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ABSTRAKT

S neustdlym narGstem zneciSténi zivotniho prostiedi se zhorSuje kvalita povrchové vody, ktera je
technologickymi procesy upravovana na vodu pitnou, a je proto nutné klast zvySené naroky na ti€¢innost
téchto technologickych procest a jejich ptipadnou inovaci. Vzhledem k tomu, ze surova voda je
kontaminovana riznymi druhy polutantt, je pro zajisténi kvality nezbytné prubézné kontrolovat pitnou
vodu dodavanou do vefejné distribuéni sité. Upravny pitné vody stéle nejsou schopny surovou vodu
upravit dokonale, ale pouze eliminovat jeji znecisténi na normami akceptovatelnou miru. Zejména
z tohoto divodu je nezbytné, aby byla kvalita pitné vody pravidelné kontrolovana a zaroven posuzovana
ucinnost jednotlivych technologickych procesi Gipravy pitné vody. K tomu mohou slouzit screeningova

analyza nebo popt. ekotoxikologické testy.

Diplomova préce se zaméetuje na problematiku u¢innosti technologickych procest upravy pitné vody.
V ramci experimentalni &asti byly v upravné vody v Ceské republice odebrany vzorky surové vody a
vzorky vod po vSech separaénich stupnich, které byly podrobeny ekotoxikologickym testim a
screeningové analyze. Na zakladé¢ provedenych ekotoxikologickych testt na organismech
Thamnocephalus platyurus, Lemna minor a Vibrio fischeri mizeme ptedpokladat tvorbu skodlivych
chlorovanych vedlejsich produktd, coz se projevilo téméf 100% mortalitou organismd T. platyurus.
Z vysledkl screeningové analyzy realizované po extrakci vzorkli metodou SPE pomoci pfistroje
HPLC/MS vyplyva, ze nejucinnéjsi metodou pro odstranéni hormonalnich latek je ozonizace.

ABSTRACT

The quality of raw water is deteriorating with the continuous increase in environmental pollution.
Raw water is being modified to drinking water by technological processes, and it is therefore necessary
to put increased demands on the efficiency of these technological processes and their possible
innovation. Due to the fact that raw water is contaminated with different types of pollutants, it is
necessary to continuously control the drinking water supplied to the public distribution network in order
to ensure its quality. Drinking water treatment is still unable to treat the raw water perfectly, its pollution
is only reduced to acceptable standards. For this reason, it is indispensable that the quality of drinking
water is being checked regularly and at the same time the efficiency of individual technological
processes of drinking water treatment is assessed. This includes screening analysis or eventually
ecotoxicological tests.

The thesis focuses on the efficiency of technological processes of drinking water treatment. Within
the experimental part, samples of raw water and samples of water after each separation stage have been
collected at the drinking water treatment plant in the Czech Republic. These samples have been
subjected to ecotoxicological tests and screening analysis. Based on the ecotoxicological tests carried
out on Thamnocephalus platyurus, Lemna minor and Vibrio fischeri, we can assume the emergence of
harmful chlorinated by-products, resulting to nearly 100% mortality in T. platyurus. The results of the
screening analysis carried out indicate, after the extraction of specimens by the SPE method using
HPLC/MS, that the most effective method for the removal of hormonal substances is ozonization.

KLICOVA SLOVA

Pitna voda, piskova filtrace, ozon, filtrace GAU, UV zafeni, chlorace, hormony, ekotoxikologie,
HPLC/MS

KEYWORDS

Drinking water, sand filtration, ozone, GAU filtration, UV radiation, chlorination, hormones,
ecotoxicology, HPLC/MS
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1 UVOD

Jednou ze zakladnich soucasti Zemé, nutnou pro existenci jakéhokoli Zivota, je voda. Zasoby vody
na Zemi jsou vSak rozdéleny zcela v neprospéch sladké vody, kdyz pfevaznou cast zasob vody tvori
oceany a morie. Zasoby sladké vody miizeme nalézt naptiklad v pevninskych ledovcich, v podzemnich
vodach, vjezerech a fekdch. K zabezpeceni lidskych potfeb je nezbytné vodu prostfednictvim
technologickych procest upravit na vodu pitnou.

Zabezpeceni kvality pitné vody pro obyvatelstvo je nutné nejen s ohledem na dodrzeni urcitého
zivotniho standardu, ale také zejména k ochrané¢ vetfejného zdravi.

V piirozenych podminkach voda podléhda mnoha piirodnim vliviim, a proto je v dnesni dob¢ velice
problematické najit ptirodni zdroj vody, ktery by spliioval limity stanovené pro pitnou vodu. Zejména z
dtvodu, Ze surova voda obsahuje zna¢né mnozstvi necistot a nezadoucich organismi, které mohou byt
pro zdravi lidi skodlivé, je potieba vodu pred jeji konzumaci nejprve upravit na vodu pitnou, ktera je
zdravotn¢ nezavadna. Mezi béZzné polutanty pitné vody patfi zejména arsen, trihalomethany, 1é¢iva a
hormony.

Existuje vice moznosti Upravy pitné vody, které se lisi jak svou ucinnosti, tak ekonomickou
naroc¢nosti. Mezi nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi metody upravy pitné vody patii ¢ifeni, flotace, piskova
filtrace, ozonizace, filtrace ptfes granulované aktivni uhli, UV zafeni a hygienické zabezpeceni.

Kontrolu jakosti pitné vody musi provadét jak dodavatelé pitné vody, tak statni organy
v akreditovanych laboratotich. Hodnoti se mikrobiologické, biologické, fyzikalni a chemické ukazatele.
Metody hodnoceni a limitni hodnoty jsou stanoveny vyhlaskou €. 252/2004 Sb., kterou se stanovi
hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a ¢etnost a rozsah kontroly pitné vody.

Cilem této diplomové prace je posouzeni uéinnosti technologické linky upravny vody v Ceské
republice, kterd v letech 2012 — 2014 prosla rozsahlou rekonstrukci. Uéinnost je posuzovana
prostfednictvim ekotoxikologickych testl a screeningové analyzy. Podstatou ekotoxikologickych testt
je zjisténi mozného toxického vlivu testovanych latek v definovanych podminkach na zivé organismy.
Screeningova analyza, kterd do jisté miry navazuje na diplomovou praci zpracovanou v roce 2013
Martinou Remerovou vedenou prof. Ing. Josefem Caslavskym, CSc. pod nazvem ,,Vyuziti pasivniho
vzorkovani pfi analyze hormoni v pitnych vodach®, hodnoti vyskyt hormonid v upravené vode¢, a to
s ohledem na skuteénost, Ze ipravna v Ceské republice prosla jiz zminénou podstatnou rekonstrukci.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Problematika pitnych vod

Pitna voda je zdravotné nezavadna voda, ktera musi spliiovat takové fyzikalné-chemické podminky,
aby nepfedstavovaly ohroZeni vetejného zdravi. Nesmi obsahovat mikroorganismy, parazity a latky
jakéhokoliv druhu v takovém mnozstvi nebo koncentraci, které by mohly ohrozit vefejné zdravi. Tedy
veskera voda, at’ uz v pivodnim stavu nebo po upravé, urcena k piti, vafeni, k pé¢i o télo a k Cisténi
predmétl, které prichazeji do styku s potravinami nebo s lidskym télem. Legislativné je vyroba a
distribuce pitné vody v CR rozdélena mezi tii ministerstva. Ministerstvo Zivotniho prostiedi (MZP) ma
vV kompetenci ochranu vodnich zdroji a tuto oblast upravuje zakon ¢. 254/2001 Sb., o vodach a o zméné
nékterych zakond (vodni zdkon) a jeho provadéci vyhlasky. Vodni zakon napf. stanovuje pro vSechny
zdroje pitné vody s primérnym odbé&rem vice nez 10 000 m® za rok povinnost vymezit ochranna pasma,
a to za Géelem ochrany jejich vydatnosti, jakosti a bezpeénosti. V pravomoci ministerstva zeme&délstvi
(MZe) je vyuziti vodnich zdroji, vyroba a doprava pitné vody ke spotiebiteli. Pravni strance této oblasti
se vénuje zakon ¢. 274/2001 Sb., o vodovodech a kanalizacich pro vefejnou potiebu spolu s jeho
provadécimi piedpisy. V kompetenci ministerstva zdravotnictvi (MZ) je zaji$téni kvality pitné vody u
spotiebitele, coz zahrnuje vSechny zpisoby dodavky pitné vody pro veiejnost. Tuto oblast upravuje
zakon ¢. 258/2000 Sb., o ochran¢ vetejného zdravi. Ukazatele jakosti pitné vody a jejich hygienické
limity jsou uvedeny v provadéci vyhlasce ¢. 252/2004 Sb. Tato vyhlaska mimo jiné uvadi i ¢etnost a
rozsah kontrol (rozbort) pitné vody [1; 2].

Celosvétovym problémem je nedostatek pitné vody v disledku znec€istovani zivotniho prostiedi. Jen
mala ¢ast povrchové vody predstavuje vodu sladkou, ktera miize byt technologickymi procesy upravena
na vodu pitnou. Pitna voda odchazejici z upraven musi byt hygienicky zabezpefena a obsah
desinfek¢nich cCinidel nesmi klesnout pod ur¢itou hranici. Vybér vhodnych technologii pro upravu na
pitnou vodu je zavisly pfedev§im na typu vodniho zdroje [3].

Vyznamnym problémem je vyskyt chemickych kontaminantd, které mohou byt pfi¢inou nemoci
z pitné vody. Z hygienického hlediska k nejvice obadvanym anorganickym polutantim pitné vody
v soucasné dobé¢ patti arsen. V nékterych oblastech se dostava do vody ve vétsim mnozstvi vymyvanim
z hornin nebo z odpadnich vod. Vzhledem k jeho karcinogenité a toxickym G¢inkim byl zpfisnén jeho
povoleny obsah v pitné¢ vodé na nejvys§i mezni hodnotu 10 pg/l. Anorganicky arsen je toxictéjsi
v trojmocné formé AS"' nez v pétimocné formé AsV. Oxidace As'"' na AsY je v piitomnosti chloramind
pomalejsi a obsah rozpusténého arsenu pii vy$sim pH muize vzristat. Proto je vhodné, pomoci oxidace
pievést arsen na formu AsV.

Dalsim zna¢nym problémem jsou vedlejsi produkty vzniklé pii desinfekci. Nejrozsitengj$im typem
desinfekce je chlorace, nasledkem ¢ehoz jsou vedlejsi produkty chlorovani prozkoumany nejvice. Mezi
nejznaméjsi kontaminanty patii trihalomethany. Expozice témito polutanty byva spojovana s vyskytem
nekterych druhti rakoviny. To ma souvislost s pfitomnosti nékterych druht nadorovych onemocnéni
nebo vlivem na rozmnoZovaci funkce c¢lovéka. Patii sem 1 dal§i produkty, jako jsou napf.
nehalogenované aldehydy, karboxylové kyseliny a halogenované acetaty, aldehydy, acetonitrily,
furanony ¢i chlorpikrin [4; 1].

V soucasnosti se nejenom ve svéts, ale také v Ceské republice sleduje ve vodé vyskyt celé fady
polutant zejména 1é€iv, hormonti a latek s hormonalnimi ucinky. I kdyZ jejich mnozstvi ve vod¢ je
velmi malé, fadové se pohybuje v jednotkach az desitkach ng, pfesto mohou mit pii dlouhodobém
uéinku negativni vliv na zivotni prostfedi, organismy a v neposledni fadé¢ také na ¢lovéka. Mezi cizorodé
hormonalné aktivni latky, tzv. endokrinni disruptory, patfi spousta latek, jako napt. n¢které pesticidy,
latky z kosmetického primyslu, léky, hormondalni antikoncepce nebo latky obsazené v Cisticich
prostiedcich a plastech. Spotieba 1éCiv je vysoka a do vody se dostavaji dvéma zpusoby. Bud’ piimo
splachovanim nepouzitych 1é¢iv do toalety nebo castéji vyluc¢ovanim z 1é€iv ¢i jejich metabolitd. Témito



zpusoby se dostavaji farmaceutické latky do odpadnich vod, netésnostmi do podzemnich ¢i povrchovych
vod i dale do feky. Latkou, ktera byla v pitné vodé v ramci vyzkumu nejcastéji detekovana je ibuprofen,
ze skupiny nesteroidnich antiflogistik. Vyznamnou skupinou hormond, které byly v pitné vodé rovnéz
zjistény, jsou zenské hormony — estrogeny. Mohou se vyskytovat ve formé pfirodni nebo syntetické, a
to jako disledek uzivani hormonalni antikoncepce [5; 6].

Tabulka 1: Hlavni typy mikropolutanti ve sladkovodnich vodach [7]

Priimyslové latky

Hlavni vyuziti

Casto detekované latky

Bromované zpomalova¢e hoteni
(BRF)

Ftalaty

Triazoly

Fenoly

Perfluorované latky (PFC)

Nanocastice (NP)

aditiva do fady materialti — plastu,
textilii, stavebnich materiald
zmékEovace plasti

inhibitory koroze

surfaktanty, éistici prostredky

ochranné a vod€odolné natéry,

prumyslova aditiva

fada prumyslovych vyuziti

polybromované difenylethery (PBDE)
polybromované bifenyly (PBB)
di(2—ethylhexyl) ftalat (DEHP)
benzotriazol, tolyltriazol

bisfenoly, nonylfenol, oktyfenol
kyselina perfluorooktansulfonova
(PFOA),

perfluorooktansulfonat (PFOS)

NP kovu, uhlikové NP

Pesticidy
.. . atrazin, simazin, hexazinon,
Triaziny herbicidy .
terbutylazin, terbutryn
- . acetochlor, metolachlor, alachlor,
Chloracetanilidy herbicidy
metazachlor
, insekticidy diazinon, chlorpyrifos, malathion
Organofosfaty .. . .
herbicidy glyfosat a jeho metabolit AMPA
Kvarterni amoniové soli herbicidy chlormequat, paraquat, diquat
Derivaty kyseli -
SR ) herbicidy MPCA, bentazon, 2,4-D
chlorofenoxyoctové
Karbamaty fungicidy benomyl, karbaryl
Pyrethroidy insekticidy cypermethryn, esfenvalerat

PPCP (produkty osobni péce — z angl. pharmaceuticals and personal care products)

Farmaka

Antimikrobialni latky
Hormony a jejich metabolity
Polycyklické mosusové latky

(musky)

Dalsi mikropolutanty

analgetika, antiepileptika

latky

antibiotika

hormony

vonné latky parfémd, Cdisticich a
hygienickych ptipravka

latky z repelent

stimulant
umeéla sladidla

acetaminofen, kyselina
acetylsalicylova, diklofenak,
ibuprofen, karbamazepin, kyselina
klofibrova

erytromycin, sulfonamidy, triclosan
estron, estriol, 170—estradiol, 17p—
estradiol, 17a~ethinylestradiol

galaxolid, tonalid

N,N-diethyl-metatoluamid (DEET)
kofein
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Zdravotni riziko mize pitna voda predstavovat v podob¢ akutniho (okamzitého) nebo chronického

(dlouhodobého) ucinku. Standardné plati, Ze mikroorganismy zptsobuji v pitné vod¢ akutni Gcinek a
chronické onemocnéni byvd vyvolavano pulsobenim chemickych latek. Samoziejmé se mohou
vyskytovat i vyjimky, kdy ¢lovék je vystavovan pusobeni urcité bakterie po dlouhou dobu a k projevu
onemocnéni dojde az za n€kolik let, kdyZ je oslabena jeho imunita. Naopak mize dojit k adaptaci na



zavadnou vodu, a tim k vytvoreni specifické imunity. Proto je potieba spolehlivé sledovat jakost pitné
vody a dodrzovat hygienické limity pro obsah mikroorganismu a chemickych latek v pitné vod¢ [1].

2.2 Vodni zdroje

Zdrojem, z hlediska Gpravy na vodu pitnou, jsou vody ptirodni. Dle vyskytu se ptirodni vody déli na
povrchové, podzemni a srdzkové. Pro zasobovani pitnou vodou se nejcasteji vyuzivaji vody povrchové
nebo podzemni.

Povrchové voda je voda pramenitd, vyvérajici na povrch. Je to smés vod srazkovych a podzemnich,
ktera se déli na vody stojaté a tekouci. Chemické slozeni povrchovych vod je zavislé na velkém mnozstvi
C¢initelt. Vodu mutize ovliviiovat geologickd skladba a podlozi, srazkové vody, antropogenni ¢innost a
ptiron podzemnich vod. Zdroje znecisténi mizou byt trojiho druhu: bodové, plosné a difuzni. Kazdy
zdroj znecisténi ma vyznamny vliv na kvalitu a vlastnosti povrchovych vod.

Rozhodujici ukazatele pro Zivotni prostiedi vodnich organismt jsou teplota, pH a koncentrace
rozpusténého kysliku. Teplota je zavisla na klimatickych podminkach, tudiz je velmi proménliva.
Rozpustnost kysliku se zvysuje se snizenim teploty a naopak. Teplotni limit v zakladnich ukazatelich
dle natizeni vlady ¢. 401/2015 Sb. je 29 °C. Zminéné nafizeni udava i dalsi ukazatele a hodnoty
ptipustného znecisténi pro zdroje povrchovych vod, které jsou vyuzivany nebo u kterych se predpoklada
jejich vyuziti jako zdroje pitné vody [8; 9].

Povrchové vody oproti podzemnim vodam obsahuji vétsi koncentrace organickych latek. Je to
ovlivnéno organismy a kolobéhem latek, pro které je voda Zivotnim prostfedim. Z organickych latek
jsou to piedevsim latky huminové, které jsou biologicky pomérné obtizné rozlozitelné. Zbytek jsou
biologicky rozlozitelné latky, které se do povrchovych vod dostavaji jako produkty Zivotnich procest a
jsou rozkladany mikrobidlnimi procesy. Zvlastni vyznam ve vodé maji dusik a fosfor, jelikoz podmiiuji
proces tzv. eutrofizace. K tomuto jevu dochazi zejména za ptiznivych teplotnich a svételnych podminek.
Timto dochazi k rozvoji fas a sinic, jejichz produkty metabolismu a rozklad biomasy zna¢né znehodnoti
kvalitu povrchové vody. Mimo jiné, nadmérna eutrofizace, eroze pudy nebo piivalové desté jsou
dusledkem zvysené koncentrace nerozpusténych latek v povrchové vodé [8].

Podzemni vody se vyskytuji v rtizné hloubce pod zemskym povrchem a teplota vody stoupa se
zvysujici se hloubkou. Ve stfedni Evrop€ maji podzemni vody hloubku 10 m a teplotu okolo 10 °C.
Podzemni vody obsahuji predevsim anorganické latky, kterymi se voda obohacuje pfi prichodu
horninovym prostiedim. Tyto vody jsou bezkyslikaté a znecisténi organickymi latkami je minimalni,
jelikoz latky jsou pii kontaktu s geologickym podlozim mineralizovany. Naopak se podzemni vody lisi
vyssi koncentraci volného oxidu uhlicitého, jez miize byt pficinou agresivity vody na kovy a stavebniny.
Z vyse uvedeného plyne, ze chemické slozeni podzemnich vod je vysledkem pusobeni puidniho a
horninového prostiedi, a mimo jiné i pusobeni srazkovych a povrchovych vod. Proto vody klasifikujeme
podle prevladajicich iontii nebo podle charakteristickych kombinaci iontti. V Ceské republice dominuji
svym vyskytem podzemni vody typu hydrogenuhli¢itano-sirano-vapenatého (HCO3-SO4-Ca).
U podzemnich vod je zapotiebi vénovat pozornost radioaktivnim latkam, pfedev§im radonu, jelikoz jeho
koncentrace v nekterych lokalitach mize byt ponékud vyssi, nez je zdkonem povoleno. Antropogenni
¢innost muze ovlivnit podzemni vody z prament a mélkych vrtd, rovnéz voda pochazejici z hlubokych
vrtlh mize byt tomuto znecisténi do ur€ité miry exponovana.

Srazkové vody jsou vody z atmosférickych srazek, které dosud neobsahuji latky z povrchu. Tuto
definici uvadi norma CSN EN 1085. Zdrojem latek je ovzdusi, kterym prochazi. Pravidelnou souésti
srazkové vody je oxid uhli¢ity, oxid sirovy z tepelnych elektraren, kde probiha spalovani uhli se
zvySenym obsahem siry a oxidy dusiku, jejichZ zdrojem jsou vyfukové plyny spalovacich motori. Diky
této skute¢nosti je pro srazkové vody charakteristicka jejich zna¢na kyselost, coz ma za dusledek thyn
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lesnich porost. Na druhou stranu mineralizace vody je velice nizka. Slozeni povrchovych i podzemnich
vod v mélkych zdrojich je neptimo ovliviiovano srazkovymi vodami [8; 10].

2.2.1 Technologické procesy upravy pitné vody a jejich ucinnost

Technologické procesy jsou nezbytné pro upravu vody na vodu pitnou. Dochazi pii nich k eliminaci
nezadoucich latek pomoci nékolika riiznych technologii a k zajisténi kvality pozadované pro pitné vody.

Obvyklou technologii pro tipravu povrchové vody na vodu pitnou je ¢iteni. Pii tomto procesu dochazi
k ptevedeni koloidnich a jemné suspendovanych latek na separovatelné suspenze, které jsou dale
separovany filtraénimi nebo sedimenta¢nimi zpusoby. Podstatou ¢ifeni je koagulace, pfi niz dochazi
k destabilizaci koloidnich ¢astic vody ptidavkem koagulantu (hlinité nebo zelezité soli). Nasledujicim
krokem je flokulace, tedy shlukovani destabilizovanych koloidnich castic do vétSich agregata.
Poslednim krokem je separace vzniklych agregati od vycisténé vody. Separacni metody pro oddéleni
tuhé faze z vody se pouzivaji rizné — filtrace, sedimentace, separace vznasenym lozem, flotace nebo
membranové procesy.

Jako prvni separacni stupen v ramci dvoustupniové tipravy vody lze pouzit i flotaci. Prvni vodarenska
flotace v Ceské republice byla uvedena do provozu na Upravné vody Mosti§té, ktera je provozovana
VODARENSKOU AKCIOVOU SPOLECNOSTI, a. s., divize Zd’ar nad Sazavou. Principem flotace je
separace tuhych nebo kapalnych ¢astic z kapalné faze. K tomu dochazi zavedenim jemnych bublin plynu
do kapaliny, ¢imz dojde k vytvofeni aglomeratt bublina — ¢astice s hustotou niz$i nez kapalina. Vzniklé
aglomeraty dasledkem pusobeni vztlakové sily stoupaji vzhiru k hladiné kapaliny. Z hladiny se pak
Castice odstranuji jako plovouci kal pomoci sbérného zafizeni [8; 11].

Flokulace 1 Flokulace 2 Shrabovaci zafizeni

— I : ORI T '_T Odtok
Trysky
| H

Obrazek 1: Schéma klasického usporddani zaiizeni flotace [12]
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Obrazek 2: UV Mostisté - proces flotace [13]

Pro odstranéni né€kterych latek z vody je mnohdy nutné pouzit procesy koagulace, odzelezovani,
odmanganovani a nékdy i odkyselovani. Pfi téchto procesech pak vznikaji suspense, které je potieba
odfiltrovat. Existuje mnoho druht filtracnich materialt, aby ucinnost filtrace byla vzhledem
Kk odstranéni pozadovanych latek co nejucinngjsi.

Pitnou vodu je potieba zabezpecit i z hlediska senzorickych vlastnosti (pach a chut’) a hygienickych
pozadavki. Ve vodé mohou byt obsazeny i ve stopovém mnozstvi karcinogenni nebo mutagenni latky,
které by mohly ohrozit lidské zdravi. Desinfekce vody ma za cil zneSkodnit choroboplodné zarodky a
oxidaci anorganickych i organickych latek ptitomnych ve vodd. Uginek procesu je zavisly na
fyzikalnich, chemickych i mikrobiologickych vlastnostech vody, na druhu a mnozstvi pouzitého
oxida¢niho ¢inidla a na zatfazeni procesu do technologické linky. Je tieba vénovat pozornost moznému
vzniku vedlejsich produktd desinfekce. Pti tpraveé vody chlorem se musi dbat na spravné pouziti, jelikoz
mize dochazet k tvorbé chlorfenoll nebo trihalogenmethanti. Z tohoto diivodu se velmi rozsitilo pouziti
ozonu nebo kombinace ozonu s ultrafialovym zafenim, ktera rozklada resistentni molekuly
chlorovanych aromatickych sloucenin [8].

Uginnost procesu apravy pitnych vod podléha hydraulickym, mikrobiologickym i biologickym
faktortim, a také zatizeni, ve kterém tyto procesy probihaji. Upravarensky proces na vodu pitnou musi
splitovat tfi kritéria. Voda musi mit piijatelnou jakost, musi byt dodavana v dostate¢ném mnozstvi a
souhrnné vyrobni naklady by mély byt minimalni. Jakost upravené pitné vody musi odpovidat vyhlasce
¢. 252/2004 Sh. [2; 10].

2.2.1.1 Piskova filtrace

Piskova filtrace je obvyklou metodou pro separaci velmi malych mechanickych necistot z vody.
Podstatou je objemova filtrace (filtrace vrstvou zrnitého materialu), kdy dochazi k zachycovani necistot
v mezerach mezi zrny filtraniho materialu v celém objemu, ¢imZz dochazi k odstranovani castic
nerozpusténych latek z vody. V kombinaci s koagulaci mize filtrace odstrafiovat i rozpusténé latky.
Objemové piskové filtry mohou byt oteviené s kontinualnim nebo periodickym provozem nebo jako
filtry tlakové s periodickym provozem. Existuji varianty vicevrstvych filtri a nové vyvinutd uméla
média, které rozsifuji moznosti jejich pouZiti a zlepsuji vlastnosti filtra [14; 15].

Dalsi ¢lenéni filtr se zaklada na typu procesu odstranovani necistot z vody, S kterym souvisi i
rychlost filtrace. Biologicky proces odbouravani necistot vyjadiuje pomalou filtraci, naopak fyzikalni
proces vyjadtuje rychlou filtraci. Z tohoto diivodu byva filtrace oznaCovana jako pomala biologicka
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filtrace nebo rychlofiltrace. Pomala filtrace patfi mezi nejstarSi zpusoby filtrace. Technologie pomalé
filtrace ma uplatnéni pfedevsim pro mensi kapacity a tam, kde nejsou limitovani plochou. Tento proces
je analogii Cisticich procesti povrchovych vod v pfirodé. Pouziva se k odstranéni zakalu, snizuje pocet
bakterii a viri ve vodé¢ a mimo jiné na povrchu naplné¢ dochdzi k rozkladu organickych latek
mikroorganismy, ¢imz se na povrchu naplné vytvoii biologickd membrana. Mikrobidlni horni vrstva
pisku, ktera saha az do hloubky 40 cm, je technologicky nejiéinnéjsi i nejhodnotngjsi. Podminkou pro
spravné pusobeni biologické filtrace je ptfitomnost kysliku v upravovanych vodach. Primérna filtracni
rychlost se pohybuje okolo 0,2 m.h?. Vyhovujici filtraéni material pro proces pomalé filtrace je
ktemicity pisek o rizné velikosti zrn vzhledem k druhu napln€. Celkova vyska filtra¢ni naplné se
pohybuje v rozmezi 150 —200 cm a vyska vody nad naplni ma byt nejméné 0,5 m. Pokud dojde
k dosazeni maximalni hodnoty odporu filtru, je nutné provést regeneraci filtrani naplné, tedy vrchni
nejvice zanesenou vrstvu sefiznout. V malych provozech se sefiznuty pisek ne€isti a pouZziva se po dvou
az tfech letech mineralizace jako doplitujici napli. Ve velkych provozech jsou nezbytné mechanické
prostiedky pro manipulaci s piskem a tyto stroje se fesi vétSinou individudlné. Pfi regeneraci prani je
filtr mimo provoz a to nejdéle 24 hodin, nebot’ je to maximalni doba preruseni dodavky kysliku, kterou
mikroorganismy biologické vrstvy snesou [10; 14].

Rychlofiltrace je nejpouzivangjsi technologii ve vodarenstvi. Od pomalé filtrace se 1isi zejména
vV men§im zastavéném prostoru, vét§i hrubosti filtra¢ni naplné a tim i vétsi rychlosti. Rychlé filtry se
Z hlediska raznych aspekti déli podle:

Tabulka 2: Systematické rozdé€leni rychlych filtrai [10]

reZimu proudéni konstrukce sméru proudéni zpusobu provozu poctu vrstev
oteviené (gravitacni) evropské shora doli s cyklickym pranim jednovrstvé
tlakové americké zdola nahoru s kontinualnim pranim vicevrstvé
obousmérné

Mnozstvi nerozpusténych latek ve filtratu ma z pocatku v zavislosti na Case klesajici tendenci az
k minimu a poté nasleduje plynuly vzestup. Cim je koncentrace téchto latek v p¥itoku na filtr vyssi, tim
rychleji se napln filtru zanasi. Vysledna koncentrace nerozpusténych latek ve filtratu se porovnava
s predepsanou hodnotou, ¢imz lze posoudit funkci filtru. V pribéhu filtrace vznika tlakova ztrata
filtraéni vrstvy, ktera je shodnéd s hydraulickym odporem vrstvy. Pokud tlakova ztrata vzroste na
hodnotu tlakového spadu nebo dojde k piekroceni stanovené hodnoty nerozpusténych latek, je nutné
ukongit filtra¢ni cyklus a napli vyprat. Pokud se dosahne obou kritérii soucasné, je provoz filtru
optimalni [14].

Regenerace piskové vrstvy ma vyhodu v jednoduchosti a nizkych potizovacich ndkladech i v piipadé
jeji vymény. Nezbytnost prani je stejné dulezita jako vlastni filtrace, jelikoz nedostateéné prani zkracuje
filtra¢ni fazi a zdrazuje provoz filtru. Typ prani se stanovuje vzhledem ke konstrukei filtru. Filtracni
napli se pere bud’ vodou, nebo vzduchem a vodou. Filtraéni vrstva se miiZze prat i postupné vSemi
zpusoby, nejdiive vzduchem, pak spole¢né s vodou a v posledni fazi pouze vodou, az je odtékajici voda
Cista [14; 15].

Mezi nejpouzivangjsi rychlofiltry se fadi otevieny rychlofiltr s proudénim shora dolti. Pfitok suspenze
je umistén pod hladinou vody, dale protéka filtra¢ni vrstvou a postupuje pies filtra¢ni hlavice do prostoru
pod mezidnem. Odtud prefiltrovana voda odtéka dale. Pfivod praci vody a praciho vzduchu je umistén
v prostoru pod mezidnem [16].

Tlakové piskové filtry jsou navrzeny pro Upravu nebo filtraci vody v provozech, ve kterych je
nezbytné udrzet ptetlak vody. Podle konstrukce rozeznavadme dva typy tlakovych filtrt, tj. vertikalni a
horizontalni. Z hlediska mensiho naroku na plochu jsou vice vyuzivané filtry vertikalni. Filtry mohou
byt jednovrstvé i vicevrstvé. Obecné jsou tlakové filtry zhotoveny z kovovych materiald, z nerezové
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oceli a sklolaminatu. Vyhoda tlakovych filtrii v porovnani s otevienymi je snizené riziko druhotné
kontaminace upravované vody, naopak jejich nevyhoda spociva v ztizené kontrole vnittku filtru a
funkénosti naplné [10].

2.2.1.2 Ozonizace

Dtvody pro rostouci miru znecisténi mizeme nalézt v procesu industrializace, intenzivniho
zemédélstvi, stejné jako ve vSech moznych zdravotnickych prostiedcich. Jakmile mikro znecistujici
latky vstoupi do lidského potravinového fetézce prostfednictvim pitné vody, predstavuji dlouhodobé
riziko pro zdravi ¢loveka i zvifete. Tradicni metody Uprav jiz nestaci k zajisténi uplného odstranéni
téchto necistot [17].

Ozon se bézné pouziva pro upravu vody v méstskych 1 primyslovych aplikacich. Vyrabi se na misté
pouziti a tim snizuje pozadavky na manipulaci s chemikaliemi. Je silné reaktivni a nestabilni, proto se
vyrabi pfimo na mist€ pouziti v generatorech ozonu z plyni obsahujicich kyslik pomoci tichého
elektrického vyboje. Mezi dv¢ elektrody, které jsou vzajemné od sebe oddéleny dielektrikem a dvéma
vybijecimi komorami, se pfivadi vysoké napéti. Ozon je generovan velkym mnozstvim mikrovybojd,
které trvaji jen n€kolik nanosekund a ucinnost generatoru je zavisla na mnozstvi faktorti. V zavislosti
na vstupnim plynu se méni ¢asovy interval tvorby ozonu. Pouziti ¢istého kysliku jako vstupniho plynu
miize aZ 2,5 krat zkratit dobu tvorby ozonu. Uinnost je také zavisla na chlazeni doddvaného plynu, na
sile elektrického pole a na konstrukei generatoru. Pouziva se suchy plyn, proto se jedna o suchy proces.
Koncentrace ozonu 20 — 60 g/m® 1ze vyrobit ze suchého vzduchu pii spotieb& energie 12 — 18 kW/kg
ozonu. Tento proces je opét zavisly na koncentraci a teploté chladici vody [18; 19].

Vyhoda ozonu je v Setrnosti k Zivotnimu prostiedi. Skodlivé latky, barvy, zapach i mikroorganismy
jsou zniCeny piimo oxidaci, bez vytvareni $kodlivych chlorovanych vedlejsich produkti. Reakce se
zah4ji v momentu, kdy jsou molekuly kysliku $tépeny elektrony z korénového vyboje. Poté atomarni
kyslik i elektrony mohou reagovat s 0zonem. Ozon se rozpada za vzniku atomarniho kysliku, ktery se
bud’ slu¢uje na molekularni kyslik, nebo reaguje s ptitomnymi organickym nebo anorganickymi latkami.
PouzZiti ozonu je jednou z nejucinngjsich technologii pro poskytnuti vysoce kvalitni pitné vody. Diky
ekologickému zptisobu, jakym funguje, se idealné hodi pro trvale udrzitelnou Gpravu pitné vody.

€—+02—>2()_€?'
0+ 0;— 20,
e+t —= 0 +0+¢

Obrdzek 3: Reakce ozonu [18]

Ozon lze aplikovat do pitné vody pomoci nékolika metod, které mohou byt pouzity bud’ v jednom
stupni, nebo ve vice stupfiovém zpracovani. Ozon muze byt provozovan s riznymi koncentracemi
ptivadéného plynu v rozmezi od 10 do 15 % hm. Ozon, ktery nebyl rozpustén béhem kontaktovani, musi
byt pfeveden pied vypusténim do atmosféry zpét na kyslik nebo ozonizaci opétovné pouzit [20].

I u ozonizace hrozi riziko vzniku vedlejSich produkti. Ozonizace ptirodnich vod produkuje polarni
organické slouCeniny, zejména aldehydy a karboxylové sloucCeniny. Vznik téchto latek lze
pravdépodobné prisoudit oxida¢nimu rozpadu piirodnich organickych sloucenin s vysokou molarni
hmotnosti, ¢imZ jsou minény obzvlast¢ huminové a fulvinové kyseliny. Pfedpoklad tvorby téchto
vedlejsich produktti spoc¢iva v pfipojeni ozonu na nenasycenou bocni ¢ast postrannich fetézct nebo
aromatickou funkéni skupinu ptirodni organické latky s rozmanitou strukturou. Obavy z polarnich
vedlejsich produktli ozonizace jsou spojeny s jejich vysokou biologickou rozlozitelnosti, nebot’ vysoka
hladina téchto latek v distribu¢ni siti podporuje obnovu mikrobidlniho ristu, coz miize zplisobovat
provozni problémy, ale také spotiebitele miize vystavit nepfijemnému onemocnéni zazivaciho Ustroji.
Pro zminku jsou v tabulce €. 5 uvedeny i dalsi varianty moznych vedlejsich produktti ozonizace [21].
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Tabulka 3: Uginnost odstranéni kontaminantt [17]

Aplikace Kontaminanty Ozon uv
1,4-Dioxan 0 0
Primyslové chemikalie MTBE 0 0
NDMA 0 +
- Atrazin + 0
Pesticidy Bromacil ++ 0
Diklofenak ++ +
Carbamazepin ++ 0
Farmaceutika ) Ibupr(.)fen. , 0
Kyselina amidotrizoova + +
Johexol +
Hormony ++ 0
, , Geosmin ++ 0
Chut’ & Zapach MIB ot 0
Odbarvovani ++ 0
Desinfekce + ++

* ++ = Odstranéni 81 — 100 %, + = Odstranéni 81 — 50 %, 0 = Odstranéni méné nez 50 %
2.2.1.3 Filtrace pies granulované aktivni uhli

Na pocatku sedmdesatych let, bylo oznameno, Ze bakterie, které proliferuji ve filtrech granulovaného
aktivniho uhli (GAU nebo GAC, z angl. Granular Activated Carbon) mizou byt zodpovédné za zlomek
odstranéni organickych latek z filtru. Na zaklad¢ tohoto objevu bylo zjisténo, Ze pre-0zonizace
vyznamné zvysi biologickou aktivitu granulovaného aktivniho uhli. Kombinace ozonizace a GAC se
bézné oznacuje jako proces biologického aktivniho uhli (BAC, z angl. Biological Activated Carbon).
Biologicka piskova filtrace po ozonizaci mé potencial k dal§imu odstranéni nékterych organickych latek
ptitomnych ve stopovych koncentracich a ma schopnost snizovat nespecifickou toxicitu. Aktivni uhli je
béZné pouzivanym médiem pro podporu biologické aktivity a je U¢innéj$i nez pisek. Filtrace ptes
biologické aktivni uhli (BAC) se pouziva jiz mnoho let pfi Gpravé pitné vody, obvykle po ozonizaci.
Bylo prokazéano, ze filtrace ptes BAC, je schopna vyznamné odstranit pfirodni organické znecisténi,
ozoniza¢ni transformacéni produkty, prekurzory dezinfekce vedlejSich produktl, snizuje soucasné i
obsahy tézkych kovu a stejné tak muze zlepSovat chut’ a pach vyrobené vody [22].

Sorpce na granulovaném aktivnim uhli zajiStuje znacné snizeni koncentraci mikropolutanti
v upravené vodé. Granulované aktivni uhli je sorpéni material, ktery svou poérovitou strukturou a velkym
vnittnim  povrchem adsorbuje  Siroké spektrum latek. GAU existuje bud’ tvarované
(protlacovanim/lisovanim) nebo nepravidelné¢ho tvaru. Oznaceni nepravidelny tvar se obvykle pouziva
pro zrnéné aktivni uhli, které se ve vodarenstvi pouziva Cast&ji. V ramci experimentu provadéném na
upravné vody Plzen z roku 2007 bylo zjisténo, Ze koncentrace zbytkovych 1é¢iv po ozonizaci je vyrazné
snizovana a po pruchodu kolonami s aktivnim uhlim nebyla jiz ve vzorcich témét zadna 1é¢iva nalezena

[23].

Granulované aktivni uhli se vyuziva pro kontinuélni upravu vody. Pti filtraci dochéazi po pratoku
urc¢itého mnozstvi vody k nasyceni adsorp¢nich center adsorbentu a k priniku adsorbatu do upravené
vody. Pii konstantnim povrchovém zatizeni lze zaznamenat zavislost koncentrace latky, ktera je
adsorbovana v odtoku z adsorpéni kolony, na ¢ase. Zbytkova koncentrace se zpocatku jen pozvolna
zvysuje, pak nasleduje rychly vzestup a pfed dosaZzenim tolerované zbytkové koncentrace je potieba filtr
reaktivovat. Granulované uhli po vyCerpani sorpénich vlastnosti mizeme nechat reaktivovat. Reaktivace
se zpravidla provadi v reaktivaénim zavodé, kde tato tiprava se realizuje mnohdy termickym zptisobem,
pfipadné i kombinaci s chemickou Upravou. Vlastni reaktivace zahrnuje suseni, desorpci t€kavych
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organickych latek pii teplotach do 250 °C, pyrolyzu a karbonizaci netékavych organickych latek pii
teplotach do 750 °C, aktivaci pii 800 °C a tim vytvofeni velkého vnitiniho povrchu [8].
Zakladni kvalitativni kritéria, ktera je potfeba zohlednit pti vybéru GAU, jsou nasledujici:

— Adsorpéni vlastnosti

— Hydrodynamické vlastnosti

— Mechanicka odolnost

— Cistota

— Vhodnost reaktivace

—  Vhodnost jako nosi¢ biomasy.

Aktivni uhli typicky obsahuje uhlik a to ve vice nez 90 % hmotnosti. Zbytek chemického slozeni, tedy
do 10 % hmotnosti, tvofi popel, ktery se sklada z SiO,, CaO, MgO, Fe;Os a zbytkd fosforu
z aktivace [24].

Pii zvazovani vymény GAU nebo jeho reaktivace musi byt posuzovano nékolik faktort. Nejkriticté;jsi
je zbyvajici adsorp¢ni kapacita uhliku. Tato kapacita ma zajistit mimo jiné odstranéni latek patiicich do
skupiny DOC (z angl. dissolved Organic Carbon), piipadné¢ DBP (z angl. disinfection by products). Za
téchto podminek se zivotnost GAU pohybuje v rozmezi od $esti do 12 mésicii. Adsorpéni kapacita mize
byt také nezbytna pro kontrolu chuti a zapachu. Pro tento ucel, 1ze o¢ekavat Zivotnost od dvou do péti
let. Adsorpéni kapacita je dulezita i v pfipadé€, Ze voda obsahuje kontinualni nebo ojedinélou pfitomnost
mikropolutantii jako jsou syntetické organické chemikalie, pesticidy, atd. V téchto podminkach je
zivotnost uhli bézné jeden az dva roky [25].

2.2.1.4 UV zdaieni

Pouziti chloru, oxidu chlori¢itého, chlornanu sodného a dalSich chemickych latek pouzivanych
k dezinfekci vody muzZe vést k ucinkim, které jsou $kodlivé pro zdravi ¢lovéka i Zivotni prostiedi. UV
technika je tedy lepsi alternativou. S UV technologii je mozné znicit vice nez 99,99 % vsech patogent
b&hem nékolika vtefin, bez ptidani chemickych latek, bez skodlivych vedlejsich G¢inku, levné, vysoce
efektivné a naprosto spolehlivé. Navic v soucasnosti pii této technologii neni nutné pouziti kapalné rtuti
uvniti lampy [26].

UV zéfeni je fyzikalni metoda desinfekce pitné vody. Uginek UV zafeni spo¢iva v piisobeni na
disperzni systém protoplazmy mikroorganismi neboli na strukturu DNA, v nichZ zptisobi zménu
struktury a tim dojde k inaktivaci, popf. k usmrceni organismu. Ultrafialové zatfeni je slozkou
elektromagnetického spektra o vlnové délce 100 — 400 nm. Silny baktericidni ucinek UV zafeni se
pohybuje okolo hodnoty vinové délky 254 nm (to je spjato s ozaifenim davkou 400 J/m), kde se objevuje
maximum absorpce DNA. Timto dochazi k inaktivaci mikroorganismii bez vzniku vedlej$ich produkta.

X-paprsky Ultrafialové zateni Viditelné zafeni IC zareni
Vacuum- UV-C (UV} UV-A
uv :
100 200 780
UV lampa Spektrotherm '\ Inaktivace Vlnova délka (nm)
(254 nm) mikroorganismui

Obrazek 4: Znazornéni UV oblasti a uic¢innosti desinfekce v zavislosti na vinové délce [27]
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Zdrojem UV zafeni jsou nizkotlaké, stfedotlaké nebo vysokotlaké UV vybojky. Obvyklé provedeni
zafizeni na oSetfeni vody pomoci UV sestdva z reaktoru, ve kterém je zabudovana trubice z kfemenného
skla. Do trubice se vklada zdroj UV zafeni neboli zafic. Voda cirkuluje v tenké vrstvé kolem lamp a je
ozatena urCitou davkou zareni, kterd odpovida intenzité zateni a dobé osvitu. Byva pfitomen i UV
senzor, ktery nepftetrzité hlida a méti hodnotu ozateni v reaktoru, jejiz minimalni hodnota je stanovena
vyrobcem nebo urcena certifikatem. Senzor sleduje i starnuti lamp, zanaseni kfemennych trubic nebo
kvalitu vody [8].

Pro desinfekéni ucinek je rozhodujici davka radiace D. Je to nasobek intenzity radiace I, vztazeny na
plochu ozafeni, a Easového intervalu piisobeni radiace. Casovy ¢inek zafeni vyjadiuje rychlost tibytku
bakterii, coz vystihuje vztah dN/dt =—k-N. N vrovnici vyjadiuje poSet mikroorganismd, které
prezily v Case t a k je konstanta. Avsak rezistence proti zafeni je rizna dle druhu organismu.

Referencni
Automaticky L'V senzor

Pracia m stiraci systém

odvzdusnovaci ventil Odnimatelny

/ g ¢elni panel

/ Ptipojeni lampy

Vzorkovaci ventil

Amalgamové UV zarice
ECORAY

v —
Pracia ‘
vypoustéci ventil Pohon stirani -

Vzorkovaci ventil

Obradzek 5: Schéma standardniho UV reaktoru [28]
2.2.1.5 Chlorace

Chlor je zatim nejbézné&j§im desinfekénim i oxidaénim prostfedkem pii chemické Gpravé vody. Chlor
je zlutozeleny plyn t€z8i nez vzduch a ve vodé dobie rozpustny. Hydrolyza molekularniho chloru
probiha podle reakce:

Cl; + H,O —» H" + CI" + HCIO.

Za normalnich podminek je rovnovazny stav posunut doprava, proto nezhydrolyzované mnozstvi
chloru je zanedbatelné. Pfi nizkém pH a velké koncentraci chloridovych iontti ve vodé je nutno pocitat
s neuplnou hydrolyzou. Obecné je chlor pfitomny ve vodé ve tfech formdach, tj. nezhydrolyzovany chlor,
chlornanovy ion a kyselina chlorné. Nésledujici tabulka popisuje zavislost obsahu nezhydrolyzovaného
chloru v % na pH.

Tabulka 4:Zavislost mnozstvi nezhydrolyzovaného Cl, na pH

pH Obsah Cl2 (%)
0 77
1 25
2 3,2
3 0,3
4 0,03
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Slozitéjsi situace nastava v pfitomnosti amonnych iontl, které se obvykle davkuji ve formé roztoku
siranu amonného. Tento zpisob desinfekce se pouziva pro zabezpeceni dlouhych tadd, jelikoz vzniklé
chloraminy po uréité dobé opét hydrolyzuji, takZe se piebytek chloru udrzi po delsi dobu [10].

Chlor se do vody davkuje pomoci tzv. chloratori (ddvkovace plynll) a zplsob chlorace mtze byt
pfimy nebo nepiimy. Pfimy zplisob se zakladd na expanzi chloru, ktery se Cisti, méfi a nakonec se
rozptyluje do vody ve form¢ drobnych bublin. Pfi nepfimé chloraci po redukci tlaku chloru dochazi
k odméfeni mnozstvi a piipravi se 2 — 5% roztok, ktery se nasledné ptidava k upravované vod¢. Nékteré
povrchové vody mohou vyzadovat i vysoké davky chloru, pfebytek chloru se pak odstraiiuje ptidavkem
thiosiranu nebo sifi¢itanu sodného [14].

Vzhledem k zabezpeCeni nezavadnosti pitné vody je nutna znalost vzniku vedlejSich produkta
desinfekce chlorem a moznosti jejich snizeni. Vedlej$i produkty pfi jejich pravidelném nebo
dlouhodobém pozivani predstavuji riziko a mohou mit negativni vliv na zdravi ¢lovéka. Mezi
nejvyznamnéj$i vedlejsi produkty chlorace vody patii trihalomethany (THM). Dalsi nezanedbatelné
produkty jsou halogenoctové kyseliny (HAA), halogenacetonitrily (HAN), furanony (MX), chlorfenoly
nebo chlorpikrin. Pokud je ve vod¢ ptitomen i brom, mohou se tvofit i bromované vedlejsi produkty.
Nejcastéjsi vyskytujici trihalomethan je chloroform. V piitomnosti bromu se pak mohou vytvaret i
bromdichlormethan, dibromchlormethan nebo triborommethan. Byly prokazany mutagenni a
karcinogenni vlastnosti THM, mohou zptisobovat rakovinu jater, ledvin, mocového méchyie, tlustého
stfeva, kone¢niku a maji i negativni dopady na reprodukéni funkce. Vzhledem k jejich tékavé povaze je
nebezpecny i jejich dermalni nebo inhalacni pfijem. Tyto nezadouci latky jsou spojeny s vyskytem
prekurzoru (latky schopné reagovat s chlorem za vzniku organohalogentl) v upravované vode. Jedna se
predev§im o makromolekularni organické latky, coz jsou zejména huminové latky, fasy, sinice a jiné
mikroorganismy [21].

2.2.1.6 Desinfekce oxidem chlori¢itym

Desinfekce oxidem chlori¢itym, také oznacovana jako desinfekce chlordioxidem, v soucasnosti stale
Castéji nahrazuje chlor v mnoha aplikacich. Oxid chlori€ity je znacné nestabilni plyn, nemiZze byt ve
stlatené formé skladovan ani transportovan. Ma silné oxida¢ni ucinky a za béznych podminek jde o
oranzovy, ve vodé rozpustny plyn. Existuji dva nejbéznéjsi zpisoby generovani oxidu chloricitého,
kazdy z nich ma své specifické vyhody. ClOz lze ptipravit reakci chloritanu sodného s chlorem nebo
s kyselinou chlorovodikovou. Reakce s chlorem vyzaduje asi 40 % piebytek chloru, mirné kyselé
prostfedi a tato priprava je diskontinudlni. Ve srovnani s druhou metodou ma nevyhodu ve vyssich
investi¢nich nakladech, zatimco vyhoda spociva v zachovani davkovani chloru jako rezervniho
dezinfekéniho ¢inidla. Reakce s kyselinou chlorovodikovou vyuZziva pocatecni chemikalie o nizkych
koncentracich a sama dodavand kyselina chlorovodikova s koncentraci 30 — 38 % se fedi na 9 %.
Z duvodu bezpecnosti a spolehlivosti provozu nesmi mit vznikly oxid chlori¢ity v reaktoru koncentraci
vys$si nez 2 %. Oxid chloricity lze vSak pfipravit i pouhym smichanim chemikalii, jedna se o pouziti
Vv men$im mnozstvi [29].

Ptes veskeré vyhody pouziti oxidu chlori¢itého pro desinfekci pitné vody predstavuje i tento zptisob
zabezpeceni vody potencialni riziko pro lidské zdravi. Oxidaci pfirozenych organickych latek oxidem
chlori¢itym se mohou vytvaret nezddouci latky v podobé anorganickych vedlejsich produktt chloritant
(CIO2) a chlore¢nant (ClOs"). Mnozstvi chloritantl vznikajicich pti desinfekci vody dosahuje kolem
60 % a obsah chlore¢nani se pohybuje okolo 7 — 8 % davky ClO,. Z dlouhodobého hlediska mohou
chloritany zpisobovat poruchy hemolytického systému, nizké davky hemolytickou anemii ¢i poSkozeni
bunéénych membran ¢ervenych krvinek, naopak vyssi davky mohou pfispét k methemoglobinemii [21].
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Tabulka 5: Pfehled vedlej$ich produkti dezinfekce [21]

o . vedlej$i produkty
zpusob dezinfekce . "
prekurzory hlavni vedlej§i produkty
makromolekularni organické .
. trichlormethan
latky
o trinalomethany bromdichlormethan
makromolekularni .
. ké 14tk a bromid dibromchlormethan
organické latky a bromi
g Y Y tribrommethan
. kyselina chloroctova
, makromolekularni organické . . .
Plynny chlor latk kyselina dichloroctova
a
Y ) ) kyselina trichloroctova
halogenoctové kyseliny
makromolekularni kyselina bromoctova
organické latky a bromidy kyselina dibromoctové
fenolické slouceniny chlorfenoly
amonné ionty chloraminy
chloritan
oxid chloridity piedavkovéni ClO; rany
chlore¢nany
karboxylové slouceniny
butanal
pentanal
makromolekularni organické heptanal
latky aldehydy formaldehyd
acetaldehyd
ozon dialdehyd glyoxal
ketoaldehyd methylglyoxal
meziprodukt peroxidy a epoxidy
bromidy bromi¢nany
bromoform
bromidy a pfirodni bromované vedlejsi ) ,
- ké latk rodukt kyselina bromova
organické 1a o
& Y P y bromoacetonitril

2.3 Hormonalni latky v pitnych a povrchovych vodach

Hormonalni a jim podobné latky se do povrchovych vod dostavaji zvlast€é prostfednictvim
splaskovych odpadnich vod, které se po priichodu Cisticim procesem vypoustéji do vod piirodnich.
Jedna se o rozsahlou skupinu latek antropogenniho nebo ptirodniho ptivodu. Do splaskovych odpadnich
vod se hormony dostavaji predevsSim lidskou Cinnosti. NejcastéjSim zdrojem je lidska moc, ktera
obsahuje rizné mnozstvi a druhy hormont v zavislosti na pohlavi a v€ku jedince a na mnozstvi
piipravki, které uziva. Dal§im zdrojem hormont muze byt splachnuti pfipravku s proSlou dobou
spotfeby do toalety nebo pfimo vyhozeni do odpadu. Mezi vyznamné skupiny hormonalnich polutantt
se fadi estrogeny, které jsou soucasti hormonalni antikoncepce, kterou v soucasnosti uziva témet 50 %
zen. Povrchové vody jsou vétSinou nejvice exponované Casti zivotniho prostiedi, obzvlasté v blizkosti
velkych aglomeraci a COV (&istirny odpadnich vod). Vyskyt xenobiotik v t&chto oblastech je zavisly na
stavu vodniho ekosystému a na ucinnosti Cistirenského procesu.

Kontaminovana povrchova voda je zdrojem vody pro Upravu na vodu pitnou. Je nezbytné
predpokladat, Zze k odstranéni hormonalnich latek béhem standardnich procesti upravy pitné vody

v

nedochazi. Mnohem U¢innéjsi je uziti absorpce latek na aktivni uhli a ozonizace. Pro nékteré latky i tyto
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technologie mohou byt nedostacujici, proto je vice nez nutné, aby vyrobce pitné vody reagoval
doplnénim vhodného typu technologie, pokud neni k dispozici jiny zdroj surové vody. V Ceské
republice byla v roce 2009 provedena studie na vyskyt estrogenti v okoli Prahy. Zna¢na ¢ast Prahy je
zésobena pitnou vodou z Upravny Zelivka a z vodarny v Karaném. Vysledkem studie bylo zjisténi
koncentrace estrogenti 2,3 ng.I't po vy¢isténi vody v upravné Zelivka a ve vodé z Karaného zadny
estrogen zjistén nebyl [30].

Mnohé vyzkumy dokazuji, jak hormony piisobi na zivocichy a v posledni fad€ také na cloveka.
Vlivem zvyS$ené koncentrace estrogennich latek ve vodach dochazi k feminizaci samcti ryb a u samicek
se pak nevytvareji vajicka. Nasledkem dlouhodobého plisobeni nedochazi k rozmnozovani a celé
populace pak vymiraji [31].

2.3.1 Hormony

Slovo hormon vzniklo poprvé v roce 1905, kdy ho definoval britsky fyziolog Ernest Henry Starling
pii popisu sekretinu. Vznikl z feckého slova hormaein a jeho vyznam je excitovat, povzbudit, pohnat
[32].

Hormony se tvofi ve zlazach s vnitini sekreci (hypofyza, §titna zlaza, nadledviny, aj.) nebo v difuzné
rozesetych endokrinnich bunikach (v centrdlni nervové soustave, v srde¢nich sinich, atd.). K cilovym
buitkdm jsou roznaseny krevnim ob&hem. Hormony mohou ptsobit parakrinng, tj. na sousedni bunky
nebo naopak endokrinni u¢inky mohou mit i nékteré signalni latky imunitniho systému. Hormony jsou
vysoce ucinné chemické latky, které v mnohobunééném organismu ptsobi jako nosi¢e informaci.
Zajistuji vzajemnou komunikaci mezi bunkami a tkanémi a jsou vyznamné svou fidici funkei.
Hormonalni soustava reguluje pifimo nebo nepiimo veskeré fyziologické procesy organismu, tj. rust,
rozmnozovani, celkovy metabolismus, hospodafeni s vodou a jednotlivymi ionty a udrzuje stalost
vnitiniho prostiedi (tzv. homeostazu) [33; 34].

Specifita cilovych bunék je dana ptitomnosti receptorti, na které se hormony vazou. Vznika tak
komplex hormon — receptor, ktery spousti biologickou odpovéd’ charakteristickou pro danou cilovou
bunku (napf. tvorba specifickych proteint). Vytvofeny komplex hormon — receptor spousti kaskadu
enzymatickych reakci, které zvySuji pocet signalnich molekul, jez odpovidaji za dosazeni vysokého
biologického G¢inku. Molekuly polutantu mohou svou podobnosti originalnimu hormonu aktivovat
odpovidajici receptory bunek. Ke spusténi procesu staci jen velmi malé mnozstvi hormonalné aktivni
latky. Kazda latka pisobi jinak, na jiné receptory, v jinych koncentraci a liSit se mize i v sile vazby.
Studovany jsou zejména pohlavni hormony, protoze dusledky jejich piisobeni mohou mit vyznamny
vliv na populaci a postupem ¢asu i na ekosystém [5; 32].

Hormony lze rozdélit do skupin dle n€kolika kritérii:
e Podle chemické struktury se hormony rozliSuji na peptidové, steroidni a na hormony odvozené
od aminokyselin.
e Podle zpisobu ucinku se déli na hormony regulacni, které ovliviuji ¢innost jinych endokrinnich
7laz a na hormony s pfimym G¢inkem na tkané.
e Podle rozpustnosti se hormony rozd€luji na hormony rozpustné v tucich, coz jsou hormony
§titné Zlazy a steroidni hormony a na hormony rozpustné ve vod¢, kam patii v§echny ostatni.
e Podle prevazujiciho ucinku rozliSujeme hormony s vyraznymi metabolickymi ucinky, hormony
fidici mineralni hospodarstvi a hormony angazujici se v reprodukénich funkcich [35].
Vsichni lidé, stejné jako zvifata, mohou vylucovat steroidni hormony ze svych tél, které pak skonci
Vv zivotnim prostiedi prostiednictvim vypousténi odpadnich vod a vyuzitim nebo likvidaci zivo¢isnych
exkrementdi. Mohou naruSovat normalni fungovani endokrinnich systému, a tim ovliviiovat reprodukci
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a vyvoj volné Zijicich Zivocichti. Potencialni obavy jsou ptfedev§im z estrogent, tudiz steroidnich
hormonti a antikoncepénich piipravka [36].

2.3.2 Steroidni hormony

Steroidni hormony jsou skupinou biologicky aktivnich latek, které jsou syntetizovany z cholesterolu.
Ve struktute cholesterolu je obsazen tetracyklicky skelet gonan, z néhoz se odvozuje struktura vétSiny
steroidnich latek. Pfirodni steroidy jsou vylu¢ovany v kiife nadledvin, varlat, vajecnikd a placenty u
¢lovéka a zvitat, a zahrnuji mimo jiné progestiny, glukokortikoidy, mineralkortikoidy, androgeny a

estrogeny.
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Steroidni hormony se obecné déli na kortikoidy a pohlavni hormony. Kortikoidy jsou produkované
kirou nadledvin. Mezi pohlavni hormony se fadi androgeny, tedy muzské pohlavni hormony
produkované varlaty, dale estrogeny a gestageny, coZ jsou zenské pohlavni hormony produkované
zejména folikuly vajecnikt.

Estrogeny, coz jsou napi. estradiol, estron a estriol, jsou dulezité pro zachovani zdravych
reproduk¢nich tkani, prsou, kize a mozku. Progestiny jsou skupina hormonti, kam patii progesteron a
ten si lze predstavit jako hormon vyvazujici hladinu estrogent. Mezi androgeny fadime testosteron,
dehydroepiandrosteron a androstendion. Tyto hormony hraji daleZitou roli pfi regeneraci tkang, zejména
kuze, kosti a svali. Glukokortikoidy a jejich nejvyznamngj$i hormon kortizol je produkovan
v nadledvinkach v reakci na stresory, jako jsou emocionalni otfes, cviceni, nemoc nebo hladovéni.
Kromé toho se nékteré syntetické steroidy, jako je ethinylestradiol a mestranol, pouzivaji jako
hormonalni antikoncepce [36].

CH\3/CH2 CHZ/CH3
Cholesterol
CH CHp, CH
CH; .
CH3
CH3
HO

Obrazek 7: Struktura cholesterolu [37]
2.3.3 Estrogenni slouc¢eniny
Latky estrogenniho charakteru se bézné vyskytuji v povrchovych i odpadnich vodach. Mohou mit
pfirodni 1 antropogenni pivod a jejich pfitomnost ve slozkidch Zivotniho prostfedi i v stopovych
koncentracich mtize mit dopad na zivé organismy. Soucasny vyzkum stale sleduje vztah mezi expozici

¢loveka endokrinnimi disruptory a vyskytem nékterych onemocnéni, poruch reprodukéniho systému a
vyvojovych vad plodu.

Estrogeny Ize rozd€lit do dvou skupin: endogenni a exogenni (téz environmentalni). Environmentalni
estrogeny pak muzeme dale délit podle pivodu na fytoestrogeny (ptivod z rostlin), mykoestrogeny
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(produkt nékterych plisni) a xenoestrogeny (antropogenni plvod). Fytoestrogeny jsou obsaZeny
v riznych druzich rostlin, jako jsou obilniny, lusténiny, listova zelenina, traviny a nékteré ovoce. Mezi
nejbéznéjsi patii isoflavonoidy, lignany, laktony, steroly, naringeniny. Pfikladem mykoestrogent je
zearalenon, coz je toxin produkovany plisnémi, ktery napada nékteré druhy obilnin. Xenoestrogeny
vznikaji primyslovou vyrobou riznych chemickych latek, popf. jsou to jejich metabolity, fadi se sem
pesticidy, ftalaty, alkylfenoly, nizkochlorované polychlorované bifenyly, nékteré acidobazické
indikatory, polychlorované dibenzo-p-dioxiny a furany. Vyznamnym zdrojem jsou jiz nékolikrat
zminéné farmaceutické ptipravky a tudiz hormondlni antikoncepce.

Strukturni rys estrogennich sloucenin spociva v pfitomnosti fenolu nebo jeho funkéniho ekvivalentu,
s volnou polohou ortho a s pomérné objemnymi hydrofobnimi skupinami v polohdch meta nebo para.
Tyto rysy nejsou nutnou podminkou estrogenniho ptsobeni. Obecné estrogenni slouceniny vykazuji

lipofilni charakter, odolnost vii¢i rozkladu a schopnost bioakumulace v tukové tkani a biomembranach
[38].

Zeny produkuji estrogeny predeviim ve vaje¢nicich, ale také tukovymi buiikami a v nadledvinach.
Estrogeny hraji roli ve vyvoji sekundarnich pohlavnich znakt v puberté, jako jsou prsa a ochlupeni téla.
Reguluji menstruacni cyklus a rust dé€lozni sliznice béhem prvni ¢asti menstrua¢niho cyklu. Pokud
zenské vajicko neni oplodnéno, hladina estrogenu rychle klesa a zac¢ind menstruace. Pokud je vajicko
oplodnéné, estrogen spolupracuje s progesteronem v prubéhu téhotenstvi na zastaveni ovulace. Béhem
t€hotenstvi produkuje estrogen (konkrétné hormon estriol) placenta. Estrogen fidi laktaci a dal§i zmény
v prsni tkani béhem tehotenstvi. Estrogen ma zdsadni vyznam pro tvorbu kosti. Ve stfednim veéku
hladiny estrogent1 v téle za¢nou klesat a proces prestavby kosti se zpomaluje. To je diivod, pro¢ Zeny po
menopauze maji étyfikrat vétsi pravdépodobnost, ze mohou trpét osteoporézou nez muzi. Estrogen hraje
roli v krevni srdzlivosti, zachovani pevnosti a tloustky vaginalni stény a v celé fadé dalSich télesnych
funkci. Ovliviiuje kuzi, vlasy, sliznice a svaly panevniho dna a také ovlivituje mozek. Muzi produkuji
estrogen v mensim mnozstvi nez zeny a je vylu¢ovan v nadledvinach a varlatech. Mize mit vliv na pocet
spermii [39].

Analytické metody pro stanoveni estrogennich sloucenin ve vodach jsou zalozeny na separaci latek
ze vzorku, nejcCastéji pomoci extrakce, a nasledné identifikaci nebo kvantifikaci latek vhodnou
chromatografickou metodou [38].
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2.4 EkKkotoxicita povrchovych a pitnych vod

Ekotoxicita je jednou ze zékladnich charakteristik chemickych latek, ptipravkli a odpadii. Vodni
prostiedi je ekologicky systém mimotadné ohroZovany plisobenim a kumulaci fady cizorodych latek.
Ptirodni jevy jako jsou sopKy, pfemnoZeni fas a sinic, bouie nebo zemétieseni, zemedé€lska ¢innost, coz
je zejména splavovani primyslovych hnojiv srdzkami a eroze pidy a piedevsim antropogenni
kontaminace, zptsobuji velké zmény v kvalité povrchové vody i v jejim ekologickém stavu. Takto
znedisténa voda pak mize ohrozit zdroje pitné vody [7].

Ekotoxikologie zkouma pusobeni latek antropogenniho nebo ptirodniho ptivodu na zivé organismy,
populace a spolecenstva. Sleduje ucinky zminénych latek na riznych organizacnich trovnich
ekosystému a monitoruje uvedené latky v zivotnim prostiedi. Tato disciplina vyviji postupy umoziujici
sledovat a predvidat neptiznivé vlivy latek na Zivé organismy a ekosystémy. Rovnovéha ekosystému
mize byt naruSena na ruznych mistech. Ekotoxikologické metody se vyuzivaji pfi napliiovani
legislativnich predpist majicich vztah k Zivotnimu prostiedi, mj. hodnoceni vlivii na Zivotni prostredi —
EIA [40].

Ekotoxikologickeé testy se provadéji pro zjisténi uc¢inkti chemickych latek a smési v riiznych oblastech
zivotniho prostfedi podle chemického zdkona ¢. 350/2011 Sb. a pro ucely Evropského natizeni
¢. 1907/2006 (REACH). Pozadavky na proveditelnost ekotoxikologickych testii spoéivaji predevsim
Vv jednoduchosti, reprodukovatelnosti vysledkti a nizkych potizovacich nakladech. Avsak tyto
pozadavky mohou byt odlisné pro rizné metodiky hodnoceni ucinku a tedy splnéni ne€kterych z nich
mize byt nékdy velmi narocné. Laboratorni testy tyto pozadavky vétSinou spliuji, ale pokud
potfebujeme testy realizovat v ptirodnich podminkach, narazime na podstatné problémy.

Ekotoxikologické testy se pouzivaji ptedevsim pro:

e stanoveni toxického rizika znec€isténi pitnych, podzemnich, povrchovych a odpadnich vod

e stanoveni akutni toxicity chemickych latek a chemickych smési z hlediska Skodlivosti pro
zivotni prostedi (Chemicky zakon ¢. 350/2011 Sb., Natfizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 1907/2006)

e ziskani prvotnich informaci a poznatkl pii havariich spojenych s unikem toxickych latek do
vodnich toki a nadrzi

e testovani vyrobkl ptichazejicich do styku s pitnou vodou, které mohou mit mozny vliv na jeji
kontaminaci a také obalovych materialt, pfichazejicimi do pfimého styku s potravinami

e specialni reprodukéni testy toxicity pro pitné a povrchové vody - pro posouzeni dlouhodobého
pusobeni chemickych latek ve stopovych koncentracich na reprodukci vodnich organismi
(Daphnia magna) [41].

Nejcastéjsi pouzivané parametry ve vztahu organismus — toxikant:

e NOEC = nejvyssi koncentrace testovan¢ho vzorku, pii které nejsou pozorovany ucinky na
testovaci organizmus

o LOEC =nejnizsi koncentrace testovaného vzorku, pii které jsou pozorovany G¢inky na testovaci
organizmus

o LCx LDy = letalni koncentrace nebo davka pro X % jedincd, pii které uhyne X % testovacich
jedinct

o EC, EDy = efektivni koncentrace nebo davka pro X% ucinek, pii které se projevi X% ucinek
V porovnani s kontrolou

e IC4 IDx = inhibi¢ni koncentrace nebo davka pro X% ucinek, pfi které se projevi X% inhibic¢ni
ucinek v porovnani s kontrolou
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e PEC = pfedpovidana environmentalni koncentrace toxikantu, kterd byla na zaklad¢
matematickych model pohybu latky odhadnuta pro hodnoceni slozky prostredi
e PNEC = predpovidana koncentrace, pti které nedojde k negativnim ti¢inkiim

e NPK = nejvyssi piipustna koncentrace, stanovena legislativou, ktera nesmi byt piekrocena [7].
2.4.1 Vybrané metodiky testi
2.4.1.1 Akutni test toxicity na organismu Thamnocephalus platyurus

Organismus Thamnocephalus platyurus je sladkovodni korys, ktery patii do fadu zZabronozek a ¢asto
se vyuziva pii stanoveni akutni toxicity v akvatickych ekosystémech. Mezi nejrozsitenéjsi akvatické
organismy v testech toxicity na korysich patii i druh perlooc¢ek Daphnia magna. T. platyurus je oproti
organismu D. magna dle nékterych autoru citlivéjsi na urcité anorganické ionty a mimo jiné jde o mensi
organismus, tudiz se na zkousku spotfebuje mensi mnozstvi roztokid. Korysi obecné jsou primarnimi
konzumenty a hlavni slozkou zooplanktonu ve vodnich ekosystémech.

Pro testovani se vyuzivaji cysty ziskané z laboratornich chovt, které je mozné dlouhodob¢ uchovavat
a poté pouzit jako startovaci kulturu. Komercné prodavané baleni téchto organismli se nazyva
Thamnotoxkit F™. Inkubace organismi nasazenych v testu probiha v mikrodestickach (6 x 4 komirky)
za tmy pii teploté 25 °C po dobu 24 hodin a nasledné se hodnoti mortalita [7].

L4

Obrazek 8: Thamnotoxkit F [42]

Thamnotoxkit F™ obsahuje 5 vialek s roztoky soli (NaHCQOs, CaSOs, MgSO; a KCl), pro piipravu
jednoho litru fedici vody, ktera slouzi k ptipravé koncentra¢ni fady testované chemické latky, popf.
vody. Tato se pfipravi prevedenim obsahu zasobnich roztoki soli do 1 | odmérné banky a doplnénim po
rysku destilovanou nebo deionizovanou vodou. Pied pouZitim fedici vody se tato musi nechat 15 minut
probublavat. Probouzeni cyst se provadi 20 — 22 hodin pied zacatkem testovani. Pfipravi se zfedéna
fedici voda — 2,5 ml fedici vody se smicha s 17,5 ml destilované vody. Takto zfedéna fedici voda se
v mnozstvi 1 ml piida k vialkam s cystami. Vialky se nasledné uzaviou a 30 minut se protiepavaji. Po
hydrataci se cysty pienesou do Petriho misky a ptida se k nim jest¢ 10 ml nafedéné fedici vody.
Organismy se vlozi do inkubatoru, kde se kontinualné sviti 3 000 — 4 000 LUX pii 25 °C po dobu 20 —
22 hodin. Testovani probiha ve zminénych mikrodesti¢kach, do kterych se nasadi vzdy 10 organismu
do 1 ml testovaného média ve tfech opakovanich. Na zavér se mikrodesticka zakryje parafilmem a
vickem a da se na 24 hodin do inkubatoru. Na zavér na zaklad¢€ poctu mrtvych jedincl se vypocte
hodnota 24hLC50 [43].

Thamnotoxkit F™ striktné dodrzuje normu CSN ISO 14380 Kvalita vod — Stanoveni akutni toxicity
pro Thamnocephalus platyurus. Testy byly vyvinuty pod vedenim profesora Persoona na Université
v Ghentu v Belgii (Laboratory for Biological Research in Aquatic Pollution (LABRAP) [7].
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2.4.1.2 Test inhibice riistu okifehku menSiho — Lemna minor

Pro hodnoceni toxickych ucinkti latek se ze zastupcl producentli akvatického ekosystému casto
vyuziva L. minor neboli okiehek mensi. Jedna se 0 velmi hojné se vyskytujici rostlinu lidové nazyvanou
zabinec, kterou fadime mezi vyssi vodni rostliny. Jde o drobnou zelenou rostlinku o velikosti 1,5 az
2 mm ve tvaru elipsy s jednotlivymi, nékdy az péti listky. Okiehek volné plave po vodni hlading. Mize
byt pouzivan k odstranéni nadbyteénych zivin a toxickych kovli z vodnich ploch (tzv. fytoremediace),
protoZe se jedna o uéinny bio-akumulator a je z vody snadno odstranitelny. Vyskytuje se prevazné
V jezerech a rybnicich [44].

Obrazek 9: Lemna minor (okiehek mensi) [44]

Test se provadi expozici stélek okiehku po dobu 168 hodin (7 dni) v testovaném médiu za standardni
teploty a osvétleni. Na konci testu se hodnoti stav rostlin a pocet listkii oproti kontrole. Kontrola se
stanovuje Vv tzv. Steinbergové médiu po 168 hodinach kultivace. Vysledky testu se povazuji za platné,
pokud pocet listkti v kontrole vzroste za standardni dobu testu na osminasobek. Na zakladé po¢tu a stavu
listk?t na konci testu se stanovuje ristova rychlost, inhibice nebo stimulace riistu, chlor6za nebo nekréza

[71.
Testovani na okfehku mensim upravuje norma CSN EN ISO 20079 Jakost vod — Stanoveni toxickych
uc¢inka slozek vody a odpadni vody na okiehek (Lemna minor) — Zkouska inhibice rtstu okiehku [7].

K provedeni testu je potieba pfipravit modifikované Steinbergovo médium. Nejprve se pripravi
zasobni roztoky makroslozek a mikroslozek dle tabulky 6. Makroslozky ptedstavuji zasobni roztoky 1,
2 a 3, mikroslozky roztoky 4, 5, 6, 7 a 8. Modifikované Steinbergovo médium se poté pfipravi pridanim
20 ml kazdého ze zasobnich roztokt 1, 2 a 3, a 1 ml kazdého zasobniho roztoku 4, 5,6, 7a 8 do 1 |
odmérné baiiky. Po pfidani vSech slozek ze zasobnich roztokli se odmérna batka doplni destilovanou
vodou po rysku. Pokud se pouzije vhodna voda, neni nutna sterilizace. Pfipravené médium je zivné
médium pro nasazeni kontrolnich testh a pro pfipravu koncentracnich fad testovanych latek. Pro
testovani se musi pouzit minimalné tfi opakovani na kazdé koncentra¢ni tirovni. Kazda zkuSebni
kadinka musi obsahovat 9 — 12 stélek a v kazdé kadince musi byt pocet totozny. Cilem zkousky je
kvantifikovat u¢inky latek na vegetaéni rast [45].

Tabulka 6: Ptiprava zasobnich roztokt pro modifikované Steinbergovo médium [45]

Zasobni Makroslozky Koncentrace | Zasobni Mikroslozky Koncentrace
roztok (o/l) roztok (mg/l)
1 KNO3 17,5 4 H3BO3 120
1 KH2PO4 4,5 5 ZnS04-7H20 180
1 K2HPO4 0,63 6 Na:Mo00O4-2H,0 44
2 MgSO4-7H20 5 7 MnClz-4H,0 180
3 Ca(NO3)-4H-0 14,75 8 FeClz-6H,0 760
8 EDTA, disodna sul, dihydrat 1500

25



2.4.1.3 Test inhibice luminiscence organismu Vibrio fischeri

I na skupiné destruentt Ize provadét ekotoxikologické testy, konkrétné na motské, gramnegativni
bakterii Vibrio fischeri nyni zvané Aliivibrio fischeri. V. fischeri ma schopnost bioluminiscence.
V pritomnosti toxickych latek je emise svétla — bioluminiscence snizena. Skodlivé uginky latek, které
ovlivituji bioluminiscenci, mohou byt méfeny pomoci piistroje zvaného luminometr. Tyto svétélkujici
bakterie se ktestovani vyuZivaji Cerstvé pfipravené, suSené nebo lyofilizované. Test patii mezi
nejrychlej§i metody stanoveni akutni toxicity. Samotné testovani trvd 15 nebo 30 minut, podle délky
expozice od pridani toxikantu [7].

Na zaklad¢ objektivity vysledku, kterd je dana pfesnym elektronickym odectem svételné intenzity
bioluminiscence, 1ze rychle dosahnout kvalitnich vysledk v dostatecném mnozstvi. Tésné pied
testovanim je nutné organismy V. fischeri rehydratovat. V luminometru se zméti bioluminiscence
ptritomnych organismtli bez ptidani cizorodych latek. Nasledné se testovana latka ptidava v n€kolika
koncentracich v mnozstvi 0,5 ml roztoku k 0,5 ml bakterialni kultury. V praxi se realné vzorky pométuji
jen v jedné koncentraci testované latky a toxicita se pak vyjadiuje k u¢inku referen¢niho vzorku. Smés
se n¢jakou dobu inkubuje v rozmezi od 5 do 30 minut a poté se zméfi vysledna bioluminiscence. Jako
referen¢ni vzorek se k bakterialni kultufe ptidava netoxicky 2% roztok NaCl. Enzymovy proces, ktery
pii této zkousSce probiha, je zavisly na teploté, proto inkubace i méfeni probihd v temperovaném
prostiedi, zpravidla pfi normou stanovené teploté 15 °C. Z naméfenych hodnot 1ze sestavit davkovou
kiivku, z niz mtizeme vypocitat efektivni koncentraci toxikantu, napi. EC50 [46].

Piisluna norma, ktera je podkladem k testovani, je CSN EN ISO 11348 Jakost vod — Stanoveni
inhibi¢nich G¢inkti vzorkd vod na svételnou emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich
bakteriich) [7].

Pii teroristickych utocich mohou byt vystaveny vodni zdroje, rozvody pitné vody, puda, potraviny i
bézné predméty nebezpeénym chemickym nebo biologickym latkam a smésim. Pii téchto situacich je
k toxikologickému posouzeni rozhodujici rychlost méteni. V oblasti ochrany zdravi se tato metoda
vyuziva pro véasnou a spolehlivou diagnostiku pitné vody a ovzdusi [46].

Obrdazek 10: Vibrio fischeri — luminiscence [46]
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2.5 Metody izolace analytii z kapalnych vzorki

Vhodny vybér analytické techniky je jen jeden z kroku pro uspésnou aplikaci. VSechny kroky, které
vedou k vysledku analyzy, jsou stejné dtlezité. Odbér vzorkli a jeho uprava pro dalsi analytické
zpracovani je vyznamnym krokem analyzy. Vzorkovani mize ovlivnit kvalitu navazujicich
pozadovanych analytickych vysledki. S ohledem na hmotnost a velikost odebranych vzorki je dale
nutné brat do tivahy zptsob jejich transportu a skladovani. U reprezentativniho vzorku by nemély byt
ovlivnény jeho relevantni vlastnosti. Vzorek se metodikou ptipravy kvantitativné pievede do formy
vhodné Kk analyze, pficemz nyni se jiz mize jednat 0 maly zlomek pivodniho odebraného mnozstvi
vzorku. Vsechny tyto preanalytické kroky mohou mit vétsi vliv na celkovou piesnost a spolehlivost
vysledkt, nez samotna analyza. Hlavni faze analytického procesu jsou znazornény na obrazku 11.

S

Pnpra\ a2 vzorku Analyza vzor 101
Tramport vzorku
- Zpracom'ni dat
Archiv: a<:=
Odbér vzorku
ﬂ Gﬂnﬂrox ani reporti
Informace pro zdkaznika

Obrazek 11: Diagram postupu analyzy vzorku [47]

Ptiprava vzorkdl mize byt potiebnou soucasti chromatografické a spektroskopické analyzy. Tento
proces je urcen k poskytnuti reprezentativniho, reprodukovatelného a homogenniho roztoku, ktery je
vhodny pro injekci do kolony pro chromatografickou ¢i jinou analyzu. Nékdy, v zavislosti na citlivosti
analyzy, je nutné zakoncentrovani vzorku pted jeho davkovanim do piistroje [47; 48].

Tabulka 7: Metody ptiprav kapalnych vzorki [47]

Metody piipravy vzorku Principy techniky Komentare
K dispozici je Siroky vybér
stacionarnich fazi pro selektivni

Podobné jako HPLC, vzorek
protéka pres kolonku se
sorbentem. Ten selektivné
zachycuje vybrané analyty. Ty

zachyceni pozadovanych
anorganickych a organickych
analyti. Specialni faze existuji pro
1é¢iva, sacharidy, katecholaminy,
kovové ionty a mnohé jiné

Extrakce tuhou fazi (Solid Phase

Extraction, SPE
) mohou byt nasledné eluovany

rozpoustédlem S odpovidajici
elucni silou.

slouceniny.
Extrakce kapalina — kapalina Vzorek se rozdéli mezi dvé
(Liquid-Liquid Extraction, nemisitelné faze, které jsou Pozor na tvorbu emulzi.
LLE) zvoleny podle rozdila

27



Filtrace

Centrifugace

Sedimentace

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid
Phase Microextraction, SPME)

Stir Bar Sorbent Extraction
(SBSE)

v rozpustnosti. Analyty jsou pak
ziskany z jedné z téchto dvou fazi.
Kapalina se vede ptes papirovy
nebo membranovy filtr

za ucelem odstranéni
suspendovanych ¢astic.

Vzorek se ulozi do odstiedivkové
zkumavky a centrifuguje se pti
vysoké odstiedivé sile (tisic az sto
tisic g). Supernatant se dekantuje.
Vzorek se necha usadit, pficemz
neporusené klesd do sedimentaéni
zkumavky. Rychlost
hlavné  na

usazovani
zavisi velikosti
sedimentujicich ¢astic.

Kiemenné vlakno potazené
polymerni stacionarni fazi.
Sledované analyty se sorbuji na
stacionarni fazi a po umisténi do
nasttikového prostoru dochazi
teplem u plynové nebo mobilni
fazi u kapalinové chromatografie

k desorpci analyti.

Analogicka k SPME

s vyjimkou, ze mnoZzstvi sbérné

metoda

faze je mnohem vétsi. Dochazi
k extrakci kapalnych analytd na
magnetické michadlo s vrstvou
Analyty jsou
nasledné tepelné nebo mobilni fazi

stacionarni faze.

desorbovany.

Doporucuje se, aby nedochazelo
k problémtim (napt. ucpani
kolony) s ptistroji.

Odstedéni se pouziva k odstranéni
Castic jako alternativa k filtraci.

Velmi pomaly proces.

SPME metoda mtize byt pouzita
pro kapalné, plynné i pevné latky.
K dispozici jsou riizné polymerni
vlakna (polydimethylsiloxan
(PDMS), polyakrylat, Carbowax-
divinylbenzen, Carboxen-PDMS)

Kapacita i citlivost této techniky
mize presahnout techniku SPME o
nékolik tadd. Tuto techniku je

automatizovat  nez

SPME.

2.5.1 Extrakce tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction)

Extrakce tuhou fazi (SPE) je moderng;jsi alternativa k extrakci kapalina-kapalina. Metoda je zalozena
na principu zadrZovani zdjmovych slozek na specidlnim sorbentu obsazeném v jednorazové minikoloné.
Je to G¢inna obohacovaci technika, vhodna i pro ¢isténi extraktl. Principem zakoncentrovani je sorpce
zajmovych slozek analytu na pevném sorbentu a naopak co nejmensi zachyceni ostatnich slozek vzorku.

Analyty jsou ze sorbentu uvolnény eluci vhodnym rozpoustédlem [49].

Celkove lze fici, Ze principy separace, vybér faze, a vyvoj metody pro SPE jsou podobné tém pro
HPLC. Jednim z hlavnich rozdild mezi SPE a HPLC je, ze kolony SPE jsou obvykle na jedno pouziti,
protoze mohou byt vystaveny potencialnim interferencim slozek ze vzorku a ty mohou znehodnotit
napln kolony. HPLC kolony se pouzivaji opakovang.

28



¢ Analyty

= Nedistoty

A - Kondicionace

B Davkovani vzaorku
C - Promyvani
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Obrazek 12: Technika SPE - proces zakoncentrovani [49]

V nejjednodussi formé se SPE pouZiva jako plastova kolonka v podobé& polypropylenové nebo
sklenéné injekéni stiikacky a obsahuje 0,1 —10 g sorbentu. Pouzivané SPE sorbenty mohou byt
Vv systému normalnich nebo obracenych fazi, popi. ionexy (anex, katex). Vhodny typ sorbentu a velikost
kolonky zavisi na zjisténych informacich o vzorku, zejména je nutné zvazit vlastnosti matrice a analytu.
Pro nejlepsi retenci analyti ze vzorku je vhodné, aby polarita analytu byla podobna polarité faze [47].

Tabulka 8: Sorbenty dle typu fazi [50]

Normalni faze Reverzni faze lonexy
polarné modif. silikagel nepolarné modif. silikagel Anex - Silikagel s chemicky vazanym
silikagel C18 (oktadecyl) kladné nabitym modifikatorem

oxid hlinity C8 (oktyl) (kvarterni amin, sekundarni amin)
florisil (kfemicitan hofenaty) C4 (butyl) Katex - Silikagel s chemicky vazanym

CH (cyklohexyl) zaporng nabitym modifikatorem

Ph (fenyl) (benzen nebo propylsulfonova kys.)
CN (kyanopropyl)

Zatizeni pottebné k provedeni SPE experimentu mtze byt velmi jednoduché. Jako hnaci silu lze
pouzit gravitaci, coz je ale pro v§eobecné pouziti velmi pomalé a nepraktické. Proto vétSina zakladnich
systému uréenych pro vyuziti v terénu vyuziva ru¢niho protlatovani rozpoustédla nebo vzorku pistem
ptes napln. V laboratofi se vyuziva prosavani vzorku vakuem, coz lze vyuzivat i pro zpracovani nékolika
vzorkt soucasné. Jsou k dispozici systémy, které pojmou az 24 kolonek se vzorky. Takovéto systémy
jsou vyrabény z chemicky odolného a prihledného skla, coz umoziuje sledovani celého procesu
zpracovani vzorkid. Bez ohledu na pouziti metody pratoku vzorku pies patronu by pritok kolonou nemél
byt ptilis rychly. V takovém pripadé by totiz mohlo dojit k nedostate¢né interakci vzorku se stacionarni
fazi. Pro typické aplikace SPE se doporucuje pritokova rychlost 10 ml/min. Ke ztratim analyti mize
dojit i v dasledku pomalé sorpéni kinetiky.

Proces SPE extrakce se sklada ze 4 kroku. Kazdy z téchto kroki musi byt optimalizovan béhem
procesu vyvoje metody. Prvnim krokem je kondicionace kolonky. Kondicionace se provadi pred
ptidanim vzorku promytim kolonky rozpoustédly, typicky methanolem nebo acetonitrilem. Ugelem
tohoto kroku je odstranit v§echny necistoty, které mohou byt nahodné shromazdéné v naplni kolonky, a
provést solvataci sorbentu. Solvatace je dulezita a nesmi dojit k vyschnuti kolonky. Po kondicionaci je
zadouci, aby prebytek rozpoustédla byl odstranén promytim vodou. Druhym krokem je aplikace
vzorku, kdy se vzorek nanese do kolonky a necha se protékat. Vzorek by mél protékat kontinualné bez
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toho, aby doslo k vyschnuti kolonky. Pfi SPE extrakci neni pritok fizen presné, jako napt. pii HPLC,
ale pfijatelny pritok vzorku kolonkou je 2 — 4 ml/min. Ttetim krokem je promyti sorbentu za ucelem
odstranéni Slab&ji vazanych interferujicich slozek. Timto zptisobem nesmi dojit K eluci analytu a
nejcasteji se pro promyvani pouziva voda nebo puft. Je nutné zvolit vhodny typ rozpoustédla o vhodném
objemu a vhodné elu¢ni sile, aby byla eluce analytu co nejvice minimalizovana. Pro velmi ¢isté vzorky,
jako je pitna voda, miizeme promyvaci krok vynechat a jit rovnou na suseni pfed ocekavanou eluci.
V piipadé, ze vzorek obsahuje mnoho nezadoucich slozek matrice, je promyti sorbentu nezbytné, a tento
krok by mél byt optimalizovan. Pokud chceme pouzit maly objem eluc¢niho rozpoustédla, nebo
Vv pripad¢, ze elu¢ni rozpoustédlo je nemisitelné s promyvacim rozpoustédlem, je Zadouci promyvaci
rozpoustédlo odstranit. To Ize provést jednoduse prichodem vzduchu pod vakuem, tzv. suSenim.
Poslednim krokem je eluce analytu(ii). Jedna se o zavére¢ny stupen extrakce a tedy sbér frakce analytu.
Cilem je ziskani analytu(t) v co nejmensim objemu, ¢ehoz muze byt dosahnuto pouzitim rozpoustédla
s velkou elucni silou. Lze pouzit i vetSi objem rozpoustédla se stiedni elucni silou, ale poté je potieba
rozpoustédlo odpafit do sucha a nasledné odparek rozpustit v malém mnozstvi vhodného rozpoustédla.
V takovém ptipadé je vhodné volit relativné tékavé elucni rozpoustédlo, aby odpatfeni bylo co
nejrychlejsi. Eluat je jiman do vhodné nadoby [47].

Kolonka
L ? ? ¥ ? ¥y |\
Sbéma nadoba I r T f T 3
I — Vakuometr
I I — tp—\'almum

Vakuovy kolektor

Obrdzek 13: Ndkres SPE aparatury [47]
2.6 Stanoveni steroidnich hormoni pomoci HPLC/MS

Pii vybéru metody je nutné posuzovat nékolik parametri, jako jsou selektivita, citlivost,
reprodukovatelnost, rychlost a naklady. Pro rozvoj kvalitativni nebo kvantitativni metody vybirame
optimalni kombinaci n€kolika technik. Kapalinova chromatografie je technika, ktera se pouziva pro
separaci polarnich i nepolarnich, nabitych nebo neutralnich, tékavych a netékavych sloucenin.
Kapalinova chromatografie je vhodnou metodou zejména pro analyzu 1éCiv a jejich metabolitl nebo
puvodnich sloucenin a jejich degrada¢nich produkti. Vyuziva se pii analyze steroidnich hormoni i
v n€kolika jinych oblastech klinické biochemie [51].

Hlavnimi ¢astmi kapalinového chromatografu jsou zasobniky slozek mobilni faze, vysokotlaké
¢erpadlo, davkovaci zatizeni, kolona, detektor a vyhodnocovaci zafizeni. Vzhledem k vysoké separacéni
ucéinnosti tato technika uziva nazev vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High Performance
Liquid Chromatography — HPLC).

Jako slozky mobilni faze se v HPLC pouziva voda, organicka rozpoustédla o riizné polarité nebo
elektrolyty. Je nutné dbat na to, aby mobilni a stacionarni faze byly vzajemné nemisitelné a soucasne,
aby analyt byl rozpustny v mobilni fazi. Separacni systémy lze rozdé€lit na systémy s normalnimi nebo
obracenymi fazemi. V pfipadé systému s obracenymi fazemi se jako stacionarni faze pouziva
modifikovany silikagel (napf. n-Cig) a jako mobilni fize smés voda — acetonitril. Casto se vyuziva i
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technika gradientové eluce, pfi niZ se v prib&hu separace méni elucni sila mobilni faze v zavislosti na
case. V HPLC se pouzivaji pistova Cerpadla. Jejich cilem je zachovavat konstantni a bezpulsni pratok
mobilni faze i pii relativné nizkych pritocich a pomérmné vysokych tlacich. Pritoky mobilni faze se
pohybuji od 0,1 — 10 ml/min. Pied Cerpadla se zapojuji odplyfiovace mobilni faze pro odstranéni
vzduchovych mikrobublin a rozpusténych plynt, které by na vystupu z kolony znemoziiovaly funkci
detektoru. DalSim mechanismem je V souéasnosti jiz automatické davkovaci zafizeni, pii némz dochazi
k davkovani vzorku do proudu mobilni faze. Vlastni separace vzorku probiha v koloné. Kolony se
vyrabi z kovového materidlu odolného vii¢i vysokym tlakiim a koroznimu ptisobeni mobilni faze.
Analytické kolony jsou trubice o délce 5 — 30 cm a vnitinim priméru 1 — 4,6 mm plnéné vhodnym
sorbentem. NapIn¢ chromatografickych kolon se rozliSuji podle mechanismu separace. Nejcast&ji
vyuzivanym sorbentem je modifikovany silikagel. Pro detekci separovanych sloucenin se pouziva
nékolik typa detektorl, napt. spektrofotometricky detektor, fluorescenéni detektor, elektrochemicky
detektor nebo detektor rozptylu svétla. Kolona i detektor musi byt ulozeny v termostatu [52].

Spektrofotometricky detektor je nejcastéji pouzivany detektor v kapalinové chromatografii. Pracuje
Vv ultrafialové, pfipadné i ve viditelné oblasti elektromagnetického zaieni (od 190 do 800 nm). Principem
detektoru je pokles intenzity zafivého toku v ptitomnosti latky, ktera absorbuje pii vinové délce detekce.
Logaritmus poméru intenzity dopadajiciho a proslého zafeni je absorbance. U levnéjSich pristroji je
zdrojem zafeni nizkotlaka rtutova vybojka a vinovou délku detekce vymezuje interferencni filtr.
Kvalitng&jsi piistroje jsou vybaveny deuteriovou vybojkou jako zdrojem spojitého zafeni v UV oblasti,
zarovkou jako zdrojem pro viditelnou oblast a monochromatorem, coz umoznuje zvolit libovolnou
vilnovou délku detekce v rozsahu vinovych délek zdroje zateni. Jedna se o selektivni typ detektoru, ktery
umoziuje snimat UV spektra latek v mérné kyveté pfi zastaveném pratoku i bez ptferusené¢ho toku
mobilni faze. Spektrofotometrické detektory s fotodiodovym polem umoziuji detekci chromatogramt
pii velkém poctu ptedem zvolenych délek [53; 54].
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Obrazek 14: Schéma usporadani HPLC [51]

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci je analyticka laboratorni technika pro identifikaci a
kvantifikaci neznamych latek ve smésich. V prvnim kroku pfi separaci kapalinovou chromatografii se
smes latek rozdéli a ve druhém kroku pfi pouziti hmotnostni spektrometrie ziskdme strukturni informace
o jednotlivych slouceninach. Spojeni téchto dvou technik bylo v minulosti podrobeno intenzivnimu
vyzkumu. Technicky naroéné spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii bylo
kolonu v kapalné mobilni fazi. Na vystupu z kapalinového chromatografu je atmosféricky tlak, kdezto
v hmotnostnim spektrometru je vysoké vakuum (fadové 102 az 10° Pa). Pfevedeni separovanych
sloucenin z kapalné mobilni faze do plynného skupenstvi a zaroven odstranéni nadbytecné mobilni faze,
bylo vyfeseno vyuzitim technik ionizace za atmosférického tlaku a predevsim elektrospreje [55; 56].

Hmotnostni spektrometr lze pouzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu vSech latek. Limity
detekce, které muzeme ziskat, jsou ng/ml az pg/ml. Hmotnostni spektrometry se skladaji ze tii
zakladnich casti — iontovy zdroj, analyzator a detektor. Nejpouzivangjsi typy analyzatorl pouZzivané
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Vv dnesni dobé v hmotnostni spektrometrii jsou kvadrup6l, sféricka a linearni iontova past a praletovy
analyzator. Detektory vyuzivané v hmotnostnich spektrometrech zaznamenévaji ionty, které byly
vybrany analyzatorem a pievadéji signaly do digitalniho formatu [51; 57].

2.6.1 Ionizaéni techniky v hmotnostni spektrometrii

V iontovém zdroji dochézi k vytvaieni iontl z neutralnich molekul nebo atomil. Podle dodané energie
pfi ionizaci rozliSujeme mekké a tvrdé ionizacni techniky. Piednosti tvrdych ionizacnich technik je
vznik bohatych fragmentacnich spekter, kterd umoziuji identifikaci analyzované slouceniny
porovnanim s knihovnou spekter [57].

Elektronova ionizace je typickym zastupcem tvrdé ionizacni techniky. Tato technika je zalozena na
principu piedani energie leticich elektronti molekulam analytu. Elektrony pouZité pro ionizaci jsou
emitovany ze zhaveného wolframového vlakna, coz je vlastné zhavena katoda. Velikosti proudu se tidi
pocet elektront emitovanych vlaknem. Elektrické pole urychluje tyto elektrony a dodava jim energii
70 eV. Pokud analyt interaguje s elektronem, dojde k vyraZeni valenéniho elektronu za vzniku
radikalkationtu, ozna¢ovaného jako molekularni ion. Nadbytek energie pfedany pii interakci elektronu
s molekulou pak zpiasobi jeho fragmentaci za vzniku nabitych fragmentd a neutralnich ztrat nesoucich
lichy elektron. Elektrony jsou po prichodu iontovym zdrojem zachyceny na anodé [58].

Elektrosprej je v soucasné dobé Siroce pouZivana technika ionizace analytd pro spojeni HPLC/MS.
Elektrosprej (ESI, z angl. Electrospray lonization) se pouziva pro ionizaci disociovanych nebo
disociovatelnych molekul a iontt. Princip ionizace spo¢iva v aplikaci silného elektrického pole mezi
elektrody za atmosférického tlaku. Mezi kapilaru, kterou prochazi mobilni faze s analyty, a vstup do
hmotnostniho spektrometru, je vlozeno vysoké napéti 2 — 5 kV. Vlivem tohoto ptisobeni vznikaji na
vystupu z kapilary malé kapicky (aerosol), které¢ maji kladny nebo zaporny naboj. Tento naboj je uréen
polaritou vloZzeného napéti. Tvorba kapicek je podpoiena proudicim zmlzovacim plynem, nejcastéji se
vyuziva dusik. Kapénky aerosolu ptichazeji do kontaktu se zahfatym susicim plynem, takze dochazi
K rychlému odpafteni rozpoustédla, coz vede ke zmenSeni velikosti kapicek a tim ke zvySeni hustoty
povrchového naboje. Vzniklé elektrostatické odpuzovani v jistou chvili pfekonava povrchové napéti a
nastava tzv. Coulombicka exploze, vedouci ke vzniku mensich kapének. V uréittm momentu uz
nedochdazi k rozpadu kapek na mensi, coz ma za nasledek odpuzovani stejn€ nabitych ionti, ale dochazi
k uvolnéni iontt z jejich povrchu do plynné faze. Nakonec se tedy uvoliiuje protonovany molekularni
ion [M+H]* pfi sniméni kladnych iontd, nebo deprotonovany molekularni ion [M-H] pfi snimani
zapornych iontu [55; 57].

Elektrosprej lze vyuzit i pii vysSich pratocich mobilni faze, zhruba do 1 ml/min. Negativnim jevem
muze byt suprese ionizace — potlaceni tvorby iontti analytu, pokud ve stejnou dobu vznikaji konkurenéni
ionty z latek, které jsou piitomny ve vysokych koncentracich. To lze eliminovat vhodnou volbou
podminek [57].

Do elektrospreje mize byt vzorek ptimo davkovan bez chromatografické separace, coz se vyuziva
zpravidla ve spojeni s tandemovou nebo vicestupiiovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS nebo MS").
Ionizace ESI se hodi zvlasté pro analyzu peptidd, proteinti nebo jinych biomolekul [55].

32



Odpafovani el Analyzované ionty

-@-o:
‘ ~ e

Susici plyn

Tonty

ZmlZovaci plyn

Aerosol

Obrazek 15: Schéma elektrospreje [59]

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI, z angl. Atmospheric Pressure Chemical
lonization) je dalsi mékkou ioniza¢ni technikou, pii které vznikaji ionty za atmosférického tlaku.
Techniku Ize vyuzit i pro analyzu méné polarnich a nepolarnich latek. Uspofadani iontového zdroje je
obdobné usporadani elektrospreje, zména spoc¢iva v tom, Ze napéti se nevklada mezi sprejovaci kapilaru
a vstup do hmotnostniho spektrometru, ale mezi koronovou jehlu a vstup do hmotnostniho spektrometru.
Na konci sprejovaci kapilary dochazi k tvorbé aerosolu pomoci pneumatického zmlzovace, jako
zmlzovaci plyn se nejcastéji pouziva dusik. Vznikly aerosol je v kratké zoné vyhtivané az na 600 °C
rychle odpatfen. Na koronové jehle dochazi v disledku vloZeného napéti ke vzniku koronového vyboje,
ktery ionizuje molekuly mobilni faze, ptitomné v plynné fazi ve vyrazném nadbytku. Tim se vytvaii
reakéni plyn, ktery nasledné ionizuje molekuly analytu. Pfitom se jiz predava méné energie a nedochazi
k tak rozsahlé fragmentaci jako u elektronové ionizace. Ve spektru pak nejcastéji sledujeme ionty
[M+H]* nebo [M-H] [55; 57].

APCI se dosti vyuZiva pro analyzu riznych latek v télnich tekutinach v oblasti klinické chemie. Meze
detekce takovychto stanoveni se pohybuji okolo ng az pg/ml.

Pti ionizaci ESI i APCI v kladném modu pozorujeme protonované molekulédrni ionty, pti ESI pak i
adukty molekuly se sodnym nebo draselnym iontem, v zaporném modu pak deprotonovany molekularni
ion. Nékdy muzeme pozorovat i adukty molekuly srozpoustédlem z mobilni faze. Interpretaci
fragmentacnich spekter ziskanych pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie ziskame strukturni
informace o dané latce nebo alespon potvrdime pfitomnost hledané latky [55].
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Obrdzek 16: lonizacni metody a pouZitelné slouceniny [60]
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2.6.2 Analyzatory pouzivané v hmotnostni spektrometrii

Zasadni ¢asti kazdého hmotnostniho spektrometru je analyzator. Analyzator slouzi k separaci iontt
Vv plynné fazi za vakua na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Analyzator se umistuje za
iontovy zdroj, tudiz molekuly uz madme ptfevedeny na ionty, a zaroven pred detektor, kde dochazi
k detekci iontl, které byly rozdéleny v analyzatoru podle poméru m/z. Dé&leni iontl l1ze dosahnout
ruznymi fyzikalnimi principy, které vyuzivaji statické nebo dynamické elektrické nebo magnetické pole,
eventualné jejich kombinace. Analyzatory rozdélujeme do nékolika skupin podle zptisobu dé€leni iontl
na skenujici, iontové pasti a priletové analyzatory. Skenujici analyzatory postupné méni skenovanou
veli¢inu a kontinualné v ¢ase separuji ionty o ur¢ité hodnoté m/z. Typickym zastupcem je kvadrupolovy
analyzator a sektorovy magneticky a elektricky analyzator. lontové pasti zachycuji ionty pomoci napéti
na elektrodach a pak nasledné dochazi k jejich analyze (iontova past, orbitrap, FT-ICR). Pruletové
analyzatory separuji vSechny ionty soufasné na =zékladé rozdilné doby lety k detektoru.
Charakteristickym ptikladem je priletovy analyzator TOF, z angl. Time of Flight, ktery mé&fi ¢as iontt
pro piekonani urcité vzdalenosti [57; 61].

Zakladnimi parametry hmotnostnich analyzatori jsou zejména rozliSovaci schopnost, mira
schopnosti urcit sprdvnou hodnotu m/z, hmotnostni rozsah, dynamicky rozsah a rychlost zdznamu
spekter. RozliSovaci schopnost je schopnost analyzatoru poskytnout rozliSené signdly pro ionty
s obdobnou hodnotou m/z. Univerzalni definice rozliSovaci schopnosti je zaloZena na Sitce jednoho piku
nebo lze vyuzit definice zalozené na ptekryvu dvou pikiti. Hmotnostni rozsah znamend rozmezi hodnot
m/z, ptes které mize analyzator zaznamenat spektra. Dynamicky rozsah je rozmezi koncentraci, v nichz
je odezva umérna koncentraci. Vhodny typ analyzatoru zasadné ovliviiuje kvalitu ziskanych spekter,
avSak to se pak odrazi i v cené analyzatoru [61].

Kvadrupél patii v soucasnosti k nejvice rozsifenym hmotnostnim analyzatorim. Je ¢asto vyuzivany
pro spojeni hmotnostnich spektrometrti se separacnimi technikami GC/MS a LC/MS. Jeho vyhodou je
nizkd pofizovaci cena v porovnani s ostatnimi typy analyzatord. Skladd se ze ¢tyf kovovych tyci
kruhového nebo hyperbolického priifezu o délce 20 - 30 cm, na které se pfivadi kombinace stiidavého
a stejnosmérného napéti. Vzdy dvé protilehlé tyée jsou vodiveé spojeny a je na né€ vlozeno stejnosmérné
napéti, ke kterému se soucasné ptidava vysokofrekvencni stfidavé napéti. lon vstoupi do kvadrupélu
mezi Ctyfi tyCe a zaCina oscilovat. Princip oscilace spociva v plynulé zméné velikosti stejnosmérného
napéti a amplitudy stfidavého napéti pii zachovani jejich poméru. lonty s postupné se zvetSujicim m/z
jsou propoustény na detektor. V daném okamziku se ionty s uréitou hodnotou m/z pohybuji po stabilni
draze kvadrupdlem a dostanou se na detektor. VSechny ostatni ionty jsou zachyceny na tyc¢ich
kvadrupolu, na detektor nedopadnou [57; 61].
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Obrazek 17: Kvadrupdlovy analyzator [57]

Kvadrupo6l maze pracovat ve dvou rezimech. Prvni rezim je skenovaci, kdy se kontinualné méni
elektrické pole a proméfuji se vSechny hodnoty m/z v kratkém ¢asovém tseku. Pti druhém rezimu, ktery
se zkracené nazyva SIM, z angl. Single lon Monitoring nebo také Selected lon Monitoring, se nastavi
elektrické pole tak, aby prochazely pouze ionty o ur¢itém pomeéru m/z. Pii rezimu skenovani je vyhodné
sledovani vSech iontd vzniklych v ionizatoru na Ukor citlivosti méfeni. SniZzenim skenovaného
hmotnostniho rozsahu mizeme zvysit citlivost detekce. V rezimu SIM pravé spociva vyhoda citlivé
kvantifikace pfedem zvolenych latek [57; 61].
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Trojity kvadrupdlovy analyzator (z angl. Triple Quadrupole, zkracené QQQ) je systém tii
kvadrup6lu spojenych za sebou. Prvni kvadrupdlovy analyzator Q1 skenovanim vybira prekurzory.
Druhy kvadrupol (q2) plni funkei kolizni cely, kde aplikaci kolizniho plynu (Ar, N2 nebo He) dochazi
ke kolizni excitaci vybranych iontl a jejich nasledné fragmentaci. Tteti Q3 je vyuzivan pro analyzu
vzniklych produktovych iont. Uvedeny typ analyzatoru nelze pouzit pfi praci v rezimu vysSim nez
MS?2. Pro kvalitativni analyzu lze pouzit jednoduchy kvadrupél, a naopak pro kvantitativni analyzu lze
pouzit i trojity kvadrupo6l [62; 63].

Priletovy analyzator, nékdy také nazyvany jako analyzator doby letu, zkracené TOF, je hmotnostni
analyzator s teoreticky neomezenym hmotnostnim rozsahem. Principem priletového analyzatoru je
méfeni doby letu iontd, kterd je nutna pro piekonani ur¢ité drahy. lonty jsou v napétovych pulzech
urychlovany elektrickym polem do vakuované letové trubice, kde leti riznou rychlosti v zavislosti na
jejich poméru m/z a dopadaji v rizném case na detektor. Pii urychleni nasledujicim po ionizaci ionty
ziskaji ptiblizné stejnou kinetickou energii. lonty s mensim pomérem m/z leti rychleji, a tudiz se na
detektor dostanou dtive. Hodnotu m/z pak Ize vypocitat z doby letu mezi zdrojem a detektorem. Zaznam
spekter je velmi rychly.

Urychlovaci
napéti Vzdalenost drahy letu

lontova = I
=

3 — Letova trubice
optika =

v Detektor
o | Iontovy zdroj

Obrazek 18: Priiletovy analyzator [61]

RozliSovaci schopnost TOF analyzatoru neni pfili§ vysokd, ale pouzitim reflektronu nebo
prodlouzenim letové trubice ji 1ze vyrazné€ zvysit. Obecné pruletové analyzatory maji lepsi rozliSovaci
schopnost nez kvadrupdly. Reflektron je iontové zrcadlo, které slouzi ke kompenzaci ruznych
kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z. Reflektrony otaci smér letu takika o 180°,
pricemz dojde k prodlouzeni drahy i doby letu. Pii pouziti reflektronu ionty s vétsi kinetickou energii
pronikaji pfed odrazem hloubéji do odrazového elektrického pole reflektronu, a tim dochazi k jejich
opozdéni vici iontim s nizsi kinetickou energii. Timto se vyrovnavaji rozdily v dob€ letu iontl t€hoz
m/z s mirn¢€ odliSnymi kinetickymi energiemi [57; 61].

Sféricka iontova past (zkracené 3D-IT, z angl. Three-Dimensional lon Trap) je analyzator, ktery se
sklada z 3 elektrod. Dv¢ kryci elektrody jsou v zakladnim reZimu uzemnéné a prostiedni je napojena na
zdroj vysokofrekvencniho napéti s proménnou amplitudou. Prostfedni elektroda se nazyva prstencova.
lonty jsou kratkym nap&étovym pulzem piivedeny do pasti vstupnim otvorem kryci elektrody a
vhodnymi poméry vlozené¢ho napéti mezi elektrody jsou ionty zadrZeny uvnitf pasti. lonty se v prostoru
pasti pohybuji po drahach tvaru protahlé osmicky. Postupnym zvySovanim napéti jsou ionty podle jejich
poméru m/z vypuzovany z analyzatoru vystupnim otvorem na detektor. Uginnost zachytu je zhruba 5 %
[52; 61].

Vyhodou sférické iontové pasti je moznost prace v rezimu tandemové nebo vicestupniové hmotnostni
spektrometrie. Tento analyzator umoziuje v jednom misté izolaci prekurzort, jejich fragmentaci i
registraci produktovych spekter. Do pasti se jako tlumici plyn zavadi helium, které tlumi oscilaci a
zlepSuje zachyt iontl. MnoZstvi iontll davkovanych do pasti je nutno optimalizovat, jinak by mohlo dojit
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k vzniku prostorového naboje a tim k poklesu rozliSeni a posunu. To lze realizovat velmi kratkym
ptedskenem, pii kterém dojde k spocitani mnozstvi iontd a podle toho se upravi doba davkovani iontd
neboli otevieni vstupni elektrody.

Sféricka iontova past je levny hmotnostni analyzator vhodny pro hmotnostni rozsah do 3 000.
Zvlastnim typem iontové pasti je linearni iontova past, coz je v podstaté kvadrupdl, na jehoz koncich
jsou umistény elektrody s vloZzenym potencialem pro zachyceni iontd. Vyznacuje se mnohem vyssi
kapacitou i u¢innosti nez sféricka iontova past [61].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem diplomové prace je hodnoceni G¢innosti pravny pitné vody a jejich technologickych procesti
s vyuZzitim testl ekotoxicity, a vyskytu hormonalnich latek prostfednictvim screeningové analyzy.

Pro tento zamér byla zvolena tipravna pitné vody v Ceské republice, ktera v letech 2012 — 2014 prosla
rozsahlou rekonstrukcei technologické linky. Tato linka je koncipovana jako dvoustupiiova separace.
Prvnim separa¢nim stupném je flotace, ktera je tvofena 4 flotaCnimi jednotkami s prediazenymi
komorami pomalého michani. Druhym separa¢nim stupném je dvouvrstva piskova filtrace, tvofena 6
otevienymi piskovymi rychlofiltry, jejichz napln je tvofena 80 cm vrstvou filtra¢niho pisku a 60 cm
vrstvou antracitu. Z piskové filtrace je voda dopravovana do reak¢ni nadrze ozonizace a pak dale na 4
oteviené filtry s granulovanym aktivnim uhlim. Do odtokového potrubi z filtrace s granulovanym uhlim
je zatazena jednotka UV zafeni, kterd ma za kol desinfikovat upravenou vodu. Takto upravenou vodu
je jeste potieba stabilizovat davkami oxidu uhli¢itého a vapenného hydratu. Na zavér se pro hygienické
zabezpeceni vody pii jeji dopravé a distribuci davkuje chlor, oxid chloricity a chlorid amonny.

Na tpravné byly odebrany vzorky ptitoku, kazdy stupeii upravy i odtoku. Na vzorkach byly nasledné
realizované vybrané ekotoxikologické testy a pomoci piistroje HPLC/MS byly vhodné upravené vzorky
podrobeny screeningové analyze.

3.1 Charakteristika vzorku a jejich odbér

Vzorky pitné vody byly odebrany vzdy pfed aktualnim testovanim, tedy srpen a prosinec 2016, tinor
a bifezen 2017. Bodovy odbér vzorku byl realizovan do 0,5-litrovych a 2,5-litrovych tmavych
sklenénych lahvi. Pfed odbérem byly fadn€ vymyté lahve a vicka nékolikrat proplachnuty odebiranym
vzorkem vody. Vzorkovnice byly naplnény az po okraj, uzavieny a Citelné a fadné oznaceny druhem
odebraného vzorku. Takto odebrané vzorky byly ihned ulozeny do pienosnych lednic a v nich i
ptevezeny do laboratofe FCH VUT Brno, kde byly poté uschovany do lednice. VSechny
ekotoxikologické testy byly nasazené nejpozdéji do 24 hodin po odbéru. Zpracovani odebranych vzorku
ke screeningové analyze probihalo ihned po pfevezeni vzorki do laboratote.

Odebrané vzorky maji pro zkraceni jejich oznaCeni potadova Cisla a jejich popis uvadi tabulka nize.

Tabulka 9: Oznaceni odebranych vzorkd

Poradové ¢islo | Oznaceni odebranych vzorki

1 za piskovou filtraci (pted O3)

za Oz (pted GAU)

za GAU (pted UV)

za UV

Po nadavkovani chemikalii (COz, Ca(OH)2, (NH4)2SOs4, Cly, CIO;) - pied akumulaci
Po nadavkovani chemikalii (COz, Ca(OH)z, (NH4)2SOs4, Cl;, CIO;) - za akumulaci
surova voda

~N o OB wWwDN
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3.2 [Ekotoxikologické posouzeni
3.2.1 Laboratorni vybaveni a pristroje

Pro tcely diplomové prace bylo pouzivano bézné laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce, sklenéné
pipety, automatické pipety, odmérné banky riznych velikosti, testovaci desticky...).

Pristroje pro ekotoxikologické testovani

Inkubator Niive Cooled Incubator ES 110 — inkubace bez osvétleni
Ptistroj LUMIStox 300 s termoblokem LUMIStherm

3.2.2 Testovani pitné vody ekotoxikologickymi testy

Prosttednictvim testll ekotoxicity byly testovany vzorky vody odebrané za jednotlivymi stupni apravy
vody, jak je uvedeno v kapitole 3.1. Jejich specifikaci a oznaceni uvadi tabulka 9. Byla zvolena baterie
testd, ktera zahrnovala organismy ze vSech trofickych trovni (producenti, konzumenti, destruenti).
Piedstavitelem producentl pro vodni prostiedi je organismus L. minor, zastupcem konzumentu je korys
T. platyurus a reprezentantem destruentti je luminiscenéni bakterie V. fischeri.

3.2.2.1 Test inhibice riistu na akvatické rostliné Lemna minor
Priprava iedici vody

Zasobni roztoky na pripravu fedici vody neboli modifikovaného Steinbergova média pro akvatickou
rostlinu L. minor jsou skladovany v lednici, jejich specifikace je uvedena v tabulce €. 6. Pro piipravu 1 |
fedici vody se davkuje do 1 1 odmérné batiky ze zasobnich roztoki makroslozek 20 ml a po 1 ml ze
zasobnich roztokti mikroslozek. Odmérna banka je poté doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Provedenti testu a jeho podminky

Test byl proveden v souladu s metodikou ISO 20079, viz Kkapitola 2.4.1.2. Kontrolni testy byly
realizovany ve tiech paralelnich stanovenich. Kontrolni test obsahoval 50 ml Zivného média neboli
fedici vody ve 150 ml kadince, kam bylo pieneseno 9 listkli okiehku. Objem jednotlivych vzorku
testované vody byl rovnéz 50 ml, pocet listki okiehku byl ve v§ech kadinkach shodny s kontrolou. Pro
posouzeni, zda efekty na testovacich organismech nejsou ovlivnény nedostatkem Zivin v testované vode,
byl nasazen i dalsi test. V tomto piipadé byly vzorky vody obohaceny roztoky makro a mikroslozek ve
stejném mnozstvi, jak je vyzadovano pro pfipravu zivného media. VSechny kadinky s nasazenymi
vzorky byly prikryty plastovymi Petriho miskami, aby nedochazelo k odpatfovani vzorku. Nasazené
testy byly umistény do akvaria pod svételny zdroj, ktery zajistoval kontinualni osvétleni s intenzitou
6 500 — 10 000 Lux. Test byl vyhodnocen po 168 hodinach. Podminky testu uvadi nasledujici tabulka.

Tabulka 10: Podminky testu inhibice ristu na akvatické rostling

Testovaci organismus L. minor

Sledovana odezva Inhibice rustu, chloroza, nekrdza
Podminky testu Inkubace za svétla pii 6500 - 10000 Lux
Teplota 23+2°C

Objem testovaného roztoku 50 ml

Doba expozice 168 hod

Paralelni stanoveni 2 (kontrola 3)

Pocet listkii na testovany objem 9
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Kontrola - zadatek testu
(nasazeno 9 listki)

Obrdzek 19: L. minor - priibéh testovani
Platnost testu

Vysledky lze povazovat za platné, pokud prumérny pocet listka v kontrole vzrostl po 168 hodinovém
testovani na sedminasobek nasazenych listkii na zac¢atku testu. Zarovei se vysledky povazuji za platné,
pokud nedoslo ke zméné pH v kontrolnim vzorku o vice nez 1,5 jednotky. V laboratofi byly ve stejném
Case provadény testy na standardu dichromanu draselném, které spliiovaly podminky validity testl.

Vztahy pro vypocet riistové rychlosti
Vztah pro vypocet ristové rychlosti neboli vyhodnoceni testu podle poctu listkd:

Inx, —Inx
r:#
t

: @)

kde r je ristova rychlost za den,
X1 je pocet listkti na zacatku testu,
X2 je pocet listkii na konci testu,
t je doba trvani testu.

Pro kazdou zkousSenou koncentraci se vypocte inhibice, popf. stimulace rustové rychlosti
v procentech podle rovnice:

| =%~ 400, @)
I

c

kde I, je inhibice primérnych specifickych ristovych rychlosti v procentech (%), je-li I, < 0, jedna se o
stimulaci rGstu,
re je prumérna specificka rastova rychlost kontroly,
I je prumérna specificka ristova rychlost vzorkd nebo jejich fedéni.

Na vyhodnoceni testu a uréeni orienta¢ni hodnoty IC50 se vynese do grafu zavislost inhibice ristu
v procentech na logaritmu koncentrace vzorku. Z rovnice regresni ptimKy je mozno zminénou hodnotu
vypocitat. V nasem ptipadée, kdy u nefedénych vzorki nebylo dosahovano ani 50% inhibice riistu vici
kontrole, bylo porovnani efektii jednotlivych vzorkll provedeno prostfednictvim vypoctené hodnoty
inhibice v %.
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3.2.2.2 Test akutni toxicity na organismu Thamnocephalus platyurus
Piiprava fedici vody

Soudasti baleni Thamnotoxkit F™ jsou i zasobni roztoky soli (NaHCOs, CaSO4, MgSO4 a KCI) pro
ptipravu 1 1 fedici vody. Do 1 | odmérné barky se nalije cca 800 ml destilované vody. Zasobni roztoky
se kvantitativné pfevedou do odmérné batiky a doplni se po rysku destilovanou vodou. Pfed pouzitim
fedici vody je nutné ji asi 15 min provzdusiovat.

Provedeni testu a jeho podminky

Test byl proveden v souladu s metodikou ISO 14380, viz kapitola 2.4.1.1 a podle standardniho
operaéniho postupu testu Thamnotoxkit F™. 24 hodin pied nasazenim testu bylo nutné vylihnuti
testovacich organismi z cyst. Do ampulky s cystami byl pfidan 1 ml zfedéné fedici vody, ktera byla
pfipravena smichanim 2,5 ml fedici vody s 17,5 ml destilovanou vodou. Nésledné musela byt ampulka
30 minut protfepavana. Organismy byly pieneseny na Petriho misku, v niz byl nality zbytek zfedéné
fedici vody, a miska byla umisténa na 24 hodin pfi teploté 25 °C do akvaria s osvétlenim 4000 Lux. Na
vykonani testu byla pouzita testovaci desticka. VSechny testy byly realizovany ve tfech paralelnich
stanovenich. Nejprve byly vzdy organismy pieneseny do ,,rozplavovaci® komuarky a odtud teprve do
testovacich komirek. Kontrolni test byl realizovan pfiddnim 1 ml fedici vody do testovaci komirky a
prenesenim 10 Zivych organismu T. platyurus. Stejnym zpusobem byly nasazeny i testované vzorky
(1 ml vzorku + 10 Zivych organismi). Po nasazeni testu byla testovaci desticka ptekryta parafilmem a
vi¢kem, a nakonec byla umisténa do inkubatoru bez osvétleni o teploté 25 °C po dobu 24 hodin. Po
uplynulé dobé byl odecteny pocet mrtvych organismda.

Tabulka 11: Podminky testu na korysi T. platyurus

Testovaci organismus T. platyurus
Sledovana odezva Mortalita
Podminky testu Inkubace ve tmé
Teplota 25°C

Objem testovaného roztoku 1ml

Doba expozice 24 hod

Paralelni stanoveni 3

Pocet jedinct na testovany objem 10

Platnost testu

Test na organismu T. platyurus se povazuje za platny, pokud je splnéna podminka, Ze mortalita
kontrolniho vzorku neptesahuje 10 %. V laboratoii byly ve stejném Case provadény testy s referen¢ni
latkou dichromanem draselnym, které spliiovaly podminky validity testii. Podminky stanovuje norma
CSN ISO 14380, dle které se hodnota 24hL.C50 musi pohybovat v rozmezi od 0,052 do 0,148 mg-I™.
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Obrazek 20: Testovaci desticka s nasazenymi organismy T. platyurus

Vztahy pro vypocet mortality a hodnoty LC50

Pocet mrtvych a imobilizovanych jedincti se vypocitda pro kazdou koncentraci a vyjadii se
Vv procentudlnich hodnotéch podle vztahu:

X
M =—-100, 3)
y
kde M je mortalita jedincd vyjadiena v procentech (%),
X je primérna umrtnost vSech jedincti v testovaném vzorku,
y je 100 % tmrtnost (10 jedinci).

Na vyhodnoceni testu a uréeni hodnoty LC50 jsou ziskané hodnoty mortality pfevedeny na probitové
hodnoty. Nasledné je do grafu vynesena zavislost probitovych hodnot na logaritmu koncentrace vzorku.
Z rovnice regresni ptimky se vypoéita hodnota LC50. V piipadé, kdy nebyla hodnota LC50 pogitana,
bylo porovnani efekti vzorki provedeno prostfednictvim vypoctenych procentudlnich mortalit u
nefedénych vzorka.

3.2.2.3 Test bioluminiscence na bakterii Vibrio fischeri
Provedeni testu a jeho podminky

Test byl proveden v souladu s metodikou 1ISO 11348, viz kapitola 2.4.1.3. K méfeni intenzity
bioluminiscence bakterii se vyuziva pfistroj zvany luminometr. Po pfidani testované latky dochazi ke
zmeéné intenzity svétla, ze které 1ze vypocitat toxicky ucinek testovaného vzorku. K méteni byly pouzity
sklenéné kyvety, do kterych byly ptidany testované vzorky temperované na teplotu 15 + 1 °C. Testované
vzorky byly inkubovany 15 a 30 minut. Jako blank a zaroven fedici voda slouzil 2% roztok chloridu
sodného. Testované vzorky byly rovnéz obohaceny chloridem sodnym, tak aby koncentrace NaCl byla
2%. Hodnotu pH nebylo nutné upravovat, jelikoz se pohybovala v daném rozmezi od 6 do 8,5.
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Po vyjmuti ampulky s luminiscen¢nimi bakteriemi z mrazaku, byla ampulka ponofena do vodni 1azné
na cca2 minuty a nasledné k nim bylo napipetovovano 0,5 ml rozmrazeného vytemperovaného
reaktivacniho roztoku. Takto pfipravena ampulka byla na 15 minut umisténa do termobloku, kde se po
tuto dobu nechala temperovat. Obsah ampulky s luminiscenénimi bakteriemi byl ptelit ke zbytku
reaktivacniho roztoku a vzniklou suspenzi bylo nutné jemnym ttepanim homogenizovat. Do vSech kyvet
bylo napipetovano 0,5 ml zasobni suspenze bakterii a doslo k postupnému zméteni pocatecni intenzity
limuniscence bakterii. Neprodlené po méteni bylo k této suspenzi napipetovano 0,5 ml vzorku. Méteni
intenzity bioluminiscence v kyvetach bylo provedeno v intervalech 20 sekund. Po uplynuti inkuba¢niho
¢asu (15 a 30 minut) bylo nezbytné op&t zméfit intenzitu bioluminiscence vSech vzorkd. Nakonec byly
na displeji piistroje odecteny hodnoty inhibice po 15 a 30 minutach.

Tabulka 12: Podminky testu toxicity na bakteriich V. fischeri

Testovaci organismus V. fischeri

Sledovana odezva Pokles bioluminiscence

Podminky testu

Teplota 15+£1°C

Objem testovaného roztoku 1 ml (0,5 ml zasobni suspenze + 0,5 ml vzorku)
Doba expozice 15a30 min

Paralelni stanoveni 2

Platnost testu

Kritérii, ktera je nutné splnit, aby byl test na bakterii V. fischeri povazovany za platny, je vice. Prvnim
z nich je, ze hodnota korekéniho faktoru fi je pro 15 i 30 minutovou expozici v rozsahu hodnot 0,6 az
1,8. Dal8imi kritérii jsou paralelni stanoveni pro kontroly, ktera se od svych pramérti nesmi odchylovat
o vice jak 3 % a zaroven paralelni stanoveni vzorku, pro ktera plati, Ze odchylky od jejich priméru
Vv procentualnich bodech jsou maximalné 3 % body. Podle dodané Sarze bakterii vyvolavaji uvedené
referencni latky, zkousené paralelné s kazdou ampulkou pfipravené bakterialni suspenze, po 30 min
expozici inhibici v rozsahu 20 — 80 %:

e 34mgl? 3,5-dichlérfenol
e 22mgl? Zn" — ekvivalentni 9,67 mg-1"* ZnSO4-7 H,0
e 187mgl? CrV! — ekvivalentni 52,9 mg-1"* KoCr,0;

Jako standard lze pouzit 7,5% roztok NaCl, ktery ma vyvolavat po 30 minutové expozici inhibici
v rozsahu 40 — 60 % [64].

Vztahy pro vypocet
Podle uvedené normy je zapotiebi vypocitat hodnoty:

e korekéniho faktoru fi,

e korigované hodnoty intenzity luminiscence I,

e inhibi¢niho uéinku H;,

e podilu ztraceného zafeni k mnozstvi zbytkového zafeni /3.
Rovnéz je nutné uréit hodnotu LIDy, definovanou jako nejvys$si neuéinné fedéni (z angl. lowest
ineffective dilution). Touto hodnotou je minéno fedéni nejkoncentrovanéjsiho testovaného roztoku
vzorku, pii kterém inhibi¢ni G&inek nepiesahuje 20 %. Redéni je vyjadiené jako reciproka hodnota
objemového podilu vzorku vody v testovaném roztoku.
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Vztah pro vypocet korekéniho faktoru:
|
fo—k )
I

kde f« je korekéni faktor pii expozici 5, 15 nebo 30 min,
I je intenzita luminiscence kontrolniho vzorku po expozici 5, 15 nebo 30 min v relativnich
jednotkéch luminiscence,
lo je intenzita luminiscence kontrolni zkuSebni suspenze bezprostiedné pied piidanim fedici vody,
v relativnich jednotkach luminiscence.

Vztah pro vypocet korigované hodnoty intenzity luminiscence l:
=1, f, (5)

kde 1 je korigovana hodnota lo pro kyvety s testovanym vzorkem bezprostfedné pied pifidanim
testovaného vzorku,
lo je intenzita luminiscence suspenze testovaného vzorku bezprostfedné ptred ptidanim vzorku,
v relativnich jednotkach luminiscence,

f,. je pramér hodnot fi.
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3.3 Vysledky ekotoxikologického posouzeni
3.3.1 Vysledky inhibice ristu oki‘ehku (Lemna minor)

Vzorky povrchové vody a rovnéz i vody po Upravé na vSech technologickych stupnich vykazuji
toxické ucinky na testovaci organismus. Oznaceni a popis technologickych stupnitt uvadi tabulka ¢. 9.
Nejmensi inhibice rastu 17 % byla pozorovana u druhého technologického stupné, tj. za ozonizaci.
Ostatni stupné Gpravy véetné vzorku povrchové vody vykazuji vyssi inhibici, a to od 35 do 45 %.
U technologickych stupnii 3, 4, 5 a 6 se objevila nekroza listk okiehku.

45 a4
39
38
35
17 I |
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Graf 1: Vysledky testu inhibice riistu na rostliné L. minor vSech odebranych vzorkii bez pridavku Zivin

Kwvili ovéfeni, jakou ulohu v negativnim ptisobeni na L. minor hraje piipadny nedostatek Zivin u
testovanych vzorki, byly ke vS§em vzorkiim piidany Ziviny dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2.1.
Nejmensi inhibice byla v tomto pfipadé pozorovana zejména u povrchové vody (7) ato 20 %, dale jesté
u vzorku vody po piskové filtraci (1). Nizka inhibice byla i u Sestého stupné, tj. po nadavkovani
chemikalii za akumulaci, kde dochazi k del§imu zdrzeni chemikalii v potrubi (asi 2 hodiny), po némz
vytéka uz pitna voda ptimo z kohoutku. U ostatnich stupii byla inhibice okolo 41 —53 % oproti
kontrole. Vyse uvedené skute¢nosti demonstruje graf ¢. 2. U vzorku &islo 1, 3, 5 a 6, véetné vzorku
povrchové vody (7) po pfidani Zivin se objevila chloroza listki okiehku.
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Graf 2: Vysledky testu inhibice riistu na rostliné L. minor vSech odebranych vzorkii po pridani Zivin

Pro vzorky pfitoku (7) a odtoku (6) bylo aplikovano testovani 100% a 50% koncentrace odebrané
vody, a to vody jako takové, a navic po pfidani zivin k testovanym vzorkiim. Ristova rychlost se témer
u vSech vzorka pfi 50% koncentraci bliZila ristové rychlosti v kontrole. U vzork ptitoku povrchové
vody s pfidanymi zivinami dokonce dochazelo ke stimulaci rustu. U vSech vzorkt po pfidani zivin se
vSak objevovala chloréza. Vysledky uvadi tabulka 13.

Tabulka 13: Vysledky testu vody na pfitoku a odtoku z Gpravny pitné vody na rostliné L. minor

Primérny pocet . , Inhibice
Koncentrace o . Ristova . ,
Vzorek itné vody (%) listk® na konci rvehlost r rustové
itné v .
P vz testu 4 rychlosti I, (%)
Kontrola - 93,5 0,0139 -
L 100 35,0 0,0081 42,13
6. - bez Zivin
50 72,5 0,0123 11,41
o ) 100 47,0 0,0097 30,37
6. - s zivinami
50 62,0 0,0115 17,55
L 100 52,0 0,0104 25,35
7. - bez Zivin
50 81,5 0,0131 5,96
o ) 100 71,0 0,0123 11,86
7. - s zivinami
50 95,0 0,0140 -0,63

Pozn.: Uvedené zaporné hodnoty znamenaji Stimulaci ristu
3.3.2 Vysledky testu na organismu Thamnocephalus platyurus

Testy na organismu T. platyurus vykazovaly vyznamnou toxicitu vzorkll zejména u technologickych
stupiiti 5 a 6, kde dochazi k davkovani chemikalii, viz graf 3 a 4. Ostatni stupné pfi testovani 1. a 2. série
vzorkll toxicitu nevykazovaly, objevila se mortalita jen u vody po filtraci pfes granulované aktivni
uhli (3), graf 3. Pfi pilotnim testovani (1. série) byly odebrany jen vzorky z technologickych stuptiti
upravy bez vzorku vstupni povrchové vody, pro prvni orienta¢ni posouzeni vysledk.
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Graf 3: Prvni série — procentudlni mortalita organismii T. platyurus v jednotlivych technologickych stupnich
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Graf 4: Druha série - procentudlni mortalita organismii T. platyurus v jednotlivych technologickych stupnich

Tieti série testovani vykazovala cCasteéné odliSny trend Vv projevu mortality pii uréitych
technologickych stupnich. Z uvedeného je mozné usuzovat, ze na vstupu byla zhorSend kvalita vody,
coz se projevuje dale i v celém technologickém procesu.
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Graf 5: Treti série — procentudlni mortalita organismii T. platyurus v jednotlivych technologickych stupnich

Paralelné pifi druhé a tfeti sérii testovani bylo uskutecnéno testovani natedéné odtékajici pitné
vody (6). Tato voda — nefedéna, vykazovala 100% mortalitu, proto byla nasledné testovana
prostfednictvim koncentraéni fady (100; 50; 25; 12,5; 6,25), za G¢elem vypoctu ekotoxikologické
hodnoty LC. Hodnota 24 h LC50 vody na odtoku (6) pfi druhé sérii byla stanovena na 99,8 % a hodnota
24 h LC20 na 39 %. U ftfeti série jsou stanovené hodnoty na odtoku pfi stupni 6 vy$si. Hodnota LC50
byla uréena na 99,6 % a hodnota LC20 na 71 %. Z téchto vysledku lze ptepokladat jiz dfive zminénou
zhorsenou kvalitu vody u realizovanych odbéru.

Tabulka 14: Vysledky druhé série stanoveni mortality na odtoku (6) na organismu T. platyurus

Koncentrace ¢ (%) | logc | Mortalita (%) | Probity
100,00 2,00 100,00 7,878
50,00 1,70 100,00 7,878
25,00 1,40 63,33 5,332
12,50 1,10 3,33 3,188
6,25 0,80 3,33 3,188

Tabulka 15: Vysledky tieti série stanoveni mortality na odtoku (6) na organismu T. platyurus

Koncentrace ¢ (%) logc Mortalita (%) | Probity
100,00 2,00 100 7,878
50,00 1,70 100 7,878
25,00 1,40 86,67 6,126
12,50 1,10 13,33 3,874
6,25 0,80 3,33 3,188

3.3.3 Vysledky bakterialnich testi inhibice bioluminiscence

Bakterialni bioluminiscenc¢ni testy toxicity provedené na organismu V. fischeri nelze povazovat za
platné vzhledem k nesplnéni kritérii pro jejich platnost. Vypocitané korek¢ni faktory splituji podminku
hodnot v rozsahu 0,6 az 1,8 pro 15 a 30 minutovou expozici. AvSak inhibice vyvolana standardni latkou
nebyla ve stanoveném rozsahu hodnot. Vysledky je mozno povazovat pouze za orientacni.
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Tabulka 16: Korek¢ni faktory 1. testovani na organismu V. fischeri

kontrola ¢. lo l15 l30 fuiis fktlS fieso fkt30
1 261,9 1915 207,7 0,73 0,79
0,68 0,86
2 219,1 137,3 204,2 0,63 0,93

Tabulka 17: Korek¢ni faktory 2. testovani na organismu V. fischeri

kontrola ¢. lo l15 I3 fits fkt 15 furzo fkt30
1 621,3 625,8 638,2 1,01 1,03
1,08 1,02
2 604,4 694,1 613,1 1,15 1,01

Nejvetsi inhibicni ucinek se projevil u surové vody. VysSi toxicita se projevila i u ctvrtého
technologického stupné (za granulovanym aktivnim uhlim). U ostatnich separacnich stupniii byla
inhibice bakterii nevyznamna. Po nadavkovani chemikalii se objevila dokonce stimulace bakterialni

suspenze.
Tabulka 18: Vysledky test na bakteriich V. fischeri

vzorek ¢. 1. test lis 1. test Iz 2. test lis 2. test lao

7,5% NacCl 3,92% 15,74% -6,23% 3,73%
1 -4,03% -2,47% -2,42% 9,27%
2 -2,06% 0,84% 0,78% 9,22%
3 3,69% 6,04% 2,66% 10,91%
4 15,83% 12,27% 1,58% 10,71%
5 2,53% -3,37% 0,76% 4,87%
6 -3,94% -23,88% -2,14% 5,47%
7 14,73% 8,12% 42,83% 48,17%

W 1. testovani M 2.testovani
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Graf 6: Inhibice po 15 minutové expozici bakterii V. fischeri v jednotlivych technologickych stupnich
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Graf 7: Inhibice po 30 minutové expozici bakterii V. fischeri v jednotlivych technologickych stupnich
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3.4 Diskuze vysledkii ekotoxikologického posouzeni

Pro ekotoxikologickou ¢ast byly vyuzity akvatické testy na tiech riznych testovacich organismech,
kazdy zjiné trofické urovné. Testy byly provedené na vzorcich surové vody a na vzorcich vod
odebranych po kazdém technologickém stupni. V ramci technologické linky upravny pitné vody byly
posuzovany tyto metody: piskova filtrace (1), ozonizace (2), filtrace pies granulované aktivni uhli (3),
UV zafeni (4) a chlorovani (5 a 6). Porovnani efektti jednotlivych vzorkd bylo provedeno
prostfednictvim vypoétené hodnoty inhibice (rustu, luminiscence) nebo mortality v %. Vzorky vod, u
kterych dochazelo k vyraznéjSi mortalité ¢i inhibici, byly ndsledné podrobeny natedéni na nizsi
koncentrace. Vysledky téchto testovani na organismu T. platyurus uvadi tabulka 19 prostfednictvim
vyjadienych hodnot LC50 a LC20. Bioluminiscen¢ni testy na bakteriich V. fischeri byly vyhodnoceny
sloupcovymi grafy, avSak vzhledem k nesplnéni podminek pro platnost testu, 1ze tyto hodnoty povazovat
pouze za orientacni.

Na zaklad¢ ziskanych vysledku lze fici, Ze toxicky ucinek pitnych vod na organismus T. platyurus
byl vyraznéjsi nez ucinek na rostlinu L. minor. VVoda na piitoku s pfidavkem Zivin vykazovala u vodni
rostliny oproti kontrole nejnizsi inhibici (graf 9). Pii testech vzorkt bez pfidani zivin se nejnizsi inhibice
rustu objevila u vody odebrané po ozonizaci (graf 8). Pti testovani 50% surové vody s ptidavkem Zivin
se dokonce objevila stimulace ristu, jak bylo uvedeno v tabulce 13. U vétsiny vzorku se po piidani Zivin
objevovala chloroza listki okiehku, zatimco u vzorku bez ptidani zivin se objevovala nekroza listkl
okiehku. Z vysledkt 1ze usuzovat, Ze ekotoxicita pitné vody V jednotlivych stupnich upravy je pro vodni
rostlinu pfili§ vysoka a jejimu rustu nejvice prospiva voda na piitoku s piidavkem Zivin, jak je patrné
z grafu 9.

B Prdmérny pocet listkd B Pocet nekrotickych listkl
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Graf 8: Zndzornéni poctu nekrotickych listkii oproti priomérnému poctu listkii Ve vzorku bez pridani Zivin
Vv jednotlivych technologickych stupnich
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Graf 9: Znazornéni poctu listkii zasazenych chlorézou oproti primérnému poctu listkii ve vzorku po pridani Zivin
Vv jednotlivych technologickych stupnich

U organismu T. platyurus byla pti vyhodnocovani vysledkd vyuzita probitova analyza. Metoda
spociva v prevedeni imrtnosti na probitové hodnoty Vv zavislosti na logaritmech koncentraci. Vysledky
pak vykazuji veét$i linearitu a vice kopiruji umrtnostni ktivku. Ziskané wvysledky potvrzuji
predpokladanou umrtnost organismi po nadavkovani chemikalii, viz grafy uvedené ve vysledcich
v kapitole 3.3.2. Pro hygienické zabezpeceni pitné vody je chlorovani (5 a 6) nejcast&js$im zptisobem
upravy. Vedlej§i produkty chlorovani a vznik Skodlivych produktti desinfekce jsou prozkoumany
nejvice. Z vysledkl 1ze usuzovat vznik skodlivych chlorovanych vedlejsich produktu a jejich vliv na
mortalitu organismu T. platyurus. Skodlivé vedlejsi produkty desinfekce jsou blize popsany v kapitolach
vénujicich se jednotlivym technologickym procesiim a shrnuty v tabulce 5. Chlorace je ekonomicky
vhodnym feSenim desinfekce pitné vody, které je nezbytné k zabranéni nahodné sekundarni
kontaminace. Divodem dodate¢ného pfidavani chloru je jeho spotieba v priabéhu distribuce vody, kdy
chlor reaguje se sténami potrubi, dal§imi latkami i nezddoucimi mikroorganismy. U tieti série stanoveni
mortality organismu T. platyurus (graf 5) lze z vysledka pifedpokladat zhorSenou kvalitu vstupni surové
vody a tim ovlivnéni mortality v rAmci celé technologické linky. Umrtnost se pii této sérii vyznamné
zvysila a surova voda (7) vykazovala az 85% inhibici. Nejnizsi inhibice se projevila u vzork vody
odebrané po ozonizaci (2). ZhorSenou kvalitu pitné vody dokazuji i vypocitané hodnoty 24hL.C20 na
odtoku z upravny pitné vody, které uvadi tabulka ¢. 19, kde se tato hodnota zvysila o 32 %. Vzhledem
K tomu, ze zhorSenou kvalitu surové vody neslo predpokladat pfedem, hodnoceni toxicity pii nizsich
koncentracich bylo provedeno pouze u odebranych vzorkli na odtoku. Ziskané vysledky vsech
provedenych testi na organismu T. platyurus vykazuji velmi podobny trend, kdyZ spolu se zhorsujici se
kvalitou vstupni surové vody mortalita jedincii v ramci celé technologické linky vzrista.

Tabulka 19: Vysledky stanovenych hodnot LC50 a LC20 u organismu T. platyurus

Thamnocephalus platyurus LC50 (%) LC20 (%)
odtok (2. série) 99,80 39,00
odtok (3. série) 99,60 71,00

Vysledky provedenych testd na bakteriich V. fischeri nelze povaZovat za platné vhledem k nesplnéni
podminek jejich validity. U zminénych vysledka pfesto 1ze vypozorovat urcity trend, a to ze nejvyssi
toxicitu vykazovala surova voda. U nékterych technologickych stupiiti je viditelna i stimulace bakterii.
Pro objektivitu a korektnost vysledkid je nutné testy na bakteriich v budoucnu zopakovat, ziskané
vysledky lze povazovat pouze za predbézné.
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Porovnani vysledkl s odbornou literaturou je problematické, s ohledem na skute¢nost, Ze v soucasné
dobé neni k dispozici dostate¢né mnozstvi vyzkumi, které by se veénovaly ekotoxikologickému
posuzovani pitnych vod z hlediska jednotlivych stupiiti jejich Gpravy.

Lze zminit studii, kterd se zabyvala detekci hormont v povrchové a pitné vod¢ v Brazilii a
ekotoxikologickym posouzenim organismem Daphnia magna. Korys D. magna je méné citlivy
organismus ve srovnani s T. platyurus. Vysledky studie potvrdily ptfitomnost hormond v povrchovych
vodach ve vysokych koncentracich. Avsak testy ekotoxikologie zddnou akutni toxicitu ve zkoumanych
koncentracich neprokazaly. Vysledky vSak neznamenaji, Ze slouceniny nepiedstavuji nebezpeci pro
zivotni prostredi [65].

Nicméné studie provedena vyzkumnym centrem v Kanad¢ posuzovala sedm rtiznych vzorki pitnych
vod. Vzorky byly testovany na organismech Daphnia magna, Hydra attenuata a Lactuca sativa. Ctyfi
z nich vykazovaly toxicitu alespoil V jednom z pouZitych testli ekotoxicity, ¢imz dosli k zavérim, Ze ne
ve vSech piipadech jsou technologické procesy schopné odstranit toxické kontaminujici latky [66].
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3.5 Analyza hormoni
3.5.1 Chemikalie a pristroje

Pro tcely diplomové prace bylo pouzivano bézné laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce, sklenéné
pipety, automatické pipety, odmérné banky riiznych velikosti, vialky ...).

Pouzivané chemikalie pro screeningovou analyzu

Deionizovana voda (Milli-Q)

Acetonitril — CAS: 75-05-8, ¢istota 99 % (Sigma-Aldrich, Francie)
Methanol — CAS: 67-56-1, Cistota > 99,9 % (Sigma-Aldrich, 1zrael)
Ethylacetat — CAS: 141-78-6, ¢istota > 99,7 % (Sigma-Aldrich, 1zrael)
n-Hexan — CAS: 110-54-3, g&istota > 97 % (Sigma-Aldrich, Spanélsko)

Standardy

Estron — CAS: 53-16-7, ¢istota 99,3 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

Estriol — CAS: 50-27-1, Cistota 99,3 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

B-Estradiol — CAS: 50-28-2, ¢istota > 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
17a-Ethinylestradiol — CAS: 57-63-6, ¢istota 99,4 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Diethylstilbestrol — CAS: 56-53-1, ¢istota 99,9 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Progesteron — CAS: 57-83-0, ¢istota 99,8 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Mestranol — CAS: 72-33-3, ¢istota 99,2 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Norethindron — CAS: 68-22-4, ¢istota 99,6 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

Zarizeni pro pripravu a extrakci vzorkii

Analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko

SPE kolonky Supelco, Supelclean ENVI-18, 500 mg, 6 ml, USA
Piistroj EVATERM pro suSeni pod dusikem, LABICOM s.r.0., CR
Filtry PTFE 13 mm; 0,45 um; pk/100, LABICOM s.r.0., CR

Filtry Nylon 4 mm; 0,2 um; pk/100, SMI-LabHut Ltd., UK

Pristroje pro screeningovou analyzu

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, USA)
Hmotnostni spektrometr Agilent 6320 Series lon Trap LC/MS (Agilent Technologies, USA)
Kolona Ascentis Express C18, délka 150 mm, primér 2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 um + ptedkolona
(Supelco)
3.5.2 Sledované analyty v pitné vodé

Sledované analyty ve vzorcich pitné vody byly shodné se sledovanymi analyty v diplomové praci
Ing. Martiny Remerové. NiZe vyjmenované analyty patii mezi ¢asté polutanty vyskytujici se v pitnych
vodach. Tabulka ¢. 20 popisuje zékladni identifikaci téchto latek, jejich nazev, CAS Ccislo (registracni

¢islo, pod nimz jsou chemické latky registrovany a popsany v databazi Chemical Abstract Service),
sumarni a strukturni vzorec, molekulovou hmotnost a jejich vlastnosti.

Tabulka 20: Zékladni informace o sledovanych analytech a jejich vlastnosti [67]

Nézev Estron
CAS 53-16-7
Sumarni a strukturni vzorec C1sH220,
Molekulova hmotnost 270,366

Estron je estrogenni hormon produkovany vajecniky a podkoznim
Vlastnosti tukovym vazivem, Spatné rozpustny ve vod€, mirné rozpustny

Vv organickych rozpoustédlech.
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Nazev
CAS
Sumarni a strukturni vzorec

Molekulova hmotnost

Estriol
50-27-1
CisH2403
288,381

HO

Estriol se tvofi v placenté, ve vod¢ je témét nerozpustny, dobie

Vlastnosti
rozpustny v organickych rozpoustédlech.
Nazev B-Estradiol
CAS 50-28-2
Sumarni a strukturni vzorec C18H2402
Molekulova hmotnost 272,382

B-Estradiol je estrogenni hormon, ktery je produkovan ve vajecnicich,

Vlastnosti placenté, varlatech a pfipadné v kiafe nadledvin, ve vodé S$patné
rozpustny, rozpustny v organickych rozpoustédlech.

Nazev 17a-Ethinylestradiol e

CAS 57-63-6 ‘\

Sumarni a strukturni vzorec C20H240,

Molekulova hmotnost 296,403 "o

170-Ethinylestradiol je hormon, ktery se pouziva piedev§im k vyrobé

Vlastnosti hormonalni antikoncepce, ve vodé Spatné rozpustny, dobfe rozpustny
Vv organickych rozpoustédlech.

Nazev Diethylstilbestrol %

CAS 56-53-1 go

Sumarni a strukturni vzorec C18H2002 y )

Molekulova hmotnost 268,350 )

Diethylstilbestrol je synteticky nesteroidni estrogen, nerozpustny

Vlastnosti
ve vode, rozpustny v alkoholu, etheru, chloroformu nebo v oleji.
Nézev Progesteron
CAS 57-83-0
Sumarni a strukturni vzorec Ca1H3002
Molekulova hmotnost 314,462

Progesteron je steroidni hormon zapojeny do Zenského menstrua¢niho

Vlastnosti cyklu, téhotenstvi a embryogeneze, nerozpustny ve vodé, rozpustny
napf. v ethanolu.

Nazev Mestranol

CAS 72-33-3

Sumarni a strukturni vzorec C21H2602

Molekulova hmotnost 310,430

Vlastnosti

Mestranol je synteticky hormon, jako jeden z prvnich pouzivan
v antikoncepci, ve vodé prakticky nerozpustny, rozpustny v ethanolu,
etheru, chloroformu, acetonu.
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Nazev Norethindron

CAS 68-22-4
Sumarni a strukturni vzorec C20H2602
Molekulova hmotnost 298,419

Vlastnosti Norethindron se pouziva jako nahrada progesteronu, mirné rozpustny
ve vod¢ a v alkoholu, rozpustny v chloroformu a dioxanu.

3.5.3 Priprava standardii, modelového vzorku a izolace analyti

Pied piipravou standardi bylo nutné si jesté ptipravit zasobni roztok acetonitrilu s vodou v poméru
6:4. Do 100 ml odmérné banky bylo napipetovano 60 ml acetonitrilu a banika byla doplnéna po rysku
destilovanou (Milli Q) vodou. Nasledn¢ mohly byt pfipraveny zasobni roztoky hormonti o koncentraci
1 mg'ml™. Na analytickych vahach bylo navazeno 10 mg standardu a ten byl nasledn& kvantitativng
preveden do 10 ml odmérné banky, ktera byla doplnéna zasobnim roztokem acetonitrilu s vodou po
rysku. Posléze byl piipraven pracovni roztok vSech standardli o koncentraci 3 pg-mlt. Do 10 mi
odmérné banky bylo ptidano 30 pl kazdého z osmi zasobnich roztokli hormont a baiika byla doplnéna
smesi acetonitrilu s vodou po rysku. Néslednym fedénim byla ptipravena koncentracni fada pro
kalibraci, ktera je uvedena v tabulce ¢. 21.

Tabulka 21: Koncentraéni fada pro kalibraci

Roztok ¢&. Koncentrace v pg-ml*
3,000
1,200
0,300
0,030
0,009

g B~ W DN -

Modelovy vzorek byl pfipraven smichanim 1 ml pracovniho roztoku vsech standardti o koncentraci
3 ugml? s 200 ml destilované (Milli Q) vody. Takto pfipravenad modelova smés a déle i vSechny
odebrané vzorky byly pro izolaci analytd podrobeny SPE extrakci. Metoda SPE byla provedena
v nasledujicich krocich, které uvadi tabulka ¢. 22.

Tabulka 22: Podminky SPE extrakce

Kroky Mnozstvi chemikalie
5 ml n-hexan
. 5 ml ethylacetat
Kondicionace kolonky
5 ml methanol
10 ml Milli Q vody
Aplikace vzorku 1000 ml pitna voda
Suseni 20 min vzduch
Eluce analytu 6 ml smé&s ethylacetat - methanolu (5:1)
Rozpusténi analyti 0,2 ml methanol

K extrakci metodou SPE byly vyuzity kolonky Supelclean ENVI-18, 500 mg, 6 ml (Supelco).
Kolonka byla promyta postupné v§emi rozpoustédly bez toho, aby doslo k vyschnuti kolonky. Piebytek
rozpoustédla byl vyprazdnén promytim destilovanou vodou. Dal§im krokem byla aplikace vzorku o
objemu 1000 ml a nasledovalo 20-minutové suseni kolonky proudem vzduchu. Zasadnim krokem byla
eluce analyti smési rozpoustédel o objemu 6 ml a vznikly eluat byl jiman do vialky. Eluat byl odpafen
pod dusikem a potom rozpus$tén v 0,2 ml methanolu. VSechny pfipravené vzorky bylo nutné jesté pred
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samotnou analyzou zfiltrovat, nejprve ptes filtry PTFE 13 mm; 0,45 pum a nakonec pies filtry Nylon
4 mm; 0,2 pm.

Obrazek 21: Realizace metody SPE

3.5.4 Analyza a jeji podminky

Analyza modelové smési i vSech pfipravenych realnych vzorkt byla provedena pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Jako iontovy zdroj v hmotnostnim spektrometru
slouzil elektrosprej a jako analyzator sféricka iontova past.

Pro kvantifikaci analyti byla vyuzita metoda externi kalibrace. Pro kazdy analyt byly naméfené
pétibodové kalibracni kiivky. Byly sledovany tyto kvazimolekularni ionty:

Tabulka 23: Sledované ionty

Hormony Sledovany ion Retenéni ¢as Polarita
Estron 269,2 7,6 -
Estriol 287,1 19 -
[-Estradiol 271,1 55 -
17a-Ethinylestradiol 295,2 7,0 -
Diethylstilbestrol 267,1 8,7 -
Progesteron 315,0 12,0 +
Mestranol 333,0 - +
Norethindron 299 6,6 +

Analyty v realnych vzorcich byly identifikovany porovnavanim hmotnostnich spekter standarda
z kalibra¢ni kiivky s hmotnostnimi spektry analyti ve vzorcich. Pro stanoveni byla vybrana kolona
Ascentis Express C18 (délka 150 mm, pramér 2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 pum). Podminky pro analyzu
jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Obrazek 22: Kapalinovy chromatograf (Agilent 1100 Series) s hmotnostnim spektrometrem (Agilent 6320
Series), lon Trap LC/MS (Agilent Technologies, USA)

Tabulka 24: Podminky analyzy

Mobilni faze
Prutok mobilni faze

Gradient mobilni faze
Nastiik

Teplota kolony
Detekéni mod

Doba analyzy
Skenovaci rozsah (m/z)

Milli Q voda:Acetonitril

0,250 ml'min?

0 min (60:40 voda:Acetonitril)

20 min (10:90 voda:Acetonitril)

10 pul

25°C

Pozitivni i negativni

30 min (20 min analyza, 10 min ustaleni tlaku)
50-600u
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3.6 Vysledky analytické ¢asti
3.6.1 Optimalizace podminek screeningové analyzy

Chromatografické podminky analyzy byly pfevzaty z diplomové prace Martiny Remerové. Kolona
pouzita pro analyzu byla Ascentis Express C18, délka 150 mm, pramér 2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 um.
Podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce ¢. 24.

3.6.2 VytéZznost metody extrakce SPE

Metoda SPE a jeji podminky byly piebrany z diplomové prace Martiny Remerové. Jejich spravnost
byla ovéfena pomoci modelového vzorku, ktery byl pfipraven kontaminaci Milli Q vody hormony o
znamé koncentraci. Pro praci byly pouzity SPE kolonky Supelclean ENVI-18, 500 mg, 6 ml (Supelco).
Vytéznost metody byla uspokojiva, pohybovala se v rozmezi od 59 do 102 %.

V ramci optimalizace podminek analyzy a vétSiho zakoncentrovani sledovanych analyt bylo
zvySené mnozstvi prolévaného vzorku ze 400 ml na 1000 ml, a snizené mnozstvi rozpoustédla
K rozpusténi odpatreného eluatu z 1 ml na 200 pl.

Tabulka 25: Vyhodnoceni vytéznosti s modelovym vzorkem

Sledované analyty Vytéznost (%)
Estron 102,21
Estriol 62,99
B-Estradiol 94,00
17a-Ethinylestradiol 75,92
Diethylstilbestrol 59,27
Progesteron 78,19
Norethindron 84,74

3.6.3 Kalibracni zavislosti sledovanych analyti

Kalibra¢ni zavislosti sledovanych hormoni byly vytvofeny pomoci programu Microsoft Excel 2013.
Grafy kalibra¢nich zavislosti jednotlivych hormont jsou uvedeny Vv ptiloze diplomové prace.

Linearni rovnice regrese kalibracni zavislosti estronu je 23,668-10°x. Hodnota koeficientu
determinace R? je 0,9998. Pomoci programu Microsoft Excel 2013 byly vypo¢teny meze detekce a meze

svvr

stanovena na 16,50 ng-1" a mez stanovitelnosti na 55,00 ng-1™.

Kvadraticka rovnice regrese kalibra¢ni zavislosti estriolu je -60,515-10*x? + 20,787-10°%. Hodnota
koeficientu determinace R? je 0,9999. Mez detekce estriolu byla stanovena na 2,70 ng-1* a mez
stanovitelnosti na 9,00 ng-1™.

Kvadraticka rovnice regrese kalibradni zavislosti B-estradiolu je 49,154-10%x? + 47,647-10°x. Hodnota
koeficientu determinace R? je 0,9999. Mez detekce B-estradiolu byla stanovena na 20,77 ng1* a mez
stanovitelnosti na 69,23 ng-1™.

Kvadratickd rovnice regrese kalibrani zavislosti 17a-ethinylestradiolu je 42,552-10%x* +
63,623-10°x. Hodnota koeficientu determinace R? je 0,9999. Mez detekce 17a-ethinylestradiolu byla
stanovena na 28,03 ng-1" a mez stanovitelnosti na 93,43 ng-1™.

Kvadraticka rovnice regrese kalibraéni zavislosti diethylstilbestrolu je -10,925-10%x? + 14,310-107x.
Hodnota koeficientu determinace R? je 0,9996. Mez detekce diethylstilbestrolu byla stanovena na
1,17 ng-1't a mez stanovitelnosti na 3,9 ng-1™.
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Kvadratickd rovnice regrese kalibraéni zavislosti progesteronu je -47,497-10%? + 34,743-10x.
Hodnota koeficientu determinace R? je 0,9991. Mez detekce progesteronu byla stanovena na 38,57 ng:1°
! a mez stanovitelnosti na 128,57 ng-1™.

Kvadraticka rovnice regrese kalibra¢ni zavislosti norethindronu je -44,952-10°x? + 37,966-10'x.
Hodnota koeficientu determinace R? je 0,9952. Mez detekce norethindronu byla stanovena na 54,78 ng1°
! a mez stanovitelnosti na 182,60 ng-1™.

Tabulka 26: Stanovené hodnoty LOD a LOQ u sledovanych analytii

Sledované analyty LOD (ng1?) LOQ (ng1?)
Estron 16,50 55,00
Estriol 2,70 9,00
B-Estradiol 20,77 69,23
17a-Ethinylestradiol 28,03 93,43
Diethylstilbestrol 1,17 3,90
Progesteron 38,57 128,57
Norethindron 54,78 182,60

3.6.4 Stanoveni sledovanych analyti v realnych vzorcich

Odebrané bodové vzorky surové vody a vzorky vod po vsech technologickych stupnich byly
zpracovany metodou SPE a nasledné podrobeny analyze pomoci ptistroje HPLC/MS. Ziskané vysledky
byly vyhodnoceny s pouzitim programu Microsoft Excel 2013.

Tabulka 27: Vysledky screeningové analyzy hormonti v surové vod& a po viech technolog. stupnich v ng-1™*

;j::n Progesteron Norethindron Diethylstilbestrol Estron p-Estradiol 17a-Ethinylestradiol Estriol
1 (1,63) (1,13) (0,49) (1,53) (3,52) <LOD 74,75
2 (0,78) (0,64) <LOD 0,47) (1,59) (19,63) 11,03
3 (1,64) (0,95) (0,55) (1,19) (5,44) (3,46) 11,72
4 (1,98) <LOD (0,75) <LOD (3,35) <LOD 3,11
5 (2,48) (0,23) (0,16) (0,62) (3,30) <LOD 13,44
6 (0,88) (2,81) <LOD (1,61) (4,95) 67,78 5,80
7 <LOD (3,19) <LOD <LOD (12,92) <LOD 5,54

Pozn.: Hodnoty v zavorkach se nachazeji pod mezi detekce

V surové vodé byly detekovany sledované analyty norethindron, p-estradiol a estriol. Hormony
progesteron, diethylstilbestrol, estron a 17a-ethinylestradiol v surové vodé detekovany nebyly. Nejvyssi
stanovena koncentrace hormonu v surové vodé byla u B-estradiolu a to 12,92 ng-1*. Pfedpokladat lze i
vysokou koncentraci 17a-ethinylestradiolu, jelikoz po druhém technologickém stupni, tj. po ozonizaci,
byl obsazen v mnozstvi 19,63 ng-1™.

Ve vode¢ po piskové filtraci byly detekovany vyjma 17a-ethinylestradiolu vSechny sledované analyty.
Hormon estriol byl obsazen v nejvyssi koncentraci, tj. 74,75 ng-1. Naopak v nejmensim mnozstvi byl
pritomen hormon diethylstilbestrol. Ostatni detekované hormony byly nalezeny v mnoZstvi okolo
jednotek ng-1™. Po piskové filtraci lze vidét prvni pokles koncentrace sledovanych analytii oproti vzorku
surové vody, avSak u estriolu se objevuje vyrazné zvySeni koncentrace.
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Graf 10: Stanovené koncentrace S-estradiolu v ng-I'* v jednotlivych technologickych stupnich

U vody po ozonizaci byly detekovany kromé& hormonu diethylstilbestrolu v§echny sledované analyty.
U tohoto technologického stupné je patrné vyrazné sniZeni koncentrace vSech sledovanych hormoni.
Nejnizsi stanovena koncentrace byla u estronu a to 0,47 ng-1"%. Lze si v§imnout i vyrazného poklesu
estriolu z mnozstvi 74,75 ng-1"! po piskové filtraci na 11,03 ng-1"* po ozonizaci.
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Graf 11: Stanovené koncentrace hormonii v ng-I'* v prvnich dvou technologickych stupnich (modrd — piskova
filtrace, ¢ervena — 0zonizace)

Ve vodé po filtraci pres granulované aktivni uhli byly detekovany vSechny sledované analyty.
Z tabulky €. 27 je patrné, Ze pii tomto technologickém stupni dochédzi zpét k mirmému zvySeni
koncentraci sledovanych hormond. Vyjimka nastala u hormonu 17a-Ethinylestradiol, kde dochazi ke
snizeni koncentrace z 19,63 ng-1"! po 0zonizaci na 3,46 ng-1"* po filtraci ptes GAU.

Ve vodé po aplikaci UV zateni byly detekovany sledované analyty progesteron, diethylstilbestrol, -
estradiol a estriol. Hormony norethindron, estron a 17a-ethinylestradiol ve vodé po aplikaci UV zateni
detekovany nebyly. U hormont progesteron a diethylstilbestrol je vidét mirné zvyseni koncentrace a
naopak u hormont B-estradiol a estriol snizeni koncentrace.
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Po nadavkovani chemikalii pro hygienické zabezpeceni vody byly detekovany vyjma 17a-
ethinylestradiolu vSechny sledované analyty. Mimo hormony progesteron a estriol doslo u tohoto
technologického stupné ke snizeni koncentrace. Ve vod¢ po nadavkovani chemikalii byl obsazen
V nejvyssi koncentraci hormon estriol a to v mnozstvi 13,44 ng-1™.
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Graf 12: Stanovené koncentrace estriolu v ng-I'* v jednotlivych technologickych stupnich

V pitné vodé z akumulaéni nadrze, odkud jiz odtéka kompletné upravena voda, ktera prosla celou
technologickou linkou vcetné hygienického zabezpeCeni, byly detekovany kromé hormonu
diethylstilbestrolu vSechny sledované analyty. Koncentrace hormonti norethindronu, estronu a f-
estradiolu se zvysily oproti pfedchozimu technologickému stupni, ale oproti surové vodé doslo ke
snizeni koncentrace. Hormony progesteron a estriol vykazovaly niz$§i koncentrace vzhledem
Kk ptedchozimu technologickému stupni, ale estriol v surové vodé vykazoval o néco nizsi koncentrace

nez v upravené pitné vodé. Nejvyssi stanovena koncentrace v pitné vodé byla u 17a-ethinylestradiol
v mnozstvi 67,78 ng-1.
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Graf 13: Posouzeni uicinnosti celé technologické linky (6) v porovnant se vstupni surovou vodou (7) v ng-I'*

61



3.7 Diskuze vysledkii analytické ¢asti

Analyza hormonti byla vykonana na vzorku surové vody a na vzorcich vod odebranych po kazdém
technologickém stupni. Prostfednictvim screeningové analyzy byly posuzovany vSechny separacni
stupné technologické linky. Pro analytickou ¢ast byla ptipravena koncentraéni fada (0,009; 0,03; 0,3;
1,2; 3,0 ug'ml™) z osmi zasobnich roztokd hormonti. Kalibraéni zavislosti jsou uvedeny v piiloze &. 2.

Koncentrace sledovanych analyti ve vzorcich byla vyhodnocena pomoci vySe uvedenych
kalibrac¢nich zavislosti. U surové vody na pfitoku byl detekovan pouze hormon estriol, ostatni analyty
byly v koncentracich pod mezi detekce, popt. nebyly detekovany vibec. Kompletni tabulku ¢. 27
stanovenych koncentraci vSech sledovanych hormont v jednotlivych technologickych stupnich I1ze najit
v kapitole 3.6.4.

Na zakladé poznatkt z literatury vyplyva, Ze ozonizace je velice G¢inna metoda pro odstraiovani
Skodlivych organickych latek, barvy, zapachd i mikroorganismi. Ozénem pak mohou byt oxidovany
anorganické prvky, jako jsou Zelezo nebo mangan, ale i uhlovodiky, prostiedky na ochranu rostlin,
pesticidy a dalsi. Ziskané vysledky potvrzuji zminéné poznatky této technologie a jsou ilustrovany
v grafu ¢. 11. U v8ech sledovanych analyt byl pozorovan velky pokles koncentraci, u estriolu klesla
koncentrace ze 74,75 na 11,03 ng-1". Ostatni stanovené koncentrace se nachazeji pod mezi detekce, ale
ptesto trend poklesu koncentraci je zde pozorovatelny. Pro upfesnéni ziskanych hodnot se davka ozonu
na upravné pitné vody v Ceské republice obvykle pohybovala od 0,6 do 1 mg-1™.

Pitna voda, kterd jiz prosla celou technologickou linkou véetné hygienického zabezpeceni, pii analyze
potvrdila pfitomnost nékterych hormonalnich latek. Nejvyssi stanovené koncentrace analytl v pitné
vodé& byly 17a-ethinylestradiol 67,78 ng-1?, a estriol 5,80 ng-1t. Ostatni koncentrace sledovanych
analytl se pohybovaly pod mezi detekce, hormon diethylstilbestrol v pitné vodé nebyl detekovan vibec.
Zvysenou koncentraci 17a-ethinylestradiolu lze pfisoudit jeho vyuZzivani pii vyrob& peroralnich
hormonalnich antikoncepcnich piipravki, které se v souCasnosti disledkem jejich pouzivani stavaji
znamymi polutanty povrchovych a odpadnich vod.

V porovnani s vysledky diplomové prace Martiny Remerové, na niz tato prace z Casti navazuje,
nejsou zjisténé vysledky i ptres zavedeni novych technologii zcela uspokojivé. V diplomové praci
M. Remerové byl detekovan u pitné vody na vystupu z akumulac¢ni nadrze pouze hormon estriol.
Stanovenad koncentrace v praci M. Remerové byla pod mezi stanovitelnosti a jeji hodnota byla
15,74 ng-1** [68].

Vysledky uginnosti technologickych procesti lze srovnat se studii, ktera probihala ve Spanélsku.
Studie se vénovala vyskytu a odstrafiovani 1é¢iv a hormont prostfednictvim upravy pitné vody. Jejim
cilem bylo zhodnotit pfitomnost a chovani 55 1é¢iv, hormonid a metaboliti. Koagulace, flokulace a
piskova filtrace obecné ukazaly Spatnou efektivitu odstranovani téchto latek, zatimco chlorace a
ozonizace vykazovaly vyssi Gc¢innost. Oba oxidacni procesy odstranily vice nez 20 z 35 sloucenin
nalezenych v surovych vodach. GAU filtrace byla také G¢inna a to pfedev§im pro odstranéni sloucenin
s vysokymi hydrofobnimi vlastnostmi. Podobny trend odstranovani hormont je znatelny i ze ziskanych
vysledku této prace, kde mezi neti¢innéjsi procesy se fadi ozonizace a chlorace [69].

Vyzkum, ktery probéhl v jihovychodnim Spanélsku, zkoumal vliv sezonnich klimatickych rozdila na
ucinnost odstranovani polutantti z pitné vody. Sledovanymi hormony byly estron, 173-estradiol a 17a-
ethinylestradiol. Vysledky vyzkumu dokazuji, ze polutanty obecné jsou v surové vodé obsazeny ve
vys$8ich koncentracich v chladnéj$ich obdobich (podzim, zima). Disledkem jejich biologické degradace,
ktera je v lét€ podporovéna vysokymi teplotami a slune¢nim zéfenim, se jejich mnozstvi sniZuje.
Vyzkumem byl znovu potvrzen fakt vyznamné ti€innosti odstraiiovani polutantti chloraci, zejména 1é¢iv
a hormont, u nichz se pohybovala u¢innost odstranéni okolo 90 %. Koncentrace sledovanych hormont
v surové vodé v lednu dosahovala hodnot kolem 90 ng-1%, kdezto v Gervenci pouze 10 ng-1™%. Na zakladé
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téchto poznatki 1ze usuzovat, Ze vysledné mnozstvi stanovené v této praci mtze byt ovlivnéno také tim,
ze vzorky byly odebirany v obdobi mésicti inora az dubna, kdy venkovni teplota vzduchu zaostavala za

svymi dlouhodobymi priméry. Pro ucely analyzy vzorkli diplomové prace M. Remerové byly vzorky
odebrany ve stejném obdobi [70].

Vzhledem k publikovanym hodnotam koncentraci, které se vétSinou pohybuji pod mezi detekce,
nelze s jistotou tvrdit, ze sledované analyty jsou ve vod¢ zcela jisté ptitomny. Potvrdit 1ze jen hormon
estriol, ktery byl stanoveny v pitné vodé i v praci M. Remeroveé.
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4 ZAVER
Cilem diplomové prace bylo hodnoceni u¢innosti upravny pitné vody a jejich separacnich stupniil
prostiednictvim ekotoxikologickych testl a screeningové analyzy.

V ramci teoretické ¢asti byla provedena literarni reSerSe zaméfena na problematiku upravy povrchové
vody na vodu pitnou. S ohledem na skutecnost, ze v povrchové vodé se vyskytuje znaéné mnozstvi
ruznych polutantd, jedna se mimo jiné o pesticidni latky a jejich metabolity, 1éCiva a hormony, je nutné
tyto polutanty prostiednictvim technologickych procesu eliminovat. Vzhledem k mozné feminizaci
zivocichi, obzvlasté ryb, vlivem zvySené koncentrace estrogennich hormonalnich latek ve vodach, je
V soucasnosti téma ,.hormony v pitné vodé velmi rozsifené. V resersi jsou podrobnéji popsany veskeré
technologické procesy, vyuzivané na Gipravné vody v Ceské republice, jejichZ u¢innost byla posuzovéana
v ramci této diplomové prace.

Testy byly provedeny na vzorcich surové vody a na vzorcich vod odebranych po kazdém
technologickém stupni. V ramci technologické linky Gpravny pitné vody byly posuzovany tyto metody:
piskova filtrace, ozonizace, filtrace pfes granulované aktivni uhli, UV zéfeni a chlorovani. Stupen
chlorovani byl posuzovan ihned po nadavkovani chemikalii pro hygienické zabezpeceni pitné vody, a
poté za akumulaéni nadrzi, odkud jiz odtéka kompletné upravena pitna voda.

Pro ekotoxikologickou ¢ast byly vyuzity akvatické testy na tfech riznych testovacich organismech, a
to Lemna minor, Thamnocephalus platyurus a Vibrio fischeri, kazdy z jiné trofické urovné. Toxicky
ucinek pitnych vod na organismus T. platyurus byl vyraznéj$i neZ ucinek na rostlinu L. minor. Surova
voda s piidavkem zivin vykazovala u L. minor nejnizsi inhibici ristu. Naproti tomu vzorek vody bez
ptridavku zivin vykazoval nejnizsi inhibici po aplikaci ozonizace. Nejvice toxicky efekt predstavovala
voda po chloraci, pfi niz organismus T. platyurus vykazoval 100% mortalitu. Pro vodu na odtoku pfi
2. sérii testovani byly stanoveny hodnoty LC50 99,8 % a LC20 39 %. Na zaklad¢é horsich vysledki
vramci celé technologické linky pii 3. sérii testovani organismu T. platyurus, lze piedpokladat
zhor$enou kvalitu vstupni vody. Pfi 3. sérii testovani na T. platyurus byly vypoc¢teny hodnoty LC50 na
99,6 % a LC20 na 71 %.

Analyticka c¢ast diplomové prace se zaméfuje na screeningovou analyzu hormont V jednotlivych
technologickych stupnich. Vzorky byly zpracovany metodou SPE a nasledn¢ podrobeny analyze pomoci
ptistroje HPLC/MS. Optimalizace metody byla pifebrana z diplomové prace Martiny Remerové. Na
ptitoku surové vody byl detekovan pouze hormon estriol, ostatni analyty byly v koncentracich pod mezi
detekce nebo nebyly detekovany vibec. Po prvnim technologickém stupni, tj. piskové filtraci byla
detekovana jiz vétSina sledovanych hormoni, avsak kromé estriolu se vSechny nachazely pod mezi
detekce. U druhého sledovaného technologického stupné ozonizace byl pozorovan velky pokles
koncentraci, které byly pak nasledné dalsimi stupni (GAU filtrace a UV zafeni) o néco malo navySeny.
U posledniho stupné upravy, po nadavkovani chemikalii, byly na vystupu pitné vody detekovany
hormony 17a-ethinylestradiol v koncentraci 67,78 ng-1 a estriol v koncentraci 5,80 ng-1. Ostatni
sledované analyty se nachazely pod mezi detekce, hormon diethylstilbestrol v pitné vodé nebyl
detekovan vibec.

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze akutni toxicita se projevuje zejména u vzorki po nadavkovani
chemikalii, z ¢ehoz lze ptedpokladat tvorbu skodlivych chlorovanych vedlejsich produktd a jejich vliv
na mortalitu organismu T. platyurus. Vysledky rovnéz dokazuji skodlivé ucinky vzorkd vod
z jednotlivych technologickych stupni na rast L. minor, jelikoz na jeji rist mél nejmensi negativni vliv
vzorek vody na pritoku s ptidavkem Zivin. Dal§im krokem v hodnoceni pitnych vod by mohlo byt
testovani chronické toxicity, vzhledem k dlouhodobému vyskytu kontaminantl, které maji negativni
vliv na zivotni prostiedi. Ziskanymi vysledky byla dale potvrzena vyrazna ucinnost odstranéni
hormonalnich latek z pitné vody ozonizaci a chloraci. Na zakladé zjisténych poznatkt vyplyva, Ze je
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neustale nutné vénovat pozornost posuzovani téinnosti a modernizaci technologickych procest pro
upravu pitnych vod.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

3D-IT
APCI
BAC
CAS
cov
CSN
DBP
DOC
ECx

EDx

EIA
ESI
GAC
GAU
GC/MS
HAA
HAN
HPLC
1Cx

IDy

LCx
LDy
LOEC

LC/MS
MX
MZ
NOEC

NPK
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Three-Dimensional Ton Trap; Sféricka iontova past

Atmospheric Pressure Chemical lonization; Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Biological Activated Carbon; biologické aktivni uhli

Chemical Abstract Service; registraéni ¢islo chemické latky

Cistirny odpadnich vod

Ceska technicka norma

Disinfection by products; vedlejsi produkty dezinfekce

Dissolved Organic Carbon; rozpustény organicky uhlik

Effect Concentration; efektivni koncentrace pro X% ucinek, pii které se projevi X% ucinek
v porovnani s kontrolou

Effect Dose; efektivni davka pro X% ucinek, pii které se projevi X% ucinek v porovnani
s kontrolou

Environmental Impact Assessment; Vyhodnoceni vlivli na zivotni prostfedi
Electrospray lonization; Elektrosprej (iontovy zdroj)

Granular Activated Carbon; granulované aktivni uhli

granulované aktivni uhli

Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

halogenoctové kyseliny

halogenacetonitrily

High Performance Liquid Chromatography; vysokoucinna kapalinova chromatografie

Inhibitory Concentration; inhibi¢ni koncentrace pro X% ucinek, pii které se projevi X%
inhibi¢ni ti¢inek v porovnani s kontrolou

Inhibitory Dose; inhibi¢ni davka pro X% ucinek, pti které se projevi X% inhibi¢ni ucinek v
porovnani s kontrolou

Lethal Concentration; koncentrace pro X % jedinct, pfi které uhyne X % testovacich jedincii
Lethal Dose; letalni davka pro X % jedinci, pii které uhyne X % testovacich jedinct

Lowest observed effect concentration; nejniz$i koncentrace testovaného vzorku, pfi které
jsou pozorovany ucinky na testovaci organizmus

Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
3-chloro-4-dichloromethyl-5-hydroxy-2(5H)-furanon
Ministerstvo zdravotnictvi

No observed effect concentration; nejvyssi koncentrace testovaného vzorku, pti které nejsou
pozorovany U¢inky na testovaci organizmus

vvvvv



PEC

PNEC

PPCP
PTFE

QaQ
REACH

SIM
SPE
THM
TOF

predicted environmental concentration; ptredpovidand environmentalni koncentrace
toxikantu, ktera byla na zdkladé matematickych modeld pohybu latky odhadnuta pro
hodnoceni slozky prostiedi

predicted no effect concentration; pfedpovidana koncentrace, pii které nedojde k negativnim
ucinklim

pharmaceuticals and personal care products; produkty osobni péce

Polytetrafluoroethylen

Triple Quadrupole; Trojity kvadrupdlovy analyzator

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals; Evropské nafizeni o
registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek

Single Ion Monitoring/Selected Ion Monitoring; sledovani vybranych iontt
Solid Phase Extraction; extrakce tuhou fazi
trihalomethany

Time of Flight; Priletovy analyzator/analyzator doby letu
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7 PRILOHY

Ptiloha €. 1: Pfevodni tabulka procentualnich hodnot mortality na probitové hodnoty

Yo | probit] % | probit] % | probit | % | probit] % Jprobit] % | probit
0,2 ) 20221 10 | 3718 | 30 | 4476 | 50 | 5000 | 70 | 5524 | 90,0 | 6,282
0,4 | 2348 | 11 | 3773 ] 31 | 4504 | 51 | 5025 | 71 | 5,553 | 900 | 6.341
0,6 | 2488 | 12 | 3825 | 32 | 4,532 | 52 | 505 | 71 | 5583 | 92,0 | 6,405
0.8 | 2500 | 13 | 3874 ] 33 | 4560 | 83 | 5075 ] 73 | 5613 | 93,0 | 6476
Lo | 2574 ) 14 | 392 | 34 | 4585 | 54 | 5100 | 74 | 5.643 | 94,0 | 6,555
1212743 1 15 | 3964 | 35 | 4615 ) 55 | 5126 | 75 | 5,674 | 950 | 6.645
1.4 [ 2803 | 16 | 4006 | 36 | 4.642 | 56 | 5051 | 76 | 5,706 | 95,5 | 6.695
16 | 2856 0 17 | 4046 | 37 | 4668 | 57 | 5076 | 77 | 5,739 | 96,0 | 6,751
1B | 2903 0 18 | 4085 ) 38 | 4695 ) 58 [ 5202 ] 78 | 5772 | 965 | 6,812
20 (29461 19 | 4122 ] 39 | 4722 | 59 | 5228 ) 79 | 5.806 | 97.0 | 6,881
25 | 3040 ) 20 | 4,058 | 40 | 4747 | 60 | 5253 | B0 | 5,842 | 97,5 | 6,966
30 3023 ] 21 [ 4094 ] 41 4772 ] 61 | 5278 | Bl | 5878 ] 98.0 | 7.054
35 [ 088 | 22 | 4228 | 42 | 4795 | 62 | 5305 | B | 5915 | 98,2 | 7.096
4.0 | 3249 1 23 | 42601 | 43 | 4824 | 63 | 5332 ] B3 | 5954 | 984 | T4
45 | 3305 | M | 4204 ) 44 | 4849 | 64 | 5355 | B4 | 5904 | 986 | 7,197
S0 | 3355 ) 25 | 4326 ) 45 | 4874 | 65 | 5385 | BS | 6,036 | 9K | 7.257
6,0 | 34451 26 | 4357 ] 46 | 4900 | 66 | 5412 | 86 | 6,080 | 990 | 7.326
T 3524 | 27 [ 4387 | 47 | 4925 | 67 | 5440 | 87 | 6126 | 99.2 | 7409
B0 [ 35951 28 | 4417 | 48 | 4950 | 68 | 5468 | 88 | 6075 | 994 | 7.512
00 | 36590 29 | 4447 ] 49 | 4975 ] 69 | 5496 | 89 | 6,227 | 996 | 7.652
998 | T.ETH

Obrazek 23: Prevod procentudlnich hodnot mortality na probitové hodnoty [7]

Priloha ¢. 2: Kalibra¢ni zavislosti sledovanych analytt
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Priloha ¢. 3: Chromatogramy kalibra¢nich smési
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Obrazek 24: Chromatogram kalibracni smési v negativnim modu
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Chromatogram kalibracni smési v pozitivnim modu




