 ng/g susiny v zavislosti na typu kalu a mésici v roce [115].

Nuniez a kol. stanovili vytéznost 4-NP v pevnych environmentélnich vzorcich
extrakci ULE, ptecisténim SPE, filtraci a ndslednou analyzou HPLC s FL detekci.
Vytéznost 4-NP v sedimentu byla 88 % s RSD 5,1 %, ale pii analyze kalu 4-NP
vykazal pouze 26 % s RSD 9,0 %. LOD byl stanoven na 0,06 pg/g suSiny a LOQ na
0,62 pg/g susiny [124].

BPA a jeho derivaty v sedimentu a kalu byly stanoveny uzitim Soxhletovy
extrakce, pfeCiSttnim LLE a SPE a naslednou analyzou HPLC-MS/MS. BPA
vykazal vytéznost 71,5 % s RSD 9,7 % a LOQ 0,15 ng/g susiny. V redlnych vzorcich
kalu byl BPA nalezen v koncentracich 3,8-74,4 ng/g suSiny [125].

IRG byl analyzovan v pidé a biologickych matricich pomoci HPLC-UV po
predchozi extrakci sonikaci a ptecisténi SPE s molekularné tiSténym polymerem
(MISPE) jako sorbentem. IRG v pidé¢ vykazoval vytéznost 83,10 + 0,03 % s LOQ
40 ng/g suSiny a LOD 300 ng/g suSiny. Pii aplikaci metody na redlné vzorky pidy
IRG nebyl detekovan pfti uziti MISPE a HPLC-UV, ale byl stanoven uzitim C;sSPE
a HPLC-MS v mnozstvi az 0,040 + 0,013 pg/g suSiny. V daleko vyznamnéjSich
koncentracich byl IRG nalezen v biologickych pevnych vzorcich a to az
61,1 £0,006 ng/g susiny [126].

V jiné studii byly estrogeny v environmentéalnich vzorcich vod stanoveny uzitim
SPME a HPLC s FL detekci. Vytéznost BPA se pohybovala v rozsahu 88-116 %
a vytéznost EE2 vrozmezi 88-109 % dle typu studované vody. Pro BPA byl
stanoven LOD 0,02 ng/ml a LOQ 0,06 ng/ml a pro EE2 byl stanoven LOD
0,10 ng/ml a LOQ 0,35 ng/ml. RSD byla méné nez 12 % [127]. Penalver a kol.
dosahli podobnych hodnot LOD pro BPA i EE2 (0,06 ng/ml BPA a 0,07 ng/ml EE2)
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pii uziti HPLC-ED, nicméné s RSD dosahujici az 19 % pro BPA a 12 % pro EE2. Pti
uziti HPLC-UV vsak dosahovali vyssich LOD (0,3 ng/ml BPA a 0,4 ng/ml EE2) nez
Wen a kol s RSD az 17 % pro BPA a 18 % pro EE2 [128].
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4. Metodicka cast
4.1 Pouzivany material a chemikalie

Chemikalie 17a-ethinylestradiol (99,4%), bisfenol A (>99%), irgasan (=97%,
HPLC), 4-nonylfenol (99,9%), DMSO (=99,9%), pyridin (=99,9%), antracen (99%),
hexachlorbenzen (99%) a BSTFA:TMSC (99:1) byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich (USA). Ethylester kyseliny octové (>99,7%, HPLC), dichlormethan
(>99,9%, HPLC), aceton (>99,5%, PESTAPUR), hexan (>95%, PESTAPUR),
cyklohexan (>99,5%, PESTAPUR) a gel Bio-Beads®S-X12 byly zakoupeny od
firmy Chromservis (CR). Acetonitril (>99,95%, LC/MS) a methanol (>99,95%,
LC/MS) byly zakoupeny od firmy Biosolve (Nizozemsko). Na,SO4 bezvody byl
zakoupen od firmy Lach-Ner (CR). Silikagel (0,063-0,200 mm) byl zakoupen od
firmy Merck (CR). Mobilni faze (MF) pro HPLC byla ptipravena v deionizované
vod¢ Millipore-Q.

Aktivovany kal pochazejici z COV v Rajhradé byl dodan od spole&nosti Eko-Bio
Vysocina, spol. s.r.0.

Ptida byla ziskana na pozemku Mikrobiologického ustavu Akademie véd CR.
4.2 Chromatografické podminky — HPLC/UV

Vzorky byly analyzovany kapalinovym chromatografem firmy Allinace Waters
slozen¢ho ze separacniho modulu Waters 2695, PDA detektoru Waters 2996
a vyhodnocovaciho programu Empover’ Waters (Waters, USA). Latky byly
separovany na koloné¢ Nova-Pak® C18 4 mm, 3,9 x 150 mm Cartridge (Waters) za
chromatografickych podminek uvedenych v Tab.1.

Tab.1 Podminky pfi méteni vzorkit HPLC/UV

Mobilni faze A 10% acetonitril
B 100% acetonitril
Gradient MF: % B v ¢ase analyzy (min) 8(0); 80(15)
Pritok mobilni faze 0,8 ml/min
Délka analyzy 18 min
Detekce 280 nm
Dévkovany objem vzorku 20 pl
Teplota kolony 35°C
Teplota vzork 25°C
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4.3 Chromatografické podminky — GC/MS

Derivatizované¢ vzorky (dle kap. 4.10) byly analyzovany plynovym
chromatografem firmy Varian 450-GC (USA) s hmotnostnim detektorem 250-MS IT
mass spectrometer (Varian), autosamplerem Combi Pal (CTC Analytics, Svédsko)
a vyhodnocovacim programem Varian workstation (Varian). Pro separace byla
pouzita kolona DB-5MS o délce 30 m, praméru 0,25 um a tlouStkou stacionarni faze
0,25 um (Agilent Technologies, USA). Teplotni program zacal izotermalné pii 60 °C
pfi zavieném déli¢i po dobu 1 minuty. Nasledné byl déli¢ otevien v poméru 1:50

a teplotnim programem viz. Tab.2.

Tab.2 Podminky pfi méteni vzorkli GC/MS

Nosny plyn Helium
Pritok nosného plynu 1,2 ml/min

Teplota injektoru 240 °C

Split ratio (1 min) 1:50
Teplotni gradient: °C v Case 60(0); 60(1); 120(3,4);
analyzy (min) 240(51,4); 284(80)

Délka analyzy 80 min

Dévkovany objem vzorku 1 ul

Pro detekci latek byla pouzita elektronova ionizace (70 eV). Byl méfen celkovy
iontovy proud v rozsahu hmot 50-450 m/z od 20. do 80. minuty analyzy. Jednotlivé
derivatizované latky a vnitini standard hexachlorbenzen byly identifikovany na

zéklad¢ hmotnostnich spekter.
4.4 Priprava pidy a aktivovaného kalu pi‘ed stanovenim

K analyze byla pouzita dodana ptida o nasledujicich vlastnostech: celkovy obsah
organického uhliku 0,8 %, celkovy obsah organické hmoty 1,4 %, pH 5,3, vodni
jimavost 31 % a granulometrické slozeni: 50,9 % pisek, 31,2 % jemny pisek, 10,8 %
prach, 7,1 % jil [129]. Pida byla dodana jiz vysusena. Pied vlastnim stanovenim byla
puda presata pres sito o velikosti ok 1 mm a poté bylo do kadinky odvazeno 30 g
takto upravené pudy.

Aktivovany kal byl nejprve lyofilizovan v lyofilizatoru (Labio, CR) po dobu 24 h.
Poté byl homogenizovan v tfeci misce na prasek a ztohoto bylo do kadinky

odvazeno 30 g suchého aktivovaného kalu.
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4.5 Priprava zasobnich roztoki ED a uméla kontaminace pudy a kalu

Odvazenim pevného BPA, EE2, IRG a 4-NP do 12 ml sklenénych vial
a rozpusténim v pfisluSném mnoZstvi DMSO byly pfipraveny zasobni roztoky
o koncentraci 2000 pg/ml. Z téchto zasobnich roztokli byly fedénim v acetonu
pfipraveny smésné roztoky 4 ED o koncentraci 10 pg/ml a 25 pg/ml.

Postup kontaminace a piiprava extrakénich patron byly pifevzaty ze zavedené
praxe v laboratoti [129]. K 30 g kalu bylo postupné pipetou piidano 10 ml zdsobniho
roztoku 4 ED o koncentraci 10 pg/ml v acetonu. Mezi piidavky zasobniho roztoku
byl vZdy obsah kadinky promichan. Zasobni roztok 4 ED byl pfiddvan tak, aby
neprotekl kalem na dno kadinky ani nepfiSel do kontaktu s jejimi sténami.

Stejnym zplsobem bylo k 30 g pidy pfidano 4 ml zasobniho roztoku 4 ED
o koncentraci 25 pg/ml v acetonu.

Takto ptipraveny kal a pida byly ponechany v digestofi, dokud se pfitomny aceton

neodpafil.
4.6 Priprava extrakénich patron pro extrakcei vzorki pomoci ASE

Po vysusSeni kalu a pidy bylo do kadinek odvédzeno vzdy 3 g kalu/pldy a pfidano
300 pl destilované vody opét tak, aby neprotekla na dno kadinky. Poté byl do
kadinek obsahujicich kal odvdzen 1 g bezvodého Na,SO4 a do kadinek obsahujicich
ptdu 3 g bezvodého Na,SO4. Obsah kadinek byl promichan.

Takto ptipravené vzorky kalu a pidy byly pfesypany do sestavenych nerezovych
ASE patron o objemu 11 ml tak, Ze na dno patrony byly umistény dva papirové filtry,
moisky pisek a vzorek kalu/pidy. Patrony byly dosypany motskym piskem, navrch
byl pfidan papirovy filtr a patrony byly uzavieny.

4.7 Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem

Pida a aktivovany kal byly extrahovany pomoci extraktoru ASE200 Accelerated
solvent extractor od firmy Dionex (Francie). Optimalizace podminek ASE byla
provedena extrakci pidy se zndmym mnozstvim 4 ED pouzitim riznych typa
rozpoustédel a riznych teplot a tlakl. Tlaky jsou uvadény v jednotkach psi (pound
per square inch), nebot’ tato jednotka byva bézné pouzivana v literatufe a praxi

tykajici se této oblasti vyzkumu. Optimalizované podminky byly poté aplikovany na
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analyzu aktivovaného kalu. Pro optimalizaci podminek ASE byly testovany

nasledujici extrakéni podminky a rozpoustédla:

Tab.3 Extrakéni podminky pouzit¢ pii ASE extrakci pady s koncentraci 4 ED
3,33 ug/g pudy pro optimalizaci podminek ASE

Ptedehiivani 5 min
Zahtivani 7 min
Extrak¢ni krok 5 min
Promyvaci objem patrony 100 %
Pocet extrakénich cykli 3

Tab.4 Testované¢ kombinace rozpoustédla, teploty a tlaku pro optimalizaci

extrakénich podminek ASE pii extrakei piidy s koncentraci 4 ED 3,33 pg/g pudy

Rozpoustédlo Teplota (°C)  Tlak (psi)
EtAc 50 2000
Methanol 100 1500
Hexan: aceton (1:1 v/v) 60 1700
100 1500
150 1500
150 2000
DCM.aceton (3:1 v/v) 60 1500
60 1700
100 1500
150 1500
150 2000

Pokud neni uvedeno jinak, byly vSechny analyzy v této praci provedeny
v tripletech.

K extraktim pudy, které byly méteny pitimo HPLC/UV, bylo pfidano 750 ul
DMSO a extrakty byly zakoncentrovany odpafenim ve vyhiivaném bloku pfi teploté
40°C a tlaku 25 kPa. Poté bylo k zakoncentrovanym extraktim piidano 250 pl
zasobniho roztoku antracenu o koncentraci 40 pg/ml v acetonitrilu jako vnitini
standard. Pokud takto pfipravené extrakty obsahovaly nerozpusténou pevnou fazi,

byly pfed vlastni HPLC/UV analyzou centrifugovany na centrifuze Micro 120

39



(Hettich zentrifugen, Némecko) po dobu 10 min pii 90 rpm Supernatant byl sbirdn
a méfen HPLC/UV.

Extrakty plidy ziskané jiz s pouZitim findlnich ASE podminek, byly pted GC/MS
analyzou odpateny dosucha ve vyhfivaném bloku za snizeného tlaku
a derivatizovany pomoci BSTFA s pyridinem dle kap. 4.10.

Pro kontrolu ztraty analytli béhem odpafovani byly pfipraveny roztoky standardii
v daném rozpoustédle, které se zakoncentrovavaly ze stejného mnoZstvi rozpoustédla
a za stejnych podminek jako byly zakoncentrovavany extrakty ptdy.

Optimalizované podminky ASE byly poté aplikovany na extrakci aktivovaného
kalu. Aktivovany kal nelze pomoci HPLC/UV analyzovat ptimo po ASE z divodu
¢etnych interferenci matrice kalu s vlastnim stanovenim. Proto bylo nutné vyvinout
dostate¢né efektivni Cistici metodu pro analyzu ED v aktivovaném kalu, ktera
v tomto pifipadé zahrnuje precisténi extraktu aktivovaného kalu silikagelem a GPC.
Na Obr.6 je uvedeno schéma uvazovaného postupu stanoveni 4 ED v aktivovaném
kalu a v pud¢. Extrakty kalu byly odpafeny ve vyhfivaném bloku za sniZené¢ho tlaku

na objem cca 100 pl a dale upravovany.

aktivovany kal puda
v v
extrakce ASE extrakce ASE
v v v
precisténi silikagelem HPLC/UV BSTFA/pyridin
v v
precisténi GPC GC/MS
v v
HPLC/UV BSTFA/pyridin
v
GC/MS

Obr.6 Schéma uvazovaného postupu stanoveni 4 ED v aktivovaném kalu a v pad¢
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4.8 Precisténi extraktu aktivovaného kalu silikagelem
4.8.1 Priprava silikagelu pred jeho pouZzitim

Silikagel byl pfed pouzitim upraven dle prace Ternes a kol. [18]. 50 g silikagelu
ve sklenéné uzaviratelné lahvi bylo zahiivano po dobu 8 h na 150 °C. Poté byl

silikagel deaktivovan 1,5 % destilované vody (m/m).
4.8.2 Uréeni vhodného rozpoustédla pro precisténi vzorki silikagelem

Ke 2 g silikagelu bylo pfidano vzdy 10 ml testovaného rozpoustédla a poté byl
gel plnén do sklenénych kolonek o objemu 10 ml.

Pro ptecisténi vzorkl ptes silikagel byly testovany nasledujici typy rozpoustédel:

e cyklohexan

e DCM

e hexan:aceton (65:35 v/v) [18]
e DCM:aceton (7:3 v/v) [17]

Uginnost precidténi silikagelem byla stanovena s pouZzitim zasobniho roztoku
standardi 4 ED o koncentraci 50 pg/ml v daném testovaném rozpoustédle. Na
silikagel v kolonkach bylo pipetovano vzdy 200 pl tohoto zédsobniho roztoku
standardi 4 ED. Analyty byly eluovany vzdy 10 ml dané¢ho rozpoustédla. Poté byly
eluaty odpatfeny ve vyhtfivaném bloku za snizené¢ho tlaku. Vzorky v cyklohexanu
a hexan:acetonu (65:35 v/v) byly odpafeny dosucha. Vzorky v DCM a DCM:acetonu
(7:3 v/v) byly odpafeny téméei dosucha kvilli naslednym uvazovanym krokiim
analyzy redlnych vzorkt. Ke vzorkim bylo poté pipetovano 750 ul ACN a 250 pl
zasobniho roztoku antracenu o koncentraci 40 pg/ml v acetonitrilu jako vnitini
standard. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany HPLC/UV.

Stejnym zplisobem byla stanovena ucinnost silikagelového kroku piecisténi s jiz
zjisténym findlnim rozpoustédlem a kvantifikaci GC/MS. Eluaty byly odpafeny ve
vyhiivaném bloku za snizeného tlaku dosucha a byla provedena derivatizace dle kap.
4.10.

Pro kontrolu ztraty analytii béhem odpatovani byly piipraveny roztoky standarda
v daném rozpoustédle, které se zakoncentrovavaly ze stejného mnozstvi rozpoustédla

a za stejnych podminek jako byly zakoncentrovavany eluaty.
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Vybrané rozpoustédlo bylo pak pouzito k precisténi extrakt aktivovaného kalu.

M Wew

4.8.3 Precisténi extraktu aktivovaného kalu pomoci silikagelu

Ke 100 pl zakoncentrovanych extraktti aktivovaného kalu bylo ptiddno 900 pl
smési DCM:aceton (7:3 v/v). Takto upravené extrakty byly pipetovany na silikagel
pripraveny ve smési DCM:aceton (7:3 v/v) dle kap. 4.8.1 a 4.8.2. Analyty byly
eluovany 10 ml této smési a eluaty byly odpateny ve vyhtivaném bloku za snizeného

tlaku na objem cca 100 pl.
4.9 Precisténi gelovou permeacni chromatografii
4.9.1 Priprava gelu pred stanovenim

GPC gel BioBeads S-X12 byl pfipraven navazenim 20 g gelu do Erlenmayerovy
banky se zdbrusem a poté bylo pifidano Sestindsobné mnozstvi testovaného
rozpoustédla nez byla navazka gelu. Erlenmayerova batika byla uzaviena a gel byl
ponechan na 24 h ve 4 °C pro jeho dostate¢né nabobtnani.

Druhy den byl gel v Erlenmayerové bance ponechdn 20 min v ultrazvuku K12
Kraintek (Slovensko) pro odstranéni pifitomného vzduchu. Poté byla kolona
Omnifit® Glass Column, 10x 500 mm (Chromservis, CR) naplnéna gelem,
neprodyS$né uzaviena a spojena s davkovaci smyckou, pumpou zajist'ujici pritok
mobilni fAze Modifier pump (Suprex,USA) a automatickym sbérac¢em frakci Fraction

collector frac-100 (Pharmacia, Svédsko).
4.9.2 Vliv mobilni faze na acinnost GPC a eluéni profil analyti

Pro ptipravu gelu a jako mobilni faze byly testovany nasledujici rozpoustédla:
e sm¢s cyklohexan:EtAc (1:1 v/v)
e DCM
Mobilni faze byla pred kazdym pouzitim GPC umisténa na 15 min do ultrazvuku
pro odvzdu$néni.
Uginnost GPC a eluéni profil analyti byly stanoveny pouZitim zasobniho roztoku
4 ED o koncentraci 12,5 pg/ml ptipraveného vzdy v testovaném rozpoustédle. 800 pl
tohoto zdsobniho roztoku bylo aplikovano na GPC kolonu. Pratok mobilni faze byl
0,75 ml/min. Pro ureni elu¢niho profilu analytl byly frakce sbirdny po 2 min

v celkové délce 40 min.
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V ptipadé pouziti smési cyklohexan:EtAc (1:1 v/v) byly frakce odpafeny pod
proudem dusiku dosucha, rozpustény v 1 ml ACN a analyzovany HPLC/UV.
SouCasné byly pfipraveny kontroly ztraty analytd bé&hem odpafovani ze
smési cyklohexan:EtAc (1:1 v/v).

V ptipadé pouziti DCM bylo k frakcim pipetovano 750 ul DMSO a frakce byly
odpafovany pod proudem dusiku az do doby, dokud se DCM odpatoval. Poté bylo
piidano 250 pl zésobniho roztoku antracenu o koncentraci 40 pg/ml v ACN jako
vnitini standard a frakce byly analyzovany HPLC/UV. Soucasné¢ byly méfeny
kontroly ztraty analytl béhem odparu z DCM s DMSO.

Pro stanoveni u¢innosti GPC s DCM jako mobilni fazi bylo na GPC aplikovéano
800 pl zasobniho roztoku 4 ED o koncentraci 12,5 pg/ml v DCM a byla sbirdna
jedna frakce po dobu 30 min. K frakci bylo pipetovano 750 ul DMSO. Frakce byla
zakoncentrovana ve vyhfivaném bloku za sniZzeného tlaku, dokud se DCM
odparoval, opét byl pfidan antracen jako vnitini standard a frakce byla analyzovéana
HPLC/UV.

Utinnost GPC s DCM jako mobilni fazi méfenim pomoci GC/MS byla stanovena
aplikaci 800 ul zasobniho roztoku 4 ED o koncentraci 12,5 pg/ml v DCM na GPC.
Byla sbirdana jedna frakce po dobu 30 min, kterd byla odpafena dosucha ve
vyhiivaném bloku za snizeného tlaku a déle byla provedena derivatizace pomoci
BSTFA s pyridinem dle kap. 4.10. Soucasné byly méfeny kontroly ztraty analyti
béhem odparu z DCM za stejnych podminek.

4.9.3 Urceni vlivu kalové matrice na u¢innost GPC

Vliv kalové matrice na ucinnost GPC byl stanoven uzitim kalu bez piidaného
mnozstvi 4 ED, ktery byl extrahovan pomoci ASE dle kap. 4.6 a 4.7 za
optimalizovanych podminek a poté byl piecistén pies silikagel dle kap. 4.8.3. Eluat
byl odpafen ve vyhiivaném bloku za sniZzeného tlaku téméf dosucha a poté bylo
k nému pipetovano 800 ul zasobniho roztoku standardi 4 ED o koncentraci 10 pug/ml
v DCM. Takto pfipraveny roztok byl aplikovan na GPC. Analyty eluovaly mezi
17-20 min, proto byla sbirdna frakce mezi 16-26 min, ktera byla odpatfena pod

proudem dusiku a dale derivatizovana dle kap. 4.10.
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4.9.4 Precisténi aktivovaného kalu pomoci GPC

Aktivovany kal uméle kontaminovany dle kap. 4.5, extrahovany ASE dle kap. 4.6
a 4.7 za optimalizovanych podminek byl precistén pres silikagel dle kap. 4.8.3. Eluat
byl zakoncentrovan ve vyhiivaném bloku za snizeného tlaku na objem cca 100 pl
a poté bylo k nému pipetovano 700 ul DCM. Roztok byl poté aplikovan na GPC.
Frakce eluujici mezi 16-26 min byla dale analyzovana.

V prvnim piipadé bylo k frakci pipetovano 750 pl DMSO a frakce byla pod
proudem dusiku zakoncentrovéana, dokud se DCM odpatoval. Poté bylo pfidano
250 pl antracenu v ACN jako vnitini standard a frakce byla analyzovana HPLC/UV.

V druhém piipadé byla frakce po GPC odpafena pod proudem dusiku dosucha,
derivatizovana dle kap. 4.10 a mé¢fena GC/MS.

4.10 Derivatizace vzorki pro méreni GC/MS

Utinnost derivatizace byla stanovena derivatizaci jednotlivych standardt 4 ED
o koncentraci 10 pg/ml v EtAc dle postupu uvedeného nize. Vzorky byly poté
odpafeny pod proudem dusiku dosucha a bylo k nim pipetovano 900 pl ACN
a 100 pl antracenu o koncentraci 100 pg/ml v ACN jako vnitini standard. Takto
pfipravené vzorky byly analyzovany HPLC/UV.

Postup derivatizace byl proveden dle zavedené praxe v laboratofi. Vzorky urcené
k méfeni GC/MS byly odpafeny dosucha a derivatizovany pomoci smési
BSTFA:pyridin (1:1 v/v) tak, Ze ke kazdému vzorku bylo pipetovano 500 ul smési
BSTFA:pyridin (1:1 v/v) a 300 pl EtAC. Uzaviené vzorky byly 2 h inkubovany pfi
60 °C. Poté byly pod proudem dusiku odpafeny dosucha, bylo k nim pipetovano 900 pl
EtAc a 100 ul hexachlorbenzenu o koncentraci 20 pug/ml v EtAc jako vnitini standard. Takto

ptipravené vzorky byly analyzovany GC/MS.
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411 Vliv doby skladovani na stanoveni endokrinnich disruptori

v environmentalnich vzorcich

4.11.1 Priprava aktivovaného kalu a pidy

Do sklenénych uzaviratelnych lahvi bylo navazeno 120 g pady a 120 g
aktivovaného kalu upravenych dle kap. 4.4.

Ke 120 g pidy bylo pipetou postupné piiddno 16 ml zasobniho roztoku standardii
4 ED o koncentraci 25 pg/ml v acetonu a ke 120 g kalu bylo pipetou postupné
piidano 25 ml zasobniho roztoku 4 ED o koncentraci 16 pg/ml v acetonu jako bylo
popsano v kap. 4.5. Takto upravena puda byla vlhcena na 10 % vlhkosti (m/m). Kal
byl vlhéen na 50 % vlhkosti (m/m). Lahve byly uzavieny, obaleny hlinikovou folii

a umistény do termalniho boxu na 5 mésicti pii 10 °C.
4.11.2 Analyza starnoucich vzorki pomoci HPLC/UV a GC/MS

Vzorky pludy a kalu skladované v termalnim boxu byly analyzovany po péti
mésicich. Vzorky byly v kadinkach vysuSeny pii laboratorni teploté. Poté byly
vzorky extrahovany ASE s pouzitim optimalizovanych extrakénich podminek dle
kap. 4.6 a 4.7. V pfipad¢ pidy byly extrakty pfimo analyzovany HPLC/UV
a GC/MS. V piipadé¢ kalu byly extrakty nejprve piecistény jak bylo popsano
v kapitolach 4.8.3 a 4.9.4 a nasledn¢ byly analyzovany HPLC/UV a GC/MS.
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Chromatografické podminky — HPLC/UV

Kalibraéni kiivky 4 ED byly pfipraveny fedénim zéasobniho roztoku standardi

4 ED v ACN. Kalibra¢ni kiivka antracenu byla pfipravena fedénim zasobniho

roztoku antracenu v ACN. Hodnota LOQ byla pro vSechny analyty (vCetné

cvwr

pohybovala pod hodnotou 20 %. Hladina LOD byla stanovena jako 1/3 hodnoty

LOQ. LOQ byl pro vSechny analyty v€etn¢ antracenu 0,100 pg/ml. LOD byl pro

vSechny analyty vcetné antracenu 0,033 pg/ml. Charakteristika kalibra¢nich kiivek je

uvedena v Tab.5.

Tab.5 Kalibra¢ni kiivky 4 ED v ACN v rozsahu 0,1-100 pg/ml. o Sesti bodech

méefené HPLC/UV. Kalibra¢ni kiivka antracenu v ACN v rozsahu 0,1-10 pg/ml

o péti bodech méfend pomoci HPLC/UV.

Retencni ¢as Pocet bodu

Analyt (min) Rovnice pitmky r’

antracen 14,772 y=1,43-10°% + 1,29-10° 5 0,9997
BPA 5,021 y=19,76-10"x + 2,18-10* 6 0,9999
EE2 5,827 y=5,4810" + 4,96-10" 6 0,9986
IRG 9,048 y=2,24-10"x + 1,88-10" 5 0,9999
4-NP 11,952 y =6,89-10°x - 3,63-10° 5 0,9999

Na Obr.7 je uveden ptiklad HPLC/UV chromatogramu standardii 4 ED.
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Obr.7 HPLC/UV chromatogram standardi 4 ED

5.2 Chromatografické podminky — GC/MS

Utinnost derivatizaéniho kroku byla stanovena na 100 % s vyjimkou IRG, ktery
vykazoval vytéznost 87,5 %. Na zdklad¢ analyz derivatizovanych standard byly
vybrany charakteristické ionty (viz. Tab.6), které byly pouzity pii vyhodnocovani

koncentrace jednotlivych latek ve vzorcich.

Tab.6 Retencni Casy a charakteristické ionty analytti pti méfeni vzorktt GC/MS

Analyt Retencni ¢as (min) m/z
hexachlorbenzen 20,391 284.,0; 286,0
4-NP-BSTFA 28,939 179,0; 179,5
IRG-BSTFA 36,201 346,0; 350,0; 360,0
BPA-BSTFA 39,452 357,0; 358,0
EE2-BSTFA 58,365 425,0; 427
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Kalibra¢ni kiivky 4 ED byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku standarda
4 ED v EtAc a nasledné derivatizovany dle kap. 4.10. Charakteristika kalibracnich

kiivek je uvedena v Tab.7.

Tab.7 Kalibraéni kiivky 4 ED v EtAc derivatizovanych BSTFA s pyridinem métené
pomoci GC/MS

s Rozsah Pocet bodu LOD LOQ

Analyt Rovnice r
(ng/m)  pimky  m&mD " (yg/m)
BPA-BSTFA y=248613x-67350 0,9925 0,01-10 7 3,3 0,01
EE2-BSTFA y=2155,3x-160,73 0,9997 1-10 5 3333 1,00
IRG-BSTFA y=65875x-27507 0,9931 0,1-10 6 33,3 0,10
4-NP-BSTFA y=163352x - 53594 0,9936 0,01-10 7 3,3 0,01

Na Obr.8 je uveden piiklad GC/MS chromatogramu standardi 4 ED

s hexachlorbenzenem jako vnitinim standardem.
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Obr.8 GC/MS chromatogram standardi 4 ED s vnitinim standardem
hexachlorbenzen s retenénim c¢asem 20,384 min, 4-NP s retenénim cCasem
28,954 min, IRG s reten¢nim ¢asem 36,197 min, BPA s reten¢nim ¢asem 39,454 min

a EE2 s reten¢nim ¢asem 58,369 min.
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5.3 Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem

Optimalizace podminek ASE byla provedena extrakci uméle kontaminované pidy
pouzitim raznych typl rozpoustédel a riznych teplot a tlakli s naslednou kvantifikaci
HPLC/UV. Takto optimalizované podminky byly poté aplikovany na analyzu
aktivovaného kalu.

Utinnost extrakce 4 ED s pouzitim EtAc a methanolu jako extrakénich &inidel se
pohybovala v rozsahu 32,0-74,8 % s RSD 8,0-13,6 % s vyjimkou 4-NP, ktery
vykazoval vytéznost v rozsahu 115,2-117,9 % s RSD 2,1-3,2 %, coz poukazuje na
koeluci interferujicich slozek matrice pfi pouziti té€chto rozpoustédel. EtAc
a methanol pro extrakci 4-NP a BPA z kalu pomoci ASE ur¢ili Meesters a Schroder
rovnéz jako nevhodné, nebot’ analyty nedosahovaly dostatecné vytéznosti [119].
EtAc a methanol se navic ukédzaly byt nevhodné pro dalsi kroky analytického
postupu a ztohoto divodu byly testovany jiné typy rozpoustédel a extrakcnich
podminek (Obr.9 a Obr.10).

Pramérna vytéznost ASE s hexan:acetonem (1:1 v/v), rtizné extrakéni
podminky
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Obr.9 Primémé vytéznosti 4 ED po extrakci pidy ASE s koncentraci 4 ED
3,33 ug/g pudy s pouzitim smési hexan:aceton (1:1 v/v) jako extrakéniho ¢inidla a za

ruznych extrakénich podminek. Vytéznosti byly stanoveny méfenim HPLC/UV.
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Vytéznost ASE s DCM:acetonem (3:1 v/v), rizné extrakéni
podminky
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Obr.10 Primérné vytéZnosti 4 ED po extrakci pidy ASE s koncentraci 4 ED
3,33 ug/g pudy s pouzitim smési DCM.aceton (3:1 v/v) jako extrakéniho Cinidla a za
riznych extrakénich podminek. Vytéznosti byly stanoveny métenim HPLC/UV.

Extrakce pudy s koncentraci 4 ED 3,33 ug/g ptdy se smési hexan:aceton (1:1 v/v)
jako extrak¢nim cCinidlem vykazovala nejvys$si primérnou vytéznost vSech analytl
pti 60 °C a 1700 psi. Za téchto podminek byla primérna vytéznost 4 ED v rozsahu
82,8-92,0 % s RSD 1,6-5,0 % s vyjimkou 4-NP, ktery za téchto podminek vykazoval
vytéznost 144,6 % s RSD 6,9 %. Tato zvySena vytéznost 4-NP byla pravdépodobné
zpusobena koeluci interferujicich slozek matrice pti extrakci smési hexan:aceton
(1:1 v/v) a nasledné kvantifikaci HPLC/UV. Z Obr.9 vyplyva, Ze tyto interference pii
stanoveni 4-NP se projevovali u vSech testovanych extrakénich podminek. Shen
a kol. stanovili vytéZznost BPA a 4-NP v kalu extrakci ASE se smési hexan:aceton
(1:1 v/v) a extrakéni teplotou 100 °C a tlakem 1323 psi. BPA za téchto podminek
vykazoval vytéznost pouze 71,8 % a 4-NP 80,0 %. Interference kalové matrice byly
v tomto ptipadé¢ potlaceny uzitim GC/MS pii kone¢né analyze vzorka [118].

Pti pouziti smési hexan:aceton (1:1 v/v) jako extrakéniho ¢inidla byly pozorovany
vyznamné ztraty IRG se zvySujici se teplotou (Obr.9). Pii 60 °C a tlaku 1700 psi byla
vytéznost IRG 82,8 % s RSD 5,0 %, zatimco pii 150 °C a tlaku 2000 psi vykazoval
IRG primérnou vytéznost pouze 27,0 % s RSD 2,9 %.
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Za stejnych testovanych extrakénich podminek 60 °C, 1700 psi bylo dosaZeno
vysSi vytéznosti analyth pii extrakci pidy s koncentraci 4 ED 3,33 npg/g pudy pii
pouziti extrakéni smesi DCM:aceton (3:1 v/v) s naslednou kvantifikaci HPLC/UV
(Obr.10). Nejvyssi vytéznosti 4 ED bylo dosaZeno pii extrakéni teploté 60 °C a tlaku
1700 psi a to v rozsahu 93,0-116,3 % s RSD 2,7-5,7 %. Obdobné vytéznosti 98 %
EE2 a 112 % BPA dosahli Zhang a kol. ASE extrakci uméle kontaminované pudy
DCM:acetonem (3:1 v/v) pii 60 °C a 1500 psi [130]. V jiné publikaci byl IRG
extrahovan pouzitim ASE z pevnych biologickych matric s primérnou vytéznosti
97,7 %. Jako extrakéni €inidlo byl pouzit DCM za extrakéni teploty 60 °C a tlaku
1500 psi [131]. Nicméné v jinych studiich pfi uziti DCM jako extrakéniho Cinidla pti
extrakci BPA, EE2 a 4-NP z kalu ¢i pidy bylo dosazeno vytéznosti mensi nez 50 %
[118,130,131].

Pfi ostatnich testovanych podminkach bylo v této praci dosazeno vytéznosti nizsi
nebo byly naopak pozorovany vysoké interference matrice pii stanoveni 4-NP. Smés
DCM:aceton (3:1 v/v) navic Iépe vyhovovala dal$im naslednym krokiim
analytického postupu, pfi kterych bylo pouzito podobnych typl rozpoustédel.

Extrakéni smés DCM:aceton (3:1 v/v) byla urCena jako nejvhodnéjsi pro ASE
extrakci 4 ED za nésledujicich podminek: teplota 60 °C a tlak 1700 psi. Tyto
podminky byly pouzity pro extrakci uméle kontaminované piady s néslednou
derivatizaci BSTFA s pyridinem a kvantifikaci GC/MS. Vysledky jsou shrnuty
v Tab.8.

Optimalizované podminky ASE byly dale aplikovany na extrakci aktivovaného

kalu a na analyzu starnoucich vzorki uméle kontaminovaného kalu a ptdy.

Tab.8 Primérné vytéznosti 4 ED po extrakci pudy s koncentraci 4 ED 3,33 ug/g
pudy extrakéni smési DCM:aceton (3:1 v/v) a extrakénimi podminkami 60 °C, 1700
psi. Ke ztrat¢ analyti béhem odpafovani nedochédzelo. Vytéznosti byly stanoveny

méfenim HPLC/UV a GC/MS.

HPLC/UV GC/MS
Analyt  Primérnd vytéznost RSD Primérné vytéznost RSD
(%) (1=3) (%) (n=3) (%) (n=3) (%) (n=3)
BPA 93,0 2,7 93,3 11,8
EE2 99,5 5,7 93,3 15,6
IRG 111,5 5,5 96,2 9,3
4-NP 116,3 34 106,0 12,5
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Utinnost ASE pii extrakci 4 ED zpidy byla porovnana uzitim HPLC/UV
a GC/MS ke konec¢né kvantifikaci analyti (Tab.8). HPLC/UV i GC/MS poskytovaly
srovnatelnou vytéZnost BPA 1 EE2, ackoli pfi kvantifikaci HPLC/UV bylo dosaZeno
niz§ich RSD, coz by mohlo byt zplisobeno piimym méienim HPLC/UV bez
pfedchozi derivatizace vzorkl, ktera je pii méfeni GC/MS nutnd. VytéZznosti IRG
a 4-NP méteny HPLC/UV byly vSak ovlivnény interferujicimi slozkami matrice.
Analyzou GC/MS, kterd vykazuje vyssi selektivitu oproti HPLC/UV, byly tyto
interference pfi stanoveni IRG a 4-NP vyznamné eliminovany.

Uzitim HPLC/UV 1 GC/MS ke konec¢né kvantifikaci bylo dosazeno uspokojivé

vytéznosti nad 92 % u vSech analyti s RSD mensi nez 16 %.

¥ Wew

5.4 Precisténi extraktu aktivovaného kalu silikagelem
5.4.1 Urceni vhodného rozpoustédla pro preciSténi silikagelem

Vhodné rozpoustédlo pro piecisténi extraktu aktivovaného kalu bylo urceno

pouzitim standard 4 ED pfipravenych v daném testovaném rozpoustédle.

Testovéana byla nasledujici rozpoustédla:
e cyklohexan
e DCM
e hexan:aceton (65:35 v/v) [18]
e DCM:aceton (7:3 v/v) [17]

Analyzou HPLC/UV bylo zjisténo, ze cyklohexan a DCM jako rozpoustédla pro
precisténi vzorki pfes silikagel nejsou pouzitelna, nebot’ analyty nedosahovaly meze
detekce a z tohoto diivodu jsou na Obr.11 uvedeny pouze vytéznosti standardi

4 ED s pouzitim smési DCM:aceton (7:3 v/v) a hexan:aceton (65:35 v/v).
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Prumérna vytéznost standardti 4 ED pri preciSténi pres silikagel
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Obr.11 Primérna vytéZnost standard 4 ED o koncentraci 10 pg/ml pii pieciSténi

silikagelem s pouzitim rtznych typl rozpoustédel anaslednou kvantifikaci

HPLC/UV.

Vyssi vytéznosti 4 ED bylo dosazeno pouzitim smési DCM:aceton (7:3 v/v).
Ternes a kol. uvadi vytéznost silikagelového kroku preciSténi s pouzitim smési
hexan:aceton (65:35 v/v) 98,0 % < pro vSechny testované estrogeny [18]. Nizsi
vytéznost analyti pii uziti smési hexan:aceton (65:35 v/v) vtéto praci byla
zpusobena predevsim ztratou analytlh béhem odpafovani vzorkl dosucha, kvili jejich
pievedeni do jiného typu rozpoustédla pro navazujici kroky analytického postupu.
Ztrata analytd byla az 20 % (data neprezentovana). Ve studiich, kde se k precisténi
extraktli environmentalnich vzorkl uziva silikagel, vSak G¢innost samotného tohoto
kroku nebyva uvadéna [14,114].

Vzhledem k naslednym krokiim analyzy byla jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro
precisténi extraktu aktivovaného kalu pies silikagel zvolena smés DCM:aceton
(7:3 v/v). Analyzou HPLC/UV vsak dochazelo ke koeluci pii stanoveni vytéznosti
4-NP s pouzitim toho rozpoustédla (Obr.11). Analyza GC/MS vSak poskytla
uspokojivé vytéznosti vSech analytii nad 92,0 % s RSD mensi nez 3,1 % (Tab.9).
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Tab.9 Primérné vytéZnosti standardit 4 ED o koncentraci 10 pg/ml pfi pieciSténi

silikagelem se smé&si DCM:aceton (7:3 v/v) a naslednou kvantifikaci GC/MS

GC/MS
Primérna Ztrata
vytéznost RSD odparem
(%) 0=3) (%) (n=3) (%) (n=3)
93,2 3,1 1,3
92,1 2,2 13,1
95,1 2,1 0,0
97,1 2,7 0,6

5.5 Precisténi extraktu gelovou permeacni chromatografii
5.5.1 Vliv mobilni faze na acinnost GPC a elu¢ni profil analyti
Pro ptipravu gelu a jako mobilni faze byly testovany nasledujici rozpoustédla:

e sm¢és cyklohexan:EtAc (1:1 v/v)
e DCM
Uzitim mobilni faze cyklohexan:EtAc (1:1 v/v) bylo dosazeno pomérné dobré
vytéznosti vSech standardi 4 ED nad 80 % pii méfeni HPLC/UV, kdy ztraty analyti

byly zptsobeny piedevs§im ztratou béhem zakoncentrovani vzorki (Tab.10).

Tab.10 Primérna vytéZznost standardit 4 ED o koncentraci 8 pg/ml aplikovanych na

GPC s cyklohexan:EtAc (1:1 v/v) jako mobilni fazi métend HPLC/UV

HPLC/UV
Primeérna Ztrata
Analyt vytéznost odparem
(%) n=3) (%) (n=3)
BPA 80,3 18
EE2 79,7 20
IRG 87,5 9
4-NP 81 17

Pti hodnoceni elu¢niho profilu analytli s vlivem matrice aktivovaného kalu vSak
nedochazelo k dostatecnému oddéleni kalové matrice od analytl, nebot analyty

eluovaly z kolony soucasné s ¢elem matrice.

54



Pro hodnoceni elu¢niho profilu a vytéZznosti GPC s DCM jako mobilni fazi byly
frakce sbirany nejprve po 2 min v celkové délce analyzy 40 min a nasledné
kvantifikovany HPLC/UV. Takto bylo zjisténo, Ze analyty eluuji mezi 17-20 min,
coz souhlasi s publikovanou literaturou [117], nicméné vytéznosti standardi 4 ED
byly vyznamné nizké v rozsahu 54,4-81,8 % s vyjimkou 4-NP, ktery vykazoval
vytéznost 107,3 %. Stanoveni navic poskytovalo vysoké hodnoty RSD v rozsahu
1,7-45,8 %. Pro zjisténi celkové vytéznosti GPC byl v ramci optimalizace metody
proveden experiment zahrnujici sbér jedné frakce po dobu 30 min o objemu 22,5 ml,
ktera byla nasledné analyzovana HPLC/UV a GC/MS.

Vytéznost analytl pfi analyze HPLC/UV se pohybovala v rozsahu 98,7-101,5 %
s vyjimkou 4-NP, ktery nebylo mozné v eludtech DCM kvantifikovat (data
neprezentovana).

Primérné vytéznosti standardii 4 ED stanovené analyzou GC/MS jsou uvedeny
v Tab.11. Stanovend G¢innost GPC s DCM jako mobilni fazi souhlasi s u¢innostmi
uvedenymi v publikovanych studiich [117]. Ternes a kol. uvadi vytéznost GPC
98-101 % pro vSechny testované estrogeny s RSD < 11 % [18].

Uziti DCM pro ptipravu gelu a jako mobilni faze navic poskytovalo dobré

oddéleni analyti od matrice aktivovaného kalu.

Tab.11 Primérné vytéznosti standardi 4 ED o koncentraci 8 pg/ml pii méfeni
GC/MS, kde byla sbirdana jedna frakce po dobu 30 min. Ke ztrat€ analytd béhem

odparovani nedochéazelo.

GC/MS
Analyt o , F}PC 30 min
Priimérnd vytéznost RSD
(%) (n=3) (%) (n=3)
BPA 98,3 3.4
EE2 101,5 3,7
IRG 100,9 4,9
4-NP 102,2 2,6
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5.5.2 Uréeni vlivu kalové matrice na aéinnost GPC

GPC poskytuje dobrou vytéznost 4 ED 1 v pfitomnosti matrice aktivované¢ho kalu
pii kvantifikaci GC/MS. Jak je patrné z Tab.12, interference kalové matrice nebyly
vyznamné a to hlavné diky dobré schopnosti GPC odd¢lit interferujici slozky matrice
od analyti a diky vysoké selektivit¢ stanoveni GC/MS. Vytéznost stanovena
HPLC/UV (data neprezentovana) poskytla srovnatelné hodnoty s GC/MS. Stanovena
uc¢innost GPC v ptitomnosti kalové matrice koreluje s primérnou tc¢innosti uvadénou
v literatute, kterd byla stanovena na 109 = 13 % pro vSechny testované slouceniny

v pritomnosti matrice sedimentu [117].

Tab.12 Primémé vytéznosti 4 ED o koncentraci 8 pg/ml ptidanych k extraktu
nekontaminovaného kalu ptecisténého prtes silikagel pro zhodnoceni vlivu matrice na

ucinnost GPC stanovené meéienim GC/MS.

GC/MS
GPC vliv matrice kalu
Anal M ST 4
nabt Priméma RSD
vyté€znost
(%) (n=3) (%) (n=3)
BPA 104,2 3.9
EE2 113,2 6,4
IRG 107,3 4.8
4-NP 109,3 2.4

5.6 Analyza endokrinnich disruptori v uméle kontaminovaném aktivovaném

kalu

Vytéznost 4 ED v uméle kontaminovaném aktivovaném kalu, extrahovaném ASE,
precisténém silikagelem a GPC byla méfena uzitim HPLC/UV a GC/MS. Vysledky
jsou shrnuty v Tab.13.
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Tab.13 Primérné vytéznosti 4 ED o koncentraci 3,33 pg/g suchého aktivovaného
kalu extrahovaného ASE, ptecisténého pies silikagel a GPC s naslednou kvantifikaci

HPLC/UV a GC/MS.

HPLC/UV GC/MS
Primérna Primérna
Analyt vytéznost RSD vytéznost RSD
() 0=4) (%) =4 (%) 0=3) (%) (n=3)
BPA 78,2 7,3 86,2 3,7
EE2 79,5 6,5 74,6 2,6
IRG 85,1 10,6 88,9 12,9
4-NP 111,2 4,1 87,2 18,2

Celd metoda stanoveni 4 ED, vcetné extrakéniho kroku a pteciSténi, aplikovana na
aktivovany kal se znamym mnozstvim 4 ED poskytovala velmi dobrou vytéZnost
vSech analytti nad 74,0 % s RSD < 18,2 % pii kvantifikaci HPLC/UV 1 GC/MS.
Naproti tomu bylo v jiné studii dosaZzeno vytéZznosti BPA pouze 60 %
a 4-NP 75 % vsedimentu extrahovaném ASE s DCM:acetonem (3:1 v/v)
a precisténém GPC s DCM jako mobilni fazi [117]. V dalsi studii stanovili vytéznost
jinych dvaceti ¢tyf environmentalnich polutanti v sedimentu extrakci ASE
s DCM:acetonem (3:1 v/v) a naslednym piecisténim extraktu GPC s DCM jako
mobilni fazi. Vytéznost celé metody byla stanovena v rozsahu 81-85 % [109].

Vytéznost IRG v kalu 88,9 % souhlasi s vytéznosti IRG 81,7-97,3 % v kalu
stanovenou MAE s néslednym ptecisténim LLE a SPE a konefnou analyzou
GC-MS/MS [16].

Gatidou a kol. stanovili vytéznost 4-NP, IRG a BPA v kalu po extrakci sonikaci
a precisténi SPE. Tato metoda poskytla mensi vytéznost 4-NP (62,7 + 8,1 %) v kalu
oproti vytéznosti 4-NP stanovené v této praci a srovnatelnou vytéznost IRG
(85,5 £ 9,6 %). Pouze BPA ve studii Gatidou a kol. vykazoval vyS$i vytéZnost pfi
stanoveni v kalu (96,3 = 4,1 %) [112].

Pti stanoveni 4-NP se GC/MS ukazala jako lepsi volba pro jeho kvantifikaci,
nebot’ pii méfeni HPLC/UV dochézelo ke koeluci interferujicich slozek matrice kalu
s timto stanovenim. Uzitim GC/MS byly tyto interference eliminovany. Nizsi
vytéznost EE2 oproti ostatnim analytim (< 80 %) je pravdépodobné zplisobena jeho

vy$si sorpcei k environmentalnim matricim [132,133].
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5.7 Analyza endokrinnich disruptori ve starnoucich vzorcich

Starnouci vzorky pudy byly analyzovany pifimo po extrakci ASE pomoci
HPLC/UV a GC/MS. Starnouci vzorky aktivovaného kalu byly analyzovany po
extrakci ASE a piecisténi ptes silikagel a GPC pomoci HPLC/UV a GC/MS.

HPLC/UV analyza nebyla vhodna pro stanoveni 4 ED v uméle kontaminovanych
vzorcich pldy a aktivovaného kalu skladovanych po dobu 5 mésicii, nebot’ matrice
takto upravenych vzorkd zna¢né ovliviiovala signal analytl. VytéZnost v pudé
stanovenda méfenim HPLC/UV byla vrozsahu 27,3-62,5 % sRSD 1,2-6,7 %
s vyjimkou 4-NP, ktery se nachazel v duasledku interferenci matrice pod mezi
detekce. Obdobné vysledky byly ziskany analyzou HPLC/UV v aktivovaném kalu
s vytéznosti 26,0-39,3 % s RSD 2,7-10,7 %.

Uzitim GC/MS k analyze starnoucich vzorki pudy a kalu byly interference matric
téchto vzorkl potlaCeny a analyza tedy poskytla vice vypovidajici vysledky oproti
HPLC/UV. Vytéznosti 4 ED s uzitim GC/MS k jejich kvantifikaci ve starnoucich
vzorcich kalu a piidy jsou uvedeny v Tab.14 a Tab.15.

Tab.14 Vzorky pidy s koncentraci 4 ED 3,33 ng/g ptdy extrahované ASE a métené
GC/MS po péti mesicich skladovani.

GC/MS
Analyt Primérna vytéznost RSD
(%) (n=3) (%) (n=3)

BPA 48,8 7,9
EE2 58,5 2,2
IRG 69,5 11,0
4-NP 48,7 15,7

Tab.15 Vzorky aktivovaného kalu s koncentraci 4 ED 3,33 ug/g suchého kalu

extrahované ASE, ptecisténé pies silikagel a GPC a méfené GC/MS po péti mésicich

skladovani.
GC/MS
Analyt Primérné vytéznost RSD
(%) (n=3) (%) (n=3)

BPA 60,5 14,4
EE2 56,2 9,4
IRG 59,4 11,2
4-NP 66,5 15,2
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Niz8i primérmé vytéznosti 4 ED ve starnoucich vzorcich pliidy a kalu oproti
cerstvé uméle kontaminovanym vzorkiim piidy a kalu mohou byt zplisobeny sorpci
téchto latek k environmentdlnim matricim [132-134], kdy se adsorpéni afinita
cilovych sloucenin k environmentalnim matricim miize v prubéhu ¢asu zvysit. Tuto
teorii vSak zatim neni mozné potvrdit, nebot’ v dosud publikované literatufe nebyl
vliv ageingu na stanoveni ED v environmentdlnich vzorcich publikovan. Vliv
biodegradace na vytéznost téchto Ctyt analytll je mozny, nicméné vzhledem k zna¢né
perzistenci a sorpci téchto latek, popsané v kap. 3.4, se vliv biodegradace
nepiedpokldda. Zhodnoceni vlivu biodegradace na kvantifikaci téchto latek vSak

nebylo cilem této prace.
5.8 Analyza realného vzorku aktivovaného kalu z COV

Cela metoda stanoveni 4 ED vcetné extrakéniho kroku a ptecisténi byla
aplikovéana na stanoveni 4 ED v realném vzorku aktivovaného kalu z COV. Ziskané

vysledky jsou shrnuty v Tab.16.

Tab.16 Praimérné koncentrace 4 ED v realném vzorku aktivovaného kalu z COV

extrahovaném ASE, ptecisténém pies silikagel a GPC a analyzovaném GC/MS.

GC/MS
Analyt Primérna koncentrace RSD
ug/g suchého kalu (n=3) (%) (n=3)
BPA 0,28 16,5
EE2 nd nd
IRG 0,85 16,0
4-NP 0,12 4,7

nd — nedetekovano

Zjisténé koncentrace 4 ED v realném vzorku kalu souhlasi tadové
s koncentracemi v realnych vzorcich kalu ohlédsenych v jinych studiich provedenych
vjinych zemich [16,112]. Napi. Nie a kol. stanovili BPA v redlném vzorku
aktivovaného kalu v koncentraci 0,13 pg/g kalu po extrakci ULE, piecisténi SPE
a AlLO3/SiO; kolonkou, derivatizaci BSTFA s pyridinem a méfeni GC/MS. EE2

v realném vzorku kalu rovnéz nebyl detekovan [17].
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6. Zavér

* Byla vypracovana vhodna metoda stanoveni ¢tyt ED v aktivovaném kalu a v ptdé
zahrnujici ASE extrakci kalu a pidy, pteisténi extraktd kalu silikagelem a GPC

a konec¢nou kvantifikaci vzorki pomoci HPLC/UV a GC/MS.

* Jako vhodnégj$i pro konecnou kvantifikaci vzorkli byla uréena GC/MS, kterd
poskytovala vys$i selektivitu a citlivost stanoveni oproti HPLC/UV. Pii analyze
HPLC/UV byl LOD vSech analyti 0,033 pg/ml a LOQ vSech analytti 0,100 pg/ml.
Pfi analyze GC/MS se LOD pro vSechny analyty pohyboval v rozsahu
3,3-333,3 ng/ml a LOQ v rozsahu 0,01-1,00 pg/ml.

* Pii analyze GC/MS byla vytéznost ASE pfi extrakci pidy s pouzitim
optimalizovanych podminek pro vSechny ctyii analyty v rozsahu 93,3-106,0 % s RSD
9,3-15,6 %. Utinnost silikagelového kroku predisténi s uréenym finalnim rozpoustédlem
se pro viechny analyty pohybovala v rozsahu 93,2-97,1 % s RSD 2,1-3,1 %. U&innost
GPC s DCM jako mobilni fazi byla pro vSechny analyty v rozsahu 98,3-102,2 % s RSD
2,6-4,9 %. Vytéznost 4 ED v aktivovaném kalu se pfi zahrnuti vSech krokli stanoveni

vcetng precisténi pohybovala v rozsahu 74,6-88,9 s RSD 2,6-18,2 %.

* Ve starnoucich vzorcich pidy byly 4 ED stanoveny v rozsahu 48,7-69,5 % s RSD
2,2-15,7 %. Ve starnoucich vzorcich kalu byla vytéznost 4 ED stanovena v rozsahu

56,2-66,5 % s RSD 9,4-15,2 %.

+ Aplikaci zvolené metody na analyzu realného vzorku kalu z COV byly zjistény
koncentrace BPA 0,28 pg/g suchého kalu, IRG 0,85 pg/g suchého kalu, 4-NP 0,12 pg/g

suchého kalu a EE2 nebyl v redlném vzorku kalu detekovan.
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