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Chovani rezidui syntetickych estrogenti v ptidé v interakci
s pudni mikrobiotou

Souhrn

Estron je zensky hormon, ktery se ve velkém méfitku pouziva v zemeédelstvi, a to
predev§im v intenzivnim zemédélstvi, coz v poslednich desetiletich vedlo ke znecisténi vody
a pudy pravé timto hormonem. Vyzkum jeho chovani v Zivotnim prostiedi se obecné
zaméfuje na zneCiSténi vody a méné na pudu. Jest€ méné se vyzkumy zaméfuji na to, jak
riizné typy pady ovliviiuji jeho pfeménu. Tato prace se zabyva tfemi padnimi typy z Ceské
republiky: kambizemi, fluvizemi a Cernozemi, a tim, jak jejich vlastnosti ovliviiuji degradaci
estronu prostiednictvim enzymatické aktivity provadéné pudnimi mikroorganismy. Jako
vychozi koncentrace estronu v padeé bylo v pii pokusu pouzito 50 pg/kg (50 ug estronu/1 kg
pudy). Pro kazdou padu bylo pfipraveno 18 nadob s navazenymi 100 g puady ve tiech
kontrolnich vzorcich a tfech opakovanich (celkem pouzito a naplnéno 117 nadob). Piada byla
udrzovana na 60 % vodni kapacity (WHC), z niz bylo na zacatku pokusu do kazdé nadoby
rozdeleno 10 ml jako roztok estronu (0,5 pug/ml), zbytek byl pfidan jako destilovana voda. Pti
pokusu bylo odebrano 7 vzorka, a to pfi: 4 h, 12 h, 24 h, 3 dnech, 7 dnech a 28 dnech. Tyto
vzorky byly analyzovany pomoci LC/MC analyzy. Enzymaticka aktivita byla méfena pro
lakdzu, Mn-oxidazu a Mn-peroxiddzu a porovnavana s koncentracemi estronu ze
spektroskopické analyzy a s vlastnostmi puady. Vysledky ukazaly, Zze mezi pidami byly
rozdily jak ve vysledné koncentraci estronu, tak v typu pievladajiciho enzymu, a tyto rozdily
korelovaly s padnimi vlastnostmi, pfedevsim s zivinami.

Klicova slova: estrogeny, puda, padni mikrobiom, degradace



The fate of synthetic estrogen hormones in soil in the
interaction with soil microbiota

Summary

Estrone is a female hormone used on a large scale in farming, which has resulted into
water and soil pollution in the last decades. Research into its behaviour in the environment
has been generally focused on water pollution, and less on soil; even less on how different
soil types influence its transformation. This work deals with three soils from the Czech
Republic — cambisol, fluvisol, and chernozem — and how their characteristics influence
estrone degradation through enzymatic activity carried out by soil microorganisms. 50 ug/kg
soil of estrone was used as initial concentration in a pot greenhouse experiment. There were
18 pots of 100 g soil for each soil with three controls and three replicates at every sampling
time (total of 117 pots). Soils were kept at 60 % water holding capacity (WHC), from which
10ml were distributed in each pot as estrone solution (0.5 pg/ml) at the beginning of the
experiment, the rest being added as distilled water. There were 7 samples taken, at: 4 h, 12 h,
24 h, 3 days, 7 days and 28 days, and analysed in LC/MC column. Enzymatic activity was
measured for laccase, Mn Oxidase and Mn Peroxidase and compared with the estrone
concentrations from the spectroscopic analysis and soil properties. Results showed that there
were differences between soils both in estrone concentration as well as the type of
predominant enzyme, and these differences were correlated with the soil characteristics,
mainly the nutrients.

Keywords: estrogens, soil, soil microbiome, degradation
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1 Uvod

Diky rychlému pokroku analytickych metod a moznosti detekovani stale nizSich
hodnot hormonalnich latek v pidnim a vodném prostiedi se témto latkam v zivotnim prostiedi
zaCala vénovat stale vétSi pozornost. Jako zdroje steroidnich hormoni v téchto systémech
mohou plsobit zemédélské a jiné antropogenni Cinnosti (napi. vypousténi komunalnich
odpadnich vod a primyslova vyroba 1€Civ).

Posun zemédélské Cinnosti k vysoce intenzivnimu vyrobnimu procesu, ktery se snazi o co
nejvyssi zisk za vyuziti co nejmensi plochy, vedl také k produkci relativné velkého mnozstvi
odpadi odpovidajici této malé ploSe. To predstavuje fadu potencionalnich rizik pro
ekosystém. Bylo zji§téno, ze tato rizika predstavuji 1 unik hormonalnich latek, jejichz velké
mnozstvi projde pfes organismy zvifat chovanych v intenzivnim zemeédé€lstvi, pifimo do
Zivotniho prostiedi (ZP). Hormony jsou v t&chto systémech pouZivany a zvifatim aplikovany
pro podporu rastu a kontrolu reprodukce. Vétsina vyloucenych hormont zvifaty chovanych
v intenzivnim zemeédélstvi vsak vznika pfirozené. Puvod téchto hormont je predevsim
v télech brezich dojnic.

Dal§im zdrojem hormonalnich latek v ZP je lidsky organismus. Rozdil predstavuje
zpracovani moce a vykalt, které tyto hormony ¢i jejich metabolity obsahuji. Na rozdil od
intenzivniho zem&d&lstvi nejsou do ZP vpoustény piimo, a tedy v nedotéeném stavu, ale
témé&f vzdy prochazeji pies &istirny odpadnich vod (COV). Pes ty jsou do ZP vypousténa
rezidua léCiv (i hormonalnich) v koncentracich v rozmezi ng/l — mg/l. Dale se koncentrace
téchto latek snizuji v disledku fedéni odpadni vody a pusobeni degradacnich procesu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této prace je popsat v modelovém inkubaénim pokusu sorpci ¢i degradaci téchto
latek v pidé v zavislosti na koncentraci hormonalnich latek, pidnich vlastnostech a aktivité
pudnich mikroorganismda.

Hypotéza: Pldni mikroorganismy degraduji rezidua hormonalnich latek v padé
v zavislosti na jejich koncentraci a pidnich vlastnostech.



3 Prehled literatury

3.1 Estrogeny jako steroidni hormony

Zenské pohlavni hormony, tedy estrogeny, progestiny a androgeny patii mezi steroidni
hormony, coz jsou latky vznikajici biotransformaci cholesterolu. Steroidy pusobi jako
regulatory mnoha vyvojovych a fyziologickych procest a jsou produkovany endokrinnimi
Zlazami. Biosyntetickymi prekurzory vsSech steroidi jsou cholesterol a ostatni steroly.
Matetskou slouceninou cholesterolu je cholestan, ktery obsahuje steroidni jadro s metylovou
skupinou na uhlicich C10 a C13 a osmiclenny postranni fetézec na uhliku C17 (Tapiero &
Tew 2002). V pripadé estronu jsou funkénimi skupinami hydroxyl (-OH) a keton (=0)
(Takigami et al. 2011) viz tabulka €. 1.

Zlazy, které produkuji steroidni hormony u savcd, jsou kira nadledvin (produkuje
kortikosteroidy), vajeniky (produkuji estrogeny a progestiny) a varlata (produkuji
androgeny). Ctvrtym zdrojem steroidnich hormond je placenta, ktera se vyskytuje pouze
béhem téhotenstvi. Pohlavni steroidy, jak uz jejich ndzev napovida, fidi vSechny aspekty
reprodukce tim, ze ovliviiuji diferenciaci a rist reprodukcéniho systému, navozuji a udrzuji
pohlavni znaky a reguluji reprodukéni chovani (Tapiero & Tew 2002).

3.1.1 Chemicka struktura estrogenu

Zenské pohlavni hormony estrogeny jsou n&kdy oznatovany jako C18 steroidy, jelikoz
ve svém skeletu obsahuji 18 uhlika, které jsou uskupeny do 4 kruhd, viz tabulka ¢. 1. Jako u
ostatnich steroidnich hormont je u estrogent zakladni strukturou steran. Na tfetim uhliku A
cyklu maji estrogeny lokalizovanou typickou hydroxylovou skupinu, ktera je esencialni pro
biologickou aktivitu. Tato zakladni struktura mize byt u estrogeni modifikovana dalSimi
funkénimi skupinami. Témi jsou hydroxylové, karbonylové skupiny a ethinylova funkéni
skupina. Ta je soudasti synteticky vytvoreného 17B-ethinylestradiolu (EE2). Recké pismeno B
oznacuje, ze funk¢ni skupiny sméfuji nad rovinu molekuly, naopak skupiny sméfujici pod
rovinu molekuly se oznacuji pismenem o (Lee et al. 2007).

Mezi nejvyznamnéj§i estrogeny patii 17B-estradiol, estron a estriol, viz tabulka €. 1.
17B-estradiol je pfirozené se vyskytujici estrogen, ktery obsahuje 17B-hydroxylovou a 3-
hydroxylovou skupinu. Estrony maji namisto hydroxylové skupiny na C17 (jako je tomu u
17B-estradiolu) skupinu ketonovou. U estriolt je navic pfidana 16ahydroxylova skupina
(Tapiero & Tew 2002).
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Néazev Chemicky vzorec

17B-estradiol

estron

estriol

HO

17a-ethynyl estradiol

HO

Tab. €. 1: Nejvyznamnéjsi estrogeny a jejich struktura, zpracovano podle: Lee et al. (2007)

3.1.2 Biologicky vliv estrogenii

Estrogeny jsou skupinou steroidnich hormont produkovanych primarné vajecniky, ale
dale také nadledvinami a tukovou tkani. Estrogeny, po jejich vylouceni do krve, ovliviyji
fyziologické funkce, které jsou dilezité pro samici uspésnou reprodukci. U samic koordinuji
vyvoj sekundarnich pohlavnich znakt, dale rist endometria a reguluji menstruacni cyklus.
Prestoze byly estrogeny dlouhou dobu brany jako primarné samici pohlavni hormony, ukéazalo
se, ze dilezitou roli hraji také v sam¢im reprodukénim chovani (Adeoya-Osiguwa- et al.
2003).
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3.1.3 EkKotoxicita estrogenu a dalSich hormonu

Hormonalni naruSeni endokrinniho systému

Zmény v reprodukcni fyziologii a endokrinologii byly u vodnich organismu
vystavenych pusobeni EDC (endokrinni disruptory) rozsahle zdokumentovany. Seznam
chemickych latek, o nichz je znamo, ze ovliviiuji endokrinni a reprodukéni systém
bezobratlych zivoCicht i obratlovcl je rozsahly a zahrnuje tézké kovy, pesticidy, perzistentni
halogenované znecistujici latky a syntetické a pfirodni steroidy, které se nachazeji i
v odpadnich vodach uvolilovanych z Cistiren odpadnich vod. Komplexni chemické analyzy
téchto odpadnich vod identifikovaly nekolik estrogenné aktivnich sloucenin, v€etné pfirozené
se vyskytujicich (estron, 17B-estradiol, estriol) ale také syntetickych steroidnich estrogent
(170-ethynylestradiol), které jsou do odpadnich systémi uvolfiovany zenami uzivajicimi
hormonalni antikoncepci (Bjorlenius & Wahlberg 2000).

Jiz delsi dobu je znamo, ze zivocisné odpady z intenzivniho zemédélstvi mohou byt
vyznamnym zdrojem pfirozené se vyskytujicich i syntetickych pohlavnich steroida. I pres to
je o jejich vlivu na zivotni prostfedi stdle malo znamo. Bylo ale potvrzeno, Ze vystaveni
organismi zivo€iSnym odpadim ma potencial vyvolat vyznamné reprodukcni ucinky.
Nasledujici kapitoly jsou zaméfeny na ucinky, které byly vyvolany u vodnich organismi,
predevsim u ryb. Tyto organismy byly vystaveny hormonalnim latkam, o nichz je znamo, ze
jsou pritomny v zivociSnych odpadech z intenzivniho zemédélstvi (Lee et al. 2007).

3.1.3.1 Ekotoxicita estrogent

Termin environmentalni estrogeny je pouzivan pro oznaceni environmentalnich Cinitel(,
jako jsou perzistentni organochlorové latky, zmékcovadla, 1éCiva a pfirodni a syntetické
hormony, které pozménuji endokrinni systém. (McLachlan 2001). Vystaveni zivotniho
prostiedi vlivu estrogent je spojovano se snizenym poctem spermii u muzi, zvySenym
vyskytem rakoviny varlat, rakoviny prostaty a prsu a reproduk¢énimi poruchami (Lee et al.
2007).

V zivocisnych odpadech jsou ve znatelném mnozstvi obsazeny piirozené steroidni
estrogenni hormony, zejména 17B-estradiol a estron. Kontaminace vodnich tokd 17[-
estradiolem je znepokojujici, protoze jiz koncentrace 10-100 ng/l muze nepfiznivé ovlivnit
reprodukéni biologii ryb a jinych Zivocicht (Oberdorster & Cheek 2001). Estrogeny patii
mezi nejsilngjsi EDCs, které byly kdy nalezeny v zivotnim prostiedi a které maji prokazatelné
vliv na reprodukci ryb. Piiklady té€chto vlivl jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

Jednim ze zpusobu, jak zjistit, zda byl organismus vystaven pfitomnosti estrogend je
sledovani tvorby vitellogeninu. Ten pusobi jako citlivy indikator u rybich samcl. Zname
nékolik proteind, které jsou regulovany estrogenem, véetné pravé zminéného zloutkového
proteinu vitellogeninu. Ten je normalné exprimovan v jatrech pohlavné zralych samic pod
vlivem télu vlastniho estrogenu. Vitellogenin je pak krvi prenaSen do rostoucich vajecnych
folikuld, kde se vstiebava a tvori Zloutek. Samci a mladé ryby maji obvykle nizkou hladinu
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nebo nezjistitelné hladiny estrogenu i vitellogeninu v krvi, pokud jsou vSak vystaveni
pusobeni estrogent, zaCnou jatra produkovat vitellogenin, ktery pak lze méfit v krevni
plazmé. Vitellogenin se proto Casto pouziva jako biomarker expozice estrogenum. Napiiklad,
jiz koncentrace 30 ng/l estronu nebo 17B-estradiolu ve vodé mohou po 21 dnech vyvolat
syntézu vitellogeninu a abnormalni rist pohlavnich organt u samct Pimephales promelas a
jinych rybich druhli (Panter et al. 2000). V jiné studii bylo prokazano, ze samci uhote
(Zoarces viviparous) reagovali zvySenim tvorby vitellogeninu pifi injekénim podani 17[-
estradiolu (Tyler et al. 1998). Indukce vitellogeninu u rybich samct byla spojena se snizenim
rastu a velikosti varlat. Po vystaveni vodnich organismu estrogenim byl tedy zaznamenan
abnormalni vyvoj varlat, ale i vajecnikll, coz znamena, Ze vystaveni estrogeniim muze vést k
nevratnym strukturdlnim zménam, vedoucim ke zmeéné reprodukéniho vykonu a trvalé
(nevratné) maskulinizaci nebo feminizaci. Pokud vSak dojde k expozici az po diferentizaci
gonad, jsou tyto zmény obvykle reverzibilni. Napftiklad, G¢inky vedouci k ¢astecné feminizaci
byly zaznamenany u rybich larev vystavenych koncentracim 17(3-estradiolu ve vodé v
rozmezi od 25 do 1000 ng/l zatimco Uplné zmény pohlavi byly zaznamenéany u rybich larev
krmenych potravou obsahujici 5 az 60 mg/kg 17B-estradiolu (Gorshkov et al. 1999).

Expozice estrogenim muze také vést k niz§i UspéSnosti rozmnozovani, zménénému
prubéhu tfeni a také ke zménam ve vyvoji mlad’at. Dospéli samci karase zlatého (Carassius
auratus) vystaveni 17B-estradiolu prostfednictvim poziti (1-100 mg/g potravy) a vody (1-10
ug/l) po dobu 28-74 dna reagovali zavaznymi reprodukénimi zménami, napf. zmeénami
sexualniho chovani a teni (Bjerselius et al. 2001).

Pokud jde o syntetické estrogeny, matecna slouCenina zeranolu (nebo také o-
zearalanolu) je zearalenon. Ten je produkovan houbami rodu Fusarium, a je znamo, ze ma
silné estrogenni ucinky vedouci k porucham plodnosti, ke zmeéné spermatogeneze, ovulace u
skotu a prasat (Conkova et al. 2003). U potkanti byl zeranol (chemickou strukturu viz na
obrazku ¢. 1.) také spojovan se zavaznym poklesem funkce vajecnikd (Yuri et al. 2004).
Estrogenni ucinnost zearalenonu a jeho derivati byla porovnavana s estrogenni ucinnosti
jinych estrogenti prostfednictvim in vitro studii. Tyto studie zjistily, ze estrogenni ucinnost
téchto slou¢enin mohou byt sefazeny v tomto pofadi: a-zearalenol > a-zearalanol >
zearalenon > B-zearalenol. Z in vitro studii je také znamo, ze zeranol je schopen vazat se na
estrogenové receptory pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) a lososa obecného (Salmo
salar) (Arukwe et al. 1999).
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Obr. ¢. 1.: chemicka struktura zeranolu, syntetického estrogenu (Lee et al. 2007).

Kromé pfirozenych a syntetickych estrogent byly v moc¢i nékterych hospodarskych
zvitat nalezeny také metabolity fytoestrogentd (napi. formononetin, daidzein a equol). Je
dobfe znamo, Ze fytoestrogeny mohou u ryb pusobit jako EDCs, i kdyz s mnohem slabsimi
ucinky ve srovnani se syntetickymi a pfirodnimi estrogeny (Burnison et al. 2003).

Co se tycCe biologické dostupnosti syntetickych versus pfirodnich steroidd, odhaduje se,
ze piiblizné 98 % endogenniho 17B-estradiolu je vazano na proteiny, zejména na globulin
vazajici pohlavni hormony SBGH (globulin vazajici hormony v séru), coz ma za nasledek, ze
pouze malé procento je dostupné burikam. Zeranol a dalsi hormony podporujici rast vSak
vykazuji omezenou nebo zadnou vazbu na nosné proteiny (Nagel et al. 1998) To ma velky
toxikologicky vyznam, jelikoz jejich potencialni Gcinnost je mnohem vétsi nez ucinnost
naznacena jejich skuteCnou koncentraci (potencialni a¢innost mize byt az 50krat vyssi) (Lee
et al. 2007).

3.1.3.2 Ekotoxicita androgent

Trenbolon ve formé trenbolon acetatu (struktura na obrazku €. 2), ktery se podava skotu
prostfednictvim implantatii, uvolfiuje acetatovou formu tohoto steroidu do krevniho obéhu,
kde je hydrolyzovan za vzniku aktivni formy, 17B-trenbolonu. 17B-trenbolon se pozdéji
epimerizuje na 17a-trenbolon, jejich chemicka struktura a rozdil mezi nimi jsou zobrazené na
obrazcich ¢. 3 a ¢. 4. Oba izomery jsou zvifaty vyluCovany ale a forma a prevazuje nad
formou P v poméru priblizn€ 10:1 (Schiffer et al. 2001).

Je dobfe znamo, ze 17pB-trenbolon pisobi jako silny agonista savCich androgennich
receptort 17B-trenbolon se také u nékterych rybich organisma vaze na androgenni receptor s
vys$$i afinitou nez testosteron. Na rozdil od vétSiny androgent, které jsou aromatizovany (tj.
pfeménuji se na estrogeny pomoci enzymu), 17p-trenbolon neni aromatizovatelny, a ma tedy
Cisté androgenni vlastnosti. 17B-trenbolon je také schopen vazat se na estrogenni receptory u
ryb a u samcu vyvolat produkci vitellogeninu (Ankley et al. 2003).
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Obr. €. 2.: Chemicka struktura trenbolon acetatu, v krevnim obé&hu hydrolyzovany na aktivni
formu 17p-trenbolon (Lee et al. 2007).

O

Obr. ¢. 3.: Chemicka struktura 17B-trenbolonu (Lee et al. 2007).

)

Obr. ¢. 4.: Chemicka struktura 17o-trenbolonu (Lee et al. 2007).

U dospélych samic jeleCka velkohlavého (Pimephales promelas) vystavenych pusobeni
17B-trenbolonu (v koncentracich vyssich nez 0,027 mg/l) po dobu 21 dna se vyvinuly sam¢i
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sekundarni pohlavni znaky (hibetni nupcialni tuberkule) a byla u nich sniZzena plodnost a
koncentrace pohlavnich steroidd. Tyto ucinky na reprodukci byly pozdéji zahrnuty do
prediktivniho popula¢niho modelu. Tento model predpovédél, ze nepfetrzité vystaveni
populaci jeleCka velkohlavého pusobeni 17B-trenbolonu o koncentraci > 0,027 mg/l by
vyvolalo velké ztraty populace béhem dvou let, coz by nésledné vedlo k jejimu vymieni
(Ankley et al. 2003).

Expozice dania pruhovaného (Danio rerio) a medaky japonské (Oryzias latipes) 173-
trenbolonu v koncentraci 50 ng/l od 1 do 60 dnt po vylihnuti vedlo k vyznamnému poklesu
koncentraci vitellogeninu. Maskulinizace byla pozorovana pouze u dania pruhovaného, avsak
oba druhy reagovaly na expozici zvySenim procenta zralého spermatozoa (Orn et al. 2006).

Co se tyCe potencialnich androgennich G¢inki odpadnich vod z farem intenzivniho
zemédélstvi, Orlando et al. (2004) zjistili, ze volné zijici jedinci druhu jelecka velkohlavého
odebrani pod vykrmnou dobytka vykazovali pozménénou reprodukéni biologii, vcetné
snizené syntézy testosteronu a snizené velikosti varlat u samcl, a snizeny pomér 17f3-
estradiolu a testosteronu u samic. Nebylo objasnéno, jaké chemické latky tyto zmeény
zpusobily, ale autofi studie predpokladali, ze androgenni latky za né byly alesponi Castecné
zodpoveédné (Lee et al. 2007).

3.1.3.3 Ekotoxicita progestagent

Progesteron, jediny pfirozeny progestagen, se v téle vyskytuje pfirozené a je
produkovan z cholesterolu. Progesteron se metabolizuje na testosteron, a proto se casto
pouziva v kombinaci s estradiolem v rustovych implantatech pro skot. MGA (melengestrol
acetat) je peroralné ucinny progestin (synteticky progestagen) pouzivany bud’ k synchronizaci
nebo k indukci fije u skotu. Na trh je také uvadén jako krmna pfisada pro jalovice ve
vykrmnach, ktera ma zlepSovat ucinnost krmiva a rychlost rastu zvifete. Jeho progestacni
aktivita je asi 125krat vysSi nez u progesteronu, coz bylo méfeno inhibici fijového cyklu u
skotu, a predpoklada se, ze jeho anabolicky ucinek je zptsoben stimulaci endogenniho 17f3-
estradiolu. Medroxyprogesteron je dal§i progestin pouzivany ve veterinarni mediciné jako
regulator fije (Schiffer et al. 2001).

16



3.2 Estrogeny a dalSi hormony v Zivotnim prostredi

3.2.1 Zdroje estrogenu a dalSich hormonu v Zivotnim prostiedi

V poslednich desetiletich dostupnost udaji o vyskytu hormonii v podzemnich a
povrchovych vodach rychle rostla. Prizkumy hlasily jiz v roce 1977 detekci estradiolu v
pramenech a studnach pouzivanych pro pitnou vodu, ale v§echny hladiny byly nizsi nez 1 ng/l
(Rurainski et al. 1977).

Pii prvnim celostatnim prazkumu tokd na pfitomnost 1é¢iv byly v USA detekovany
reprodukéni hormony nebo jejich metabolity ve 3-21 % zkoumanych tocich. Bylo testovano
celkem 70 vzorku. (Kolpin et al. 2002). U vod, ve kterych byla detekovana pfitomnost
hormont, bylo zjisténo, Ze hodnoty jejich nejvyssi koncentrace v ng/l jsou nasledujici
(hodnoty medianu jsou uvedeny v zavorce): 93 (9) pro 17B-estradiol, 117 (27) pro estron, 51
(19) pro estriol, 74 (30) pro 17a-estradiol, 214 (116) pro testosteron a 199 (111) pro
progesteron. Prehledné viz tabulka €. 2.

Vybrané hormony

Nejvyssi koncentrace (ng/l)

Hodnota medianu (ng/l)

17p-estradiol

93

9

estron 117 27
estriol 51 19
17a-estradiol 74 30
testosteron 214 116
progesteron 199 111

Tab ¢. 2.: Hodnoty nejvyssich koncentraci a medianu vybranych hormonti detekovanych ve
vodnich tocich v USA v roce 2002. Zpracovano podle: Kolpin et al. (2002).
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Jako hlavni zdroj estrogent v Zivotnim prostiedi byla oznacena produkce velkého
mnozstvi zivocisnych odpadi a komunalnich bioslozek. Ty mohou obsahovat hormony, a
byly tak navrzeny jako hlavni zdroj estrogent v zivotnim prostiedi (Shore & Shemesh 2003).
Zdrojem byvaji rezidua l1éCiv, které odchazeji z tél zvirat jako soucast exkrementt a poté jsou
aplikovana na pole s chlévskym hnojem, kejdou a mocivkou (Castensson & Gunnarsson
2006). Tento tok rezidui 1éCiv v zivotnim prostiedi je zobrazen ve schématu viz obrazek €. 5.

| PRODUKCE |

\ 4
| DISTRIBUCE/PRODE] |

g e

VETERINARNI{ HUMANN(f
PRIPRAVKY PRIPRAVKY

\ /

NESPOTREBOVATELNE
PRIPRAVKY

\ \

Leceal—_ | LECBA

CISTIRNY
\ 4
HNOJIVO |
4

ODPADNICH VOD
STABILIZOVANY | SKLADKY |
KAL

| POVRCHOVE VODY
A x
PITNA VODA

\d
| PODPOVRCHOVE VODY |

Obr ¢. 5.: Tok rezidui 1éCivych latek z produkce do zivotniho prostfedi. Zpracovano podle:
Castensson & Gunnarsson 2006.
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V tabulce ¢. 3 je uvedeno né€kolik zajimavych hormont, vcetné nékolika dalSich
ptibuznych slou€enin, o nichz je znamo, ze jsou chemickymi latkami naru§ujicimi endokrinni
systém (EDC), spolecné s vybranymi referen¢nimi charakteristikami

Analyt Trida/komentar Molekulova hmotnost | Log Kow

17a-ethynil estradiol | Synteticky steroidni 296,41 4,12
estrogen/k lidskému pouziti

17B-estradiol Reprodukéni hormon 272,39 3,94

Bisfenol A Nesteroidni estrogen z plasta | 228,29 3,64

Diethylstilbestrol Synteticky nesteroidni 268,36 5,64
estrogen/lidské pouziti
zakézano

Estriol Metabolit reprodukéniho 288,39 2,81
hormonu

Estron Metabolit reprodukéniho 270,37 3,43
hormonu

Fuoxymesteron Synteticky anabolicky 336,45 2,49
steroid/k lidskému pouziti

Hexestrol Synteticky nesteroidni 270,37 5,6
estrognen/zakazan

Levonorgestrel Synteticky steroidni estrogen/ | 312,46 3,48
k lidskému pouziti

Melengestrol acetat | Synteticky steroidni estrogen/ | 354,48 2,69
k pouziti zvifaty

Mestranol Synteticky steroidni 310,44 4,68
estrogen/k lidskému pouziti

Methandrostenolon Synteticky anabolicky 300,44 3,51
steriod/zakézan

Methyl testosteron Synteticky anabolicky 302,46 3,72
steroid/k lidskému pouziti

Nortestosteron Anabolicky steroid/synteticka | 274,41 2,82
forma zakazana

Progesteron Reprodukéni hormon 314,47 3,67

Stanozolol Synteticky anabolicky 328,5 4,42
steroid/k pouziti pro lidi 1
zvifata

Taleranol Nesteroidni estrogen/pouziti - 4,78
jako veterinarni 1éCivo

Testosteron Reprodukéni hormon 288,43 3,27

Trenbolon Synteticky anabolicka 270,37 2,53
steroid/k pouziti pro zvifata

Zearalanon Nesteroidni 318,37 3,58
estrogen/mykotoxin

Zeranol Nesteroidni estrogen/ pouziti | 322,4 5,37

jako veterinarni 1éCivo

Tabulka ¢. 3.: Seznam nékterych hormont a latek EDC, jejich molekulova hmotnost a log Kow
(rozdélovaci koeficient oktanol/voda). Zpracovano podle: Lee et al. (2007).

19




3.2.1.1 Kontaminace zemédélskou ¢innosti

Typy vylucovanych pohlavnich hormont i poméry volnych a konjugovanych forem se
1i§i v zavislosti na druhu zvifat, pohlavi a stadiu reprodukéni schopnosti. Naptiklad skot
vylucuje vice nez 90 % estrogenll ve formé 17a-estradiolu, estronu a estriolu, pfiCemz vétsinu
tvori 17a-estradiol. Naopak v exkretech prasat nebo dribeze se 17a-estradiol vyskytuje jen
zfidka (Hanselman et al. 2003).

Relativni mnozstvi vyloucenych hormonti ve vykalech a v moci zvifat se lisi podle
jednotlivych druhii. Napfiklad u skotu a ovci se témeér 70 % celkového mnozstvi estrogent
vylucuje vykaly, zatimco u prasat se témér 90 % celkového mnozstvi estrogenti vylucuje moci
(Lange et al. 2002).

Kromé pfirozené produkovanych hormont se skotu implantuji také hormonalni dopliky
pro zvySeni rychlosti rastu. Hlavni rastové stimulatory pouzivané ve Spojenych statech USA
patii androgeny, testosteron a trenbolonacetat (TBA); estrogeny, 17B-estradiol a zeranol, a
progestiny, progesteron a melengestrol acetat (MGA) (Lange et al. 2002).

Prvni syntetickou anabolickou latkou, ktera vstoupila na trh ve Spojenych statech v roce
1987, byla latka TBA. Tato anabolika byla propagovana a pouzivana pro ruzné pozitivni
ucinky, vCetné zlepSeni dennich pfirtstki hmotnosti, konverze krmiva (tj. spotieba na
jednotku krmiva), a zvySeni pfijmu suSiny (Song a Choi 2001). Krom& MGA jsou hormony
skotu podéavany prostiednictvim podkozniho usniho implantatu, a to bud’ samostatné, nebo v
kombinaci s jinymi latkami. Kombinacemi mohou byt TBA a 17B-estradiol, estradiol-benzoat
a progesteron nebo estradiol-benzoat a testosteron. (Arcand-Hoy et al. 1998). Jakmile je TBA
skotu podan, postupné se uvoliiuje do krve, kde se pozdéji hydrolyzuje za vzniku aktivni
formy 17B-trenbolonu. 17B-trenbolon je poté epimerizovan na 17a-trenbolon. Oba izomery
jsou pozdéji vyluceny z organismu, pficemz forma 17a-trenbolon prevazuje nad formou 17f-
trenbolon v poméru 10:1. Bylo prokazano, ze TBA je pro rust zvifete 8 - 10krat efektivnéjsi
nez pfirozeny androgen testosteron.

MGA je peroralné ucinny progestin (synteticky progestagen), ktery se pouziva pro
synchronizaci nebo indukci fije u skotu. Dale je, stejn€ jako TBA, uvadén na trh jako krmivo
pro jalovice ve vykrmnach ke zlepSeni ucinnosti krmiva a rychlosti ristu hmotnosti.

Tyto dvé latky, TBA a MGA, jsou diky jejich odolnosti vici rozkladu pravdépodobné
nejvyznamnéj$imi puavodci hormont ve statkovych hnojivech ve Spojenych statech a Kanadé
(Lorenzen et al., 2004).

Co se tyCe hormont vylu¢ovanych hospodaiskymi zvitaty, nejvyssi hladiny estrogent
jsou trvale méfeny v odpadech produkovanymi prasaty. Hodnoty ukazuji, ze na zaklade
prumérné hmotnosti susiny (dwt) se koncentrace estronu pohybuji v rozpéti od 200 do 5000
mg/kg, 17a-estradiolu od 400 do 890 mg/kg a 17B-estradiolu od 160 do 1200 mg/kg
(Hanselman et al. 2003).
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Primémé koncentrace téchto tfi hormont byvaji niz§i v odpadech mlécného skotu
(estron: 203-800 mg/kg, 17a-estradiol: 139-603 mg/kg a 17B-estradiol: pod Grovni detekce az
239 mg/kg) 1 drubeziho steliva (estron: pod detekci, 17a-estradiol: pod detekci a 17B-
estradiol: 14-904 mg/kg), piehledné v tabulce €. 4.

Odpady produkované:
Sledované hormony prasaty skotem drabezi
v produkovanych odpadech
estron 200-5000 mg/kg 203-800 mg/kg | pod detekci
17a-estradiol 400-890 mg/kg 139-603 mg/kg | pod detekci
17B-estradiol 160 do 1200 mg/kg | az 239 mg/kg 14-904 mg/kg

Tab. ¢. 4.: hodnoty vybranych hormont sledovanych v odpadech produkovanych rtiznymi
hospodarskymi zvitaty. Zpracovano podle: Hanselman et al. (2003).

Dalsi Cinitel, ktery maze ovlivnit koncentraci hormont ve statkovych hnojivech, je
zpusob, jakym je zivociSny hnij skladovan a jak je s nim nakladano. Systémy pro vykrm
prasat v halach, které vyuzivaji podestylku ke shromazdovani a skladovani ZzivocisSnych
odpadi v suchém prostiedi po dobu 6 meésici, mély nejvyssi prumérné koncentrace 1703-
estradiolu (40 mg/kg). Primémé koncentrace celkového estronu (54 mg/kg) byly na druhém
misté pouze v porovnani s porodnimi boxy pro prasata (57 mg/kg), kde jsou skladovany kaly
s vysokym obsahem pevnych latek, ve zcela anaerobnich podminkach po dobu delsi nez 5 let.
(Raman et al. 2004). U dojnic vsak typ skladovani hnoje konzistentné nezmenil ani aktivitu
estrogend, ani aktivitu androgend. Naopak tyto zmény zpusobil typ krmiva, kterym byla
zvirata krmena.

Dale bylo zjisténo, ze aktivita geni pro transkripci estrogennich receptord byla
vyznamné vys$§i u hnoje z farem, které pouzivaly krmivo obsahujici soju (2000-3050 mg/kg
zivé hmotnosti) ve srovnani s podniky, které takové krmivo nepouzivaly (<800 mg/kg)
(Lorenzen et al. 2004). Muzeme tedy fici, ze statkova hnojiva skotu krmenym krmivem
s obsahem s0ji, maji vyssi obsah estrogenti. Bylo prokazano, ze krmiva na bazi so6ji obsahuji
také zna¢né mnozstvi fytoestrogenu. Pritomnost fytoestrogent ve hnoji, vodé a puadé muze byt
jednim z diivodu, pro€ jsou nameéfené estrogenni aktivity Casto vyssi nez uvadéné koncentrace
hormont. Mezi dalsi divody patii napf. pfitomnost rozpusténého organického materialu a
kvantitativni analyza pfitomnosti pouze n¢€kolika vybranych hormont a jejich metabolita (Lee
et al. 2007).

3.2.1.2 Kontaminace pies Cistirny odpadnich vod

Meéstské Cistirny odpadnich vod byly navrzeny tak, aby se vypotadaly s odpadnimi
vodami pochazejicimi z domécnosti. Pokud maji byt odpadni vody vznikajici pfi jinych
cinnostech odvadény do komunalni ¢istirny, musi byt také domaciho charakteru. Tedy musi
mit podobné vlastnosti a sloZeni jako odpadni vody produkované domacnostmi. Primyslova
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odvétvi napojenad na kanalizacni sit’ proto ¢asto maji vnitini Cistirny a vyrovnavaci nadrze
pted vypousténim odpadnich vod do siteé (Bjorlenius & Wahlberg 20006).

Cistirny nejsou urdeny k degradaci viech typti 1é&ivych latek. Objektivné lze fici, ze
léGiva nejsou formulovana tak, aby byla rozlozitelna v &istirnach odpadnich vod. Uginné
1écivé latky se z té€la obecn€ vylucuji ve formé vodou rozpustnych metaboliti nebo konjugatu.
Pokud nejsou biologicky rozlozitelné, skon¢i v odtoku odpadni vody. K redukci lé€ivych
latek vSak Castecné dochazi pravé v biologickém stupni Cisténi. Studie GCinkl estrogenu v
odpadni vodé ukazaly, ze dochazi k lepSimu snizovani, tim vice, ¢im delsi je doba zdrzeni
vody v biologickém stupni c¢iSténi. Systémy vyuzivajici aktivovany kal maji ucinnost
odstranéni estronu z vodni faze v rozmezi od 40-96 % (Svenson et al. 2003). Cistimy maji
vSak v raznych Castech svéta rizné podoby a v dusledku toho se mize lisit i redukce 1éCivych
latek.

O separaci moci se diskutuje jako o budoucim feSeni pro navraceni zivin
produkovanych lidskym organismem zpét do zemeédélstvi, jelikoz rezidua 1éCiv jsou
z lidského organismu vylucovana pravé moci (Bjorlenius & Wahlberg 2006).

Rezidua 16&iv pozivanych lidskou populaci jsou Gistirnami odpadnich vod (COV)
uvolfiovany do zivotniho prostfedi v koncentracich obvykle méfenych v rozmezi jednotek
ng/l-mg/l. Pomoci simula¢nich modela 1ze tok 1éCivych latek sledovat podél vodniho systému
a ziskat tak hruby odhad koncentraci, které 1ze oc¢ekavat (Schowanek a Webb 2002). Jak
ukazuje nize uvedeny diagram (viz obrazek ¢. 6), koncentrace se méni v dusledku raznych
reduk¢nich ucinkd nebo fedénim toku.

Koncentrace

Horni tok Dolni tok

Obr. ¢. 6.: Tok 1écivych latek (i hormonalnich ptipravkil) sledovany podél vodniho
systému. Lze pozorovat meénici se koncentrace danych latek v disledku fedéni apod.
Zpracovano podle: Schowanek & Webb (2002).
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3.2.2 Stabilita hormonu

Potencialni nepfiznivé dopady antimikrobialnich latek a hormont, které vznikaji
zemeédelskou Cinnosti jsou pifimo ovlivnény jejich perzistenci a icinnosti jak ve hnojivech, tak
ve vodnim a puadnim prostiedi. Specifické vlastnosti sloucenin, jako jsou hydrofobicita,
ionizaCni potencial, sorpce a degradace, spolu s riznymi environmentalnimi faktory, jako jsou
lokalni hydrologie, pidni charakteristiky a klimatické podminky, pfispivaji k jejich
kone¢nému osudu a potencialu dostat se k necilové bioté. Pii posuzovani rizik ekosystému
vodniho prostiedi, které jsou spojeny s hormony ze statkovych hnojiv, je dilezité predvidani
sorpce dané pudy a sedimentu a identifikace oblasti, které jsou pfedmétem zkoumani (Lee et
al. 2007).

3.2.2.1 Stabilita hormont ve statkovém hnoji a moc¢avce

Ve vzorcich moci dobytka Van der Merwe a Pieterse (1994) zaznamenali, ze zeranol a
taleranol se zdaji byt stabilni, zatimco trenbolon se vyrazné rozkladal. Nicméné, v trusu
dobytka, ktery byl pravdépodobné v anaerobnich podminkach, se 17a-trenbolon a 17f-
trenbolonu jevily jako relativné persistentni s odhadovanym polo¢asem rozpadu pfiblizné 267
a 257 dna. Trendion, primarni metabolit pro trenbolon, byl detekovan v Cerstvém hnoji a jeho
koncentrace se v pribéhu Casu nesnizovaly. MGA byl sledovan na substratu pevnych hromad
trusu. Ackoli se pocatecni koncentrace MGA liSily v zéavislosti na poloze odbéru vzorku v
ramci dané hromady substratu, horni hladiny MGA se béhem doby skladovani (4,5 mésice)
pfili§ nezménily.

3.2.2.2 Stabilita hormont v pidach a ptidach hnojenych statkovymi hnojivy

V soucasné dobé se vétsina studii o degradaci hormont tyka hormont pfidavanych do
pudy ptimo bez ptidani hnojivové matrice. Ve vlhkém padnim prostiedi mikrokosmech se
ttemi zemeédelskymi pidami z Ontaria. Ve vyzkumu Colucci et al. (2001) byly pouzity 3 typy
zemédélskych pudnich vzorkt a byly uvedeny konstanty rozptylu mezi 0,1 a 3 za den pro
17B-estradiolu a 17a-ethynyl estradiolu, coz odpovida hodnotam poloc¢asu rozpadu v rozmezi
od 0,2 do 7 dnl. 17B-estradiol byl oxidovan na estron v sterilnich (autoklavné osetfenych
pudach) i v nesterilnich pudach. Nicmén¢€, na zakladé radioaktivné znaCeného materialu,
estradiol 1 jeho primarni metabolit estron tvorily neextrahovatelna rezidua, a to pouze
v nesterilnich padach. Kompletni mineralizace probihala pomalu, po 61 dnech nebylo
mineralizovano vice nez 15 % estrogent (Colucci et al. 2001). Podobné hodnoty polocCasu
rozpadu pozorovali Lee et al. (2003) pro 17B-estradiol, 17a-ethynyl estradiol a testosteron
v kalovych suspenzich. Synteticky androgen, 17B-trenbolon, byl za aerobnich podminek
rozkladan na trendion jak v saturovanych pudnich suspenzich, tak v nesaturovanych vlhkych
pudnich mikrokosmech s hodnotami polocasu rozpadu niz§imi nez 1 den. Nasledna degradace
trendionu vsak probihala pomaleji, s poloCasy rozpadu v rozmezi 3 az 5 dni. Trenbolon je
tedy perzistentni v hnojistich (Schiffer et al. 2001), které jsou z vétSiny anaerobni. Jakmile se
vSak objevi aerobnim pudnim prostiedi, dochazi k rozkladu matetské slouceniny velmi rychle.
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Das et al. (2003) urcili koeficienty rozkladu testosteronu a 17B-estradiolu a jejich
nékolika metaboliti ve studii zahrnujici vzorky povrchové vrstvy zemédélské pudy,
sedimentti sladkovodnich vod a dvou typu pisCitych pud. UrCené koeficienty rychlosti
rozkladu (k) povrchové vrstvy zemédeélské pudy a sladkovodniho sedimentu se pohybovaly od
0,002 do 0,41 h!' (pologas rozpadu = 0,07-14 dni), pfi¢emz hodnoty k dvou primarnich
metabolitt byly urCeny jako vyssi nez hodnoty k matefskych hormona. Ackoliv bylo zjisténo,
Ze sorpce matecného hormonu a jeho metabolitd pudou byla znacné vysoka (4-80 1/kg),
sorpce degradaci nebranila.

Jacobsen et al. (2005) ve své studii ukazali, ze pfi inkubaci vlhkych pid deseti procenty
praseciho hnoje probihala zvySena pfemeéna na metabolity 17B-estradiolu a testosteronu.
Nicméné Uplna mineralizace (na CO2) byla témito zménami sniZzena. To bylo v prubéhu
testovani sledovano pomoci radioaktivné znacCeného 17f-estradiolu a testosteronu. Tyto
vysledky naznacuji, ze mikroorganismy pochézejici z hnoje mohou byt 1épe aklimatizovany
pro preménu hormond na jejich metabolity, které maji typicky niz§i potencial naruseni
endokrinniho systému, i presto, ze padni mikroorganismy mohou zvysit celkovou
mineralizaci.

3.2.3 Pohyb hormonu v pidnim sloupci

Studie tykajici se steroidnich hormont, antimikrobialnich latek a jinych silné
sorbujicich organickych sloucenin ukazaly, ze desorpce, povrchovy odtok, pfednostni
transport pies pidni makropory do podzemnich vod nebo do kanaliza¢nich stok mohou zvysit
mobilitu kontaminant (Lee et al. 2007). Haws (2003) provedl ve své disertacni praci studie
transportu vody a rozpusténych latek na dvou podpovrchové odvodriovanych zemédé€lskych
pozemcich. S pouzitim nékolika nereaktivnich (chloridy a bromidy) a reaktivnich (atrazin a
alachlor) stopovacich latek, zjistil, zda byly v piipadé aplikace chemickych latek
bezprostiedné nad odtokovym systémem nachylné k rychlému transportu. Sledovaci latky
byly povrchové aplikovany v raznych horizontalnich vzdalenostech nad odtokovym
systémem, ktery se nachazel 1 m pod povrchem. Bromid a alachlor umisténé 5 m od drénu
dorazily do jeho blizkosti soucasné. Laboratorni studie naznacily, ze sit’ velkych makropora,
tvorenych pravdépodobné kofenovymi kanalky a nory zizal, slouzi jako preferencni cesty
proudéni v plné ¢i téméf plné€ saturované pudé. Jakmile Groven nasyceni pudy klesa, dochazi
k pfenosu proudéni, a tedy i transportu pfes primarni sit mensich makropori (Haws et al.
2004).

Das et al. (2003) zkoumali osud a transport testosteronu a 17B-estradiolu v sérii
transportnich experimentt s rychlym prutokem. Testy byly provadény na povrchové puade,
sladkovodniho sedimentu na dvou piscitych padach. Sorpce hormont i jejich metaboliti byla
umérna pudnimu OC (organickému uhliku) s hodnotami log Koc (2,77-3,69). Podobné
hodnoty pozorovali také Lee et al. (2003), a dale hodnotili sorpci a mobilitu 17B-estradiolu a
testosteronu na hlinitopis¢itém a pis€itém typu pud. V hlinitopisCité ptudé nebyl ani jeden z
hormont po vymyvani vodou (objemové bylo pouzito asi 10x vice vody, nez bylo volnych
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pora v pude) z pudy vymyty. Z aplikovaného testosteronu a 17B-estradiolu bylo 80 % a 96 %
zachyceno v hornich 5 c¢cm pudy. Naproti tomu z pisCité pudy bylo pfi stejném procesu
vymyto pfiblizné 90 % obou hormonalnich latek.

Shore et al. (2004) sledovali 15 lokalit po dvé po sobé jdouci destové sezony roce 2004
v udoli Horniho Jordanu, které zahrnovaly malé farmy, pastviny pro dobytek, a rybniky.
Koncentrace hormont byly nejvyssi po prvnim silném desti po nezvykle slabém tfiletém
obdobi srazek. Testosteron byl detekovan nejprve v koncentracich az 6 ng/l, nasledovan
estrogenem v podobnych koncentracich, které¢ se béhem 3 mésict postupné snizovaly az na
nedetekovatelné hladiny (<0,3 ng/l). Tyto koncentrace byly pfisuzovany odtoku z pastvin pro
dobytek a odtoku odpadni vody z rybnikt. Dale bylo zjisténo, ze estradiol ziejmé podléha
ireverzibilni sorpci nebo transformacnim procesim v mnohem vétsi mife nebo rychleji nez
testosteron, pravdépodobné v dasledku specifickych s fenolovou skupinou na estradiolu.

VétsSina studii monitorujicich terén, které se pokousely propojit aplikaci hnoje na padu s
pritomnosti veterinarnich 1é¢iv v povrchovych vodach, se soustfedily na métfeni koncentraci
estradiolu, testosteronu, nebo obou téchto latek v odtokovych vodach ze zemédélskych poli,
na které byla dfive aplikovana drubezi podestylka. (Finlay-Moore et al. 2000, Nichols et al.
1997, Shore et al. 1995). Ve vSech téchto studiich byla zjisténa vyznamna mnozstvi 17f-
estradiolu a/nebo testosteronu v odtokovych nebo drenaznich vodach. Finlay-Moore et al.
(2000) pouzili enzymoveé vazanou imunosorb¢ni analyzu (ELISA) k odhadu koncentraci 17f3-
estradiolu a testosteronu jak v odtokové vodé, tak v samotné pudé z pastviny pasené
dobytkem, na kterou byla aplikovana dribezi podestylka. Koncentrace estradiolu a
testosteronu ve odtokovych vodach se pohybovaly v rozmezi 20-2330 ng/1 (pro estradiol) a od
10 do 1830 ng/l (pro testosteron). Koncentrace estradiolu a testosteronu v samotné pude
dosahovaly (po aplikaci drubezi podestylky) na 675 a 165 ng/kg. Jak ve studii Finlay-Moore
et al. (2000), tak ve studii Nichols et al. (1997) se ukazalo, Ze koncentrace hormonu
v odtokovych vodach jsou silné zavislé na mnozstvi aplikované driibezi podestylky, a také na
casu uplynulém od aplikace.

3.3 Metody vyuzivané pro separaci a kvantifikaci estrogennich latek

Chromatografie je separacni technika v chemické analyze, pfi niz se slozky vzorku
oddéluji pfi prachodu chromatografickym médiem. Zahrnuje také interakci se vzorkem,
stacionarni fazi a mobilni fazi. HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
vysokou¢inna kapalinova chromatografie se pouziva se jako metoda kapalinové
chromatogratie v analytické chemii (Grebe & Singh 2011). Kombinace kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektroskopie (LCMS) byla vyvinuta pro kvantitativni analyzu
vybranych biomolekul a ve srovnani s HPLC ptedstavuje vysoce citlivy, pfesny a specificky
postup stanoveni. To je kli¢ovy rozdil mezi HPLC a LCMC (Churchwell et al. 2005).
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3.31 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separacni technikou pouzivanou
analytické chemii. Pouziva se predevSim k separaci slozek, identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych slozek ve smési. Diive byla tato metoda znama jako vysokotlakd kapalinova
chromatografie, protoze zavisela na Cerpadlech, kterymi proudilo kapalné rozpoustédlo pod
tlakem obsahujici smés vzorkd pres kolonu naplnénou pevnym adsorpénim materidlem.
Kazda slozka ve smési vzorka interaguje s pevnym adsorpénim materialem jinak, coz ma za
nasledek rizné pratoky pro rizné slozky. Mira zadrzeni ovliviiuje dobu setrvani slozky
v kolong, a tak dochazi k separaci latek. Metoda HPLC je pouzivana k separaci smési latek,
které jsou malo té¢kavé nebo netékavé, které jsou termicky labilni, latky iontové povahy a
latky vysokomolekularni. Lze separovat slouCeniny polarni i nepolarni. To muze vést k
separaci slozek pfi jejich pratoku kolonou HPLC (Grebe & Singh 2011).

HPLC se pouziva pro ruzné aplikace, jako je analyza hladiny vitaminu D v krvi, uzivani
nelegalnich drog u sportovci pomoci detekce zbytkd drog v jejich moci, tfidéni slozek
komplexniho biologického vzorku pro vyzkumné ucely a analyza a vyroba 1éciv (Churchwell
et al. 2005).

3.3.2 LC/MS

Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LCMS) je zahrnovana mezi
analytické metody. Jsou zde kombinovany fyzikalni separacni schopnosti kapalinové
chromatografie s hmotnostni analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Kapalinova
chromatografie je separa¢ni metoda a hmotnostni spektrometrie se pouziva k analyze poméru
hmotnosti a naboje nabitych Ccastic. Kapalinova chromatografie-tandemova hmotnostni
spektrometrie (LC-MS/MS) nabizi analytickou specificnost vyssi nez imunoanalyzy nebo
konvenéni vysokoucinna/tlakova kapalinovd chromatografie (HPLC) pro nizkomolekularni
analyty a ma vyssi vykon nez plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (GC-MS).
LCMS se pouziva predevsim k separaci, detekci, identifikaci a kvantifikaci biochemickych
vlastnosti konkrétniho vzorku v ptitomnosti slozitych chemickych smési (Churchwell et al.
2005).

Ukazalo se vSak nékolik omezeni LC-MS/MS, kterd se soustied’uji na vzajemné se
ovliviwgjici trojuhelnik tii prvka: citlivosti, specifi¢nosti a vykonnosti. I kdyz je propustnost
vzorkll vyssi nez u konvenc¢ni HPLC nebo GC-MS, v porovnani s automatizovanymi
imunoanalyzami v této oblasti zaostava. Mezi techniky, které zvySuji propustnost, patii primé
vstiikovani vzorku, LC-multiplexing a samplemultiplexing. Opatfeni ke zlepSeni specifi¢nosti
a citlivosti zahrnuji Cisténi vzorku a optimalizaci chromatografie tak, aby bylo zabranéno
interferencim a potlaceni iontl v dusledku slozek matrice vzorku (Grebe & Singh 2011).
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4 Metodika
4.1 Odbér vzorku

Celkem byly odebrany vzorky pid ze tii mist. Slo o 3 riizné pidni typy: Sernozem,
kambizem a fluvizem. VSechny pudni vzorky byly odebrany z lokalit experimentalnich
pozemkti Ceské zemé&dglské univerzity. Vzorky ptdniho typu ernozem byly odebrany na
lokalité Suchdol, kambizem byla odebrana lokality Humpolec a fluvizem z lokality Patek.

Vzorky byly piipraveny pro mikrobiologické a enzymatické analyzy, jak je popsano
v nasledujicich kapitolach.

4.2 Priprava pudnich vzorku

Z kazdého pudniho vzorku bylo odebrano takové mnozstvi pudy, aby mohlo byt
naplnéno celkem 117 nadob (39 nadob pro kazdy pudni typ) 100 g pudy (v susing), viz
tabulka €. 5. Pouzité pudni vzorky byly pfedem vysusSeny a piesety pies 2 mm sito.

Pudni typ Pocet nadob | Kapacita Celkova Odbér Opakovani
nadob (g) hmotnost (kg) | vzorka odbéru

Cernozem 39 100 g 3,9 13x 3

Fluvisol 39 100 g 3,9 13x 3

Kambisol 39 100 g 3,9 13x 3

Celkem 3 Celkem 117 | 100 g/nadoba | Celkem 11,7 Celkovy pocet vzorku

pudni typy | nadob kg zeminy pro 1 pudni typ = 39

Tab. €. 5.: Prehledné shrnuti kapacity a po¢tu nadob, hmotnosti pouzité zeminy a dalSich
parametrd potifebnych pro zapoceti pokusu.

4.3 Pridani estronu (E1) do pudnich vzorku

Estron (E1), ktery byl pfidan do ptdnich vzorkd, byl objednan Estron (E1) byl objednan
u firmy TCI EUROPE N.V. Zwijndrecht Belgie (Cistota >99 %) a vnitini standard >C u firmy
Chromservis s.r.o. Praha, Ceska republika (&istota 99 %).

Estron byl pouzit koncentraci 50 ug/kg podle publikace Mashtare et al (2013). 5 mg E1
bylo nejprve rozpusténo v 10 ml dimethylsulfoxidu (DMSO) a nésledné ziedéno destilovanou
vodou az do dosazeni koncentrace 0,5 pg/ml. Roztok byl rozdélen tak, aby bylo do kazdé
nadoby s obsazenym pudnim vzorkem piipravenym pro oSetieni estronem pfidano 10 ml
roztoku. Takto pfipraveny vzorek byl intenzivné promichan pro dosazeni maximalni
homogenizace. Pokus trval celkem 28 dni a jednotlivé vzorky byly odebirany v sedmi
casovych rozestupech po inkubaci (0 h, 4 h, 12 h, 24 h, 3 dny, 7 dni a 28 dni). Pfi kazdém
odbéru v daném casovém horizontu Sestkrat odebrano priblizn€ 20 g pudy. Tii odbéry slouzily
jako opakovéni vzorku a dalsi tfi jako kontrolni vzorky. Ihned po odebrani byly vzorky
ulozeny do mrazaku pii — 80 °C.
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4.4 Stanoveni vodni kapacity

Vodni kapacita (WHC) byla nastavena na 60 % a udrzovana po celou dobu trvani
pokusu. Pocate¢ni WHC se skladala z 10 ml roztoku estronu plus doplnéni destilované vody
do 60% vlhkosti. Tento postup byl opakovan pro kazdy typ pudy.

4.5 Stanoveni pH

Pro stanoveni pH jednotlivych vzorka padnich typt bylo nejprve potieba piipravit 1 litr
roztoku o koncentraci 0,01 mol/l CaCl,. Nasledné byly pouzity PVC zkumavky o objemu 8
ml, do kazdé z nich byl pfidan 1 g vysuseného pidniho vzorku a 2,5 ml pfedem pfipraveného
roztoku (0,01 mol/l CaCl»). Pfipravena smés byla v nadobach pevné uzaviena a umisténa
v tfepacce (viz Samostatné piilohy obrazek ¢.1.). Zde dochazelo k promichani pti 180 rpm a
25 °C po dobu 120 minut. Po takto provedeném homogenizovani smeési byly vzorky
pfemistény na pevnou plochu a nechany k ustaleni po dobu 60 min. Na takto pfipravenim
roztoku byla nasledné zmétena hodnota pH pomoci pfedem kalibrovaného pH metru.

4.6 Stanoveni elektrické konduktivity

Pro méfeni elektrické konduktivity byl nejprve pripraven 1 litr roztoku o obsahu 0,01
mol KCI. Ten byl pfipraven rozpusténim 0,7455 g KCI v 1 I destilované vody. Tento roztok
byl pouzit pro kalibraci pfistroje, pomoci né¢hoz byla elektricka konduktivita méfena.
Nasledné byly pouzity zkumavky o objemu 50 ml, a kazda byla naplnéna 2 g pidniho vzorku
a doplnéna 20 ml destilované vody. Zkumavky byly premistény do tfepacky (viz Samostatné
ptilohy obrazek €.1.), kde byly promichavany za podminek 180 rpm a 25 °C po dobu 30 min.
Poté byly umistény na pevnou plochu po dobu 30 min pro ustdleni zeminy. Na pfedem
kalibrovaném EC-metru (pomoci predem piipraveného KCI roztoku) byla zmeétena elektricka
konduktivita kazdého vzorku.

4.7 Stanoveni textury pudnich vzorka

Pro kazdy pudni typ byl odebran vzorek pfiblizné 10 g. Kazdy vzorek byl navlhcen
destilovanou vodou tak, aby doSlo k soudrznosti zeminy a zarover, aby se pfili§ nelepila na
ruce. Kontrola spravného navlhéeni zeminy probihala tak, ze byla hmota nafiznuta nozem a
vznikl cisty fez. Nejprve bylo vyzkouSeno, zda lze vzniklou hmotu na tvrdé podlozce
vytvarovat tak, aby vzniklo vlakno pfiblizné o priméru 3 mm. Tato vlakna byla valena tak,
aby vytvorila délku alespoit 10 cm. Pokud bylo vytvofeno 10 cm dlouhé neporusené,
nepopraskané vlakno, bylo stoeno do krouzku. Opét nemélo dojit k poruseni struktury
vlakna. Pokud nedoslo k poruseni, bylo z dané hmoty vytvofeno vlakno o priméru 1 mm,
pficemz byla z pfipravené hmoty odstranéna vétsi zrna pisku. Tento postup byl aplikovan na
vSechny tfi vzorky jednotlivych ptadnich typu a jejich textura byla posouzena podle kritérii
popsanych v nasledujicim odstavci.

Vzorky piscité pidy nelze pouzit k vytvoreni vlaken o priméru 3 mm. Jejich struktura
se pii tvoreni vlaken o priméru 3 mm méni, praska a nedrzi pii sobé. Se vzorky piséito-
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hlinitych a hlinito-piscitych pid je mozné vytvorit vlakna o priméru 3 mm, ale ne vlakna uzsi
(1 mm). Vlakna o praiméru 3 mm navic praskaji, kdyz je chceme stocit do krouzku. Ze vzorka
hlinitych pid mazeme vytvofit vlakna o priméru jak 3 mm, tak 1 mm. Vlakna o priméru 3
mm se vSak trhaji nebo praskaji, chceme-li je stoit do krouzku. Se vzorky jilovitych puad
muiizeme vytvofit vlakna o priméru jak 3 mm, tak 1 mm, a pfi staCeni do krouzku ani jeden ze
dvou typt vlaken ani nepraska ani se netrha.

4.8 Stanoveni zivin

Obsah dostupnych zivin (Ca, Mg, K, P, S, Mn, Fe, Cu, Zn, Cr) v padach byl stanoven
nasledovné: Do uzaviratelné polyethylenové nadoby o objemu 250 ml bylo navazeno 10,0 g
upraven¢ho pidniho vzorku. Pomoci odmérého valce bylo ke vzorku pfidano 100 ml
extrakéniho roztoku Mehlich III. Po uzavieni nadoby bylo extrahovano na horizontalni
tfepacce po dobu 10 minut. Po ukoncené extrakci byla vysledna suspenze ihned prefiltrovana
ptes husty filtraéni papir. Obsah zivin v extraktech byl stanoven metodou emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP — OES).

Extrakéni roztok Mehlich III, ve kterém byla zemina vyluhovana obsahuje: 0,2 mol/l
CH3COOH, 0,015 mol/l NH4F, 0,013 mol/l HNO3, 0,25mol/l NH4NO3 a 0,001 mol/l EDTA.

Celkovy obsah uhliku, dusiku, vodiku a siry vv padach byl stanoven s vyuzitim
pristroje CHNOS Vario MACRO cube (Elementar Analysensysteme GmbH, Némecko).

4.9 Stanoveni enzymatické aktivity

Enzymaticka aktivita byla méfena u lakazy a mangan peroxidazy, peroxidazy a oxidazy.
0,2 g vzorku bylo smichano s 20 ml fosfatového pufru (50 mM, pH 5) (1:100 wt/v), ne€kolik
sekund homogenizovano v UltraTurraxu, déle filtrovano Waltmanovymi filtraénimi papiry a
nalevkami a shroméazdéno do 8 ml zkumavek. Poté byl roztok filtovan ptes filtracni valce (viz
samostatné piilohy obr. ¢. 2 a 3) a shromazdén pro pipetovani (viz samostatné piilohy obr. €.
4). Pipetovani probihalo umisténim vzorkli do pruhledné desticky s 96 jamkami (viz
samostatné pfilohy obr. ¢. 5). Do kazdé jamky bylo napipetovano 50 ul vzorku a 200 pl
specifického substratu ve ¢tyfech enzymatickych opakovanich na vzorek a méfeno v pfistroji
Tecan INFINITE M PLEX s programem Magellan 7.2 SPI (viz samostatné piilohy obr. ¢. 6).

4.10 LC/MS analyza

Pro kazdy vzorek bylo pouzito 0,5 g zeminy, ktera byla obohacena o 50 ng, smichano s
5 ml HPLC methanolu, vortexovano (10 sekund), horizontalné protfepano (15 minut), opét
vortexovano (10 sekund), sonikovano (15 minut), odstfedéno (4500 otacek za minutu, 200 °C,
10 minut) a supernatant odebran. Postup se opakoval dvakrat, a nakonec se odebralo 10 ml
supernatantu. 1,5 ml bylo prefiltrovano pfes 0,22mm PTFE filtry do HPLC lahvicek a
spusténo v HPLC pfistroji.
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S Vysledky

5.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti pudy

Nameétené pH vsech tfi padnich druhti se od sebe zasadné nelisi, hodnoty se pohybovaly
od 6 do 7, viz tabulka ¢. 6.

Pudni typ kambizem fluvizem cernozem

pH 6 7 6.2

Tab. ¢. 6.: Vysledné pH vSech tfech ptdnich typu.

Postup stanoveni textury pudnich vzorka byl popsan jiz v kapitole 4.7. Textury vSech
tfech pudnich typt jsou popsany v tabulce €. 7.

Pudni typ kambizem fluvizem cernozem

textura piscito-hlinita hlinity jil hlinita

Tab. €. 7.: vysledna textura urCena pro vSechny tii pudni typy.

Elektricka konduktivita byla méfena podle postupu popsaném v kapitole 4.6, a jeji
vysledné primérné hodnoty jsou pro kambizem 0,04 mS, pro fluvizem 0,19333 mS a pro
¢ernozem 0,09 mS, viz tabulka ¢. 8.

Nazev Prumérné hodnoty
vzorku EC (mS) (mS)
B1 0,05
B2 0,04 0,04
B3 0,03
Fl 0,19
F2 0,19 0,193
F3 0,20
Z1 0,09
72 0,09 0,09
73 0,09

Tab. ¢. 8. Vysledky elektrické konduktivity pro jednotlivé pudni typy. BI1-3
reprezentuje pudni typ kambizem, F1-3 fluvizem a Z1-3 ¢ernozem.
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5.2 Stanoveni zivin

Ziviny v padnich vzorcich byly stanovovany podle postupu popsaného v kapitole &. 4.8. Pro
stanoveni byly pouzity vzdy tfi ptidni vzorky pro kazdy pudni typ ve dvou replikach, jak je
zobrazeno v tabulce ¢. 9a. Bylo tedy pouzito celkem 18 pudnich vzorkli. Vysledné hodnoty
zivin v pudach a jejich poméry jsou zobrazeny v tabulkach ¢. 9a a ¢. 9b.

Poméry zivin C/N a C/N/P naznacuji, ze pudni druh fluvisol je ze vSech zkoumanych
pudnich typt nejvhodnéjsi pro mikrobialni Cinnost. A to proto, ze fluvisoli byl naméfen
nejvyssi pomér C:N (26:1) a nejniz§i obsah P (3 mg/kg). To mélo za nasledek, ze byla
nejvhodngjsi pro ¢innost mikroorganismu (C:N:P 26:3). Druhou nejlepsi ptidou byla uréena
cernozem (C:N:P 12:4) a posledni kambizem (C:N:P 10:6) (viz tabulka ¢. 9). Vhodnost
pomeértu zivin v pudnim prostfedi na mikrobialni C¢innost byla posuzovana podle publikace
Elser a Hamilton (2007), dle niz koncentrace C, N a P zajistuji zakladni energetické a
zivinové potteby ptdnich mikroorganismd.

Nézev [véha pomér pomér
vzorku |[mg] N[%] |C[%] |H[%] |S[%] |C/N C/H

F1 30,754 0,28 7,38 0,642 | 0,067 | 26,6643 11,49
Fl 31,22 0,28 7,57 0,634 | 0,063 | 26,7274 11,95
F2 28,522 0,3 7,77 0,64 0,064 | 25,7815 12,15
F2 32,166 0,29 7,47 0,616 | 0,059 | 25,9059 12,13
F3 29,704 0,29 7,93 0,628 | 0,068 | 26,9471 12,62
F3 31,353 0,29 7,81 0,655 0,06 | 26,6796 11,92
Bl 34,319 0,21 2,13 0,947 | 0,019 | 9,8993 2,24
Bl 27,148 0,21 1,96 0,99 0,012 | 9,3615 1,99
B2 29,194 0,22 2,24 0,962 | 0,013 | 9,9562 2,33
B2 30,67 0,21 2,13 0,993 | 0,012 | 10,0399 2,15
B3 26,554 0,18 1,86 0,872 * 10,2699 2,13
B3 27,674 0,2 1,94 0,955 * 9,6979 2,03
Z1 27,673 0,24 2,85 0,781 | 0,015 | 12,0603 3,64
Z1 30,345 0,24 2,78 0,8 0,014 | 11,6293 3,47
72 29,066 0,22 2,88 0,781 | 0,017 | 12,8333 3,69
72 28,715 0,23 2,81 0,744 | 0,019 | 12,4481 3,77
Z3 28,159 0,24 29 0,781 | 0,009 12,183 3,72
Z3 30,148 0,23 2,77 0,769 | 0,017 | 12,0563 3,60

Tab. ¢. 9a.: Tabulka vytvorena pro pudni ziviny v pudé (N, C, H, S) a jejich poméry
C/N a C/H. Zkratky pudnich typt: F — fluvizem, B — kambizem, Z — ¢ernozem; *hodnoty pod
mezi detekce stanoveni

31



Pidni typ kambizem fluvizem dernozem
C/N pomér 10 26 12
C/H pom¢ér 2 12 4

K (mg/kg) 14 39 34

P (mg/kg) 6 3 4

Ca (mg/kg) 154 2629 648
Mg (mg/kg) 16 37 22
Mn (mg/kg) 8 3 16

S (mg/kg) 6 15 8

Zn (mg/kg) 0,288 0,402 0,566
Fe (mg/kg) 26 28 6

Cu (mg/kg) 0,268 0,091 0,381
Cr (mg/kg) 0,024 0,009 0,009

Tab. ¢. 9b.: Stanovené ziviny (K, P, Ca, Mg, Mn, S, Zn, Fe, Cu a Cr) pro vSechny tfi
padni typy.
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5.3 Koncentrace estronu

Vysledky LC/MS analyzy byly zaznamenany v tabulce ¢. 10. Tyto naméfené hodnoty
byly dale pouzity pro vytvoreni grafli zobrazenych na obrazcich ¢ 7 a 8. V tabulce ¢. 11 jsou
uvedeny pramérné hodnoty koncentrace estronu v pudach v jednotlivych ¢asech odbéru (pro
pomoc pii analyze vztahu pada/Cas/estron).

Koncentrace estronu (E1) v pudé ng/kg

Padnityp 4h 12 h 24 h 3dny 7dni 28dni median min max
kambizem 1,31 1,01 0,69 0,44 0,29 0,07 0,58 0,00 1,44
kambizem 1,02 1,04 0,69 0,36 0,00 0,08
kambizem 1,44 0,99 0,85 0,48 0,26 0,02
fluvizem 1,02 0,90 0,91 0,64 0,66 0,25 0,70 0,05 1,09
fluvizem 0,82 0,98 0,74 0,44 0,45 0,28
fluvizem 1,09 0,90 0,94 0,05 0,18 0,25
c¢ernozem 1,69 0,85 0,55 0,20 0,17 0,05 0,40 0,05 1,69
¢ernozem 1,18 0,86 0,57 0,26 0,17 0,05
¢ernozem 1,36 0,86 0,73 0,17 0,21 0,05

median 1.18 0.90 0.73 0.36 0.21 0.07
min 0.82(F) 0.85(Z) 0.55(Z) 0.05(F) 0.00(B) 0.02(B)
max 1.69(Z) 1.04(B) 0.94(F) 0.64(F) 0.66(F) 0.28(Z)

Tab €. 10: VSechny vysledné hodnoty LC/MS analyzy. Oznaceni pismeny Z, F a B

v zavorkach za hodnotami ve spodni ¢asti tabulky odpovidaji jednotlivym ptdnim typam. F
pro fluvizem, Z pro ¢ernozem a B pro kambizem. Hodnoty byly pouZity na vytvoreni grafi ¢.
7 a 8 pomoci programu Statictica.

¢as kambizem fluvizem c¢ernozem

4h 1,25 0,98 1,41
12h 1,01 0,93 0,85
24 h 0,74 0,86 0,62
3d 0,42 0,37 0,21
7d 0,18 0,43 0,18
28d 0,06 0,26 0,05

Tab ¢. 11.: primérné hodnoty koncentraci estronu ve vSech tiech pudnich typech v zavislosti
na case.
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Chovani estronu v zavislosti na Case je zobrazeno v grafu na obrazku ¢. 7. Zde je
zobrazeno linearni snizeni jeho koncentrace v pudé v zavislosti na case. V prvnich 24
hodinach koncentrace estronu linearn€ klesala a v 3. dni byl zaznamenan dal$i prudky pokles
koncentrace (z hodnoty medianu 0,73 v méfeni po 24 hodinach na hodnotu medianu 0,36 pfi
meéteni po 3 dnech). Mezi 3. a 7. dnem koncentrace estronu stale klesala, ovsem pokles byl jiz
mirnéjsi, prudky pokles pfisel v 28. dni méfeni na samotném konci experimentu (median 0,07
ng/kg).
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Obr. ¢. 7.: Graf zobrazujici proménu koncentraci estronu padeé v zavislosti na Case. Vytvoreno
v programu Statistica pfi pouziti dat uvedenych v tabulce ¢. 10.
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Obr. ¢. 8: Graf zobrazujici proménu koncentraci estronu v pudé v zavislosti na pudnim typu.
Vytvorfeno v programu Statistica pii pouziti dat uvedenych v tabulce €. 10.

Z vysledk méfeni vyplyva, ze pidni typ kambizem a Cernozem se v prubéhu pokusu
chovaly podobné, zatimco fluvizem méla rozdilné hodnoty, prestoze v prvnich 3 dnech
pokusu mély fluvizem a kambizem relativn€ blizké hodnoty, jak lze vidét v tab. ¢ 10. Kromé
prvnich 12 hodin pokusu vychazely u padniho typu fluvizem vzdy nejvyssi primérné hodnoty
(viz tab. ¢. 10) s vyjimkou 3. dne, kdy hodnoty fluvizemé vybocuji s nejnizsi hodnotou 0,05
viz tabulku. ¢. 10 (3. den/Cas/hodnoty). Tento rozdil hodnot se mezi pudnimi typy
s pribyvajicim Casem zvétSoval: 3. den nebyly rozdily hodnot pidnich typu pfili§ rozdilné,
zatimco 28. den byla u fluvizemé namétena 4krat vys$si primérna hodnota nez u kambizemé a
Skrat vy§si nez u ¢ernozemé (viz tab. ¢. 10) Rozdily hodnot byly naméfeny i mezi kambizemi
a Cernozemi, 1 kdyz ne tak vysoké jako v pfipadé fluvizemé. Celkové vykazovala kambizem
vyS$si koncentrace estronu nez ¢ernozem, s vyjimkou prvnich 4 h, kdy méla Cernozem nejvyssi
hodnotu, ale rozdil v hodnotach mezi obéma pudami se v Case snizoval a na konci pokusu
byla naméfena prakticky totozna hodnota.
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Na zakladé vysledki zaznamenanych v tabulce ¢. 10 a v souvisejicim grafu - obr. 8 je
ziejmé, ze u kambizemé a fluvizemé bylo pozorovano stabilni chovani s konstantnéjsimi
zménami koncentraci mezi jednotlivymi po sobé jdoucimi vzorky, nez jak tomu bylo u
cernozemé a také s rovnomérnéji rozlozenymi hodnotami (oba mély median uprostfed pole).

U kambizemé vSak bylo pozorovano vét§i rozmezi hodnot nez u fluvizemé, kde bylo
rozmezi kompaktnéjsi. To ukazuje, Ze estron byl na zacatku pokusu adsorbovan méné€ nez u
fluvizemé (ve 4 hodinach pokusu byly naméfeny hodnoty koncentrace 1,25 u kambizemé a
0,98 u fluvizemé). Jak bylo uvedeno, u fluvizemé byla naméfena niz§i pocatecni koncentraci
(0,98), coz predpoklada vyssi pocCatecni adsorpci estronu, avSak na konci pokusu byla u
fluvizemé naméfena nejvys§i koncentrace (0,26), coz naznaluje, ze adsorpce nebo
transformace se ke konci experimentu zpomalovala.

Cernozem byla ptdou s nejintenzivngj$i zménou, u které byla na zatatku pokusu
nameétena nejvetsi pritomnost estronu (po 4 h), po 28 dnech ho zistalo nejméné v porovnani
s ostatnimi pUdnimi typy. V prvnich 12 h méla velky propad, ktery pokracoval méné
intenzivné az do 3. dne. Mezi 3. a 7. dnem byly naméfeny podobné hodnoty, a poté mezi 7.
dnem a koncem pokusu hodnota koncentrace opét poklesla. Tyto vétsi vykyvy byly
zaznamenany i v medianu, ¢imz byl pozitivné zkreslen graf. To bylo zptusobeno obecné
vyS$simi hodnotami, které byly u Cernozemé naméfeny (maximalni naméfena koncentrace
estronu v prub&hu celého pokusu byla 1,69).
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5.4 Enzymaticka aktivita

Primémé hodnoty lakazy a MnOxidazy jsou uvedeny v tabulce €. 12 a jejich statistiky v
grafech na obr. ¢. 9 (enzymaticka aktivita v Case) a obr. ¢. 10 (enzymaticka aktivita v riznych
padnich typech).

Lakaza Mn-oxidazy median
pro Cas

¢as kambizem fluvizem cd{ernozem kambizem fluvizem ¢ernozem
4h 398 363 345 325 313 348 347
12h 350 411 313 438 432 317 380
24h 285 377 210 399 401 344 360
3d 245 447 365 325 571 295 345
7d 273 442 412 312 335 342 339
28d 361 422 309 293 332 377 346
Median
enzymiu 317 417 329 325 368 343
v pudé
Median Kkambizem fluvizem ¢ernozem
celkem 325 406 343

Tab. ¢. 12: VSechny naméfené hodnoty enzymatické aktivity po vSechny tfi pudni typy —
kambizem, fluvizem a Cernozem. Ve spodni Casti tabulky jsou uvedeny mediany hodnot
enzymatické aktivity pro rizné padni typy. V pravé Casti tabulky jsou uvedeny mediany
hodnot enzymatické aktivity pro ¢asova méreni. Hodnoty v tabulce slouzily k vytvoreni grafi
zobrazenych na obr. ¢ 9. a ¢. 10.

Hodnoty ¢asovych mediant (z tabulky ¢. 12) ukazuji, Ze enzymaticka aktivita probihala
po celou dobu experimentu, piicemz nejvy$si mediany byly v méfeni po 12 hodinach a poté
po 24 hodinéch, nejnizsi po 7 dnech a vSechny ostatni mély prakticky stejné hodnoty. BliZzsi
pohled na data poskytuje obr. €. 9, z néhoz je patrné, ze po 4 hodinach se vyskytovaly blizké
hodnoty ve vSech tfech ptidach. Do 12 h se aktivita obecné zvysila (hodnoty pies 400 U/mg) a
data byla variabilnéjsi; po 12 h zacal probihat patrny pokles, stale ale s obecné dostate¢né
vysokymi hodnotami, ale také s nejniz§i nameétenou hodnotou (210 U/mg pro lakdzu v
cernozemi); nasledovala nejvyssi hodnota v pokusu ve 3. dni (571 U/mg pro Mn-enzymy ve
fluvizemi). V obdobi od 12 hodin do 3 dni doSlo k nejintenzivn€j§im zméndm v celém
pokusu, o ¢emz sveéd¢i nejveétsi rozpéti hodnot (od nejnizs§ich po nejvyssi v pokusu). Den 7
m¢él nekteré vysoké hodnoty (v fadu 400 U/mg), které pozitivné zkreslovaly graf, ackoli jeho
median byl nejnizsi. Klesajici trend pokracoval 1 28. den, kdy byly celkové hodnoty nizsi nez
v pfedchozim obdobi, ale byly kompaktnéji rozlozené a dostatecné vysoké, aby meély ve
vysledku vyssi median.
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Obr. ¢. 9.: Grafické zobrazeni enzymatické aktivity v pidnim prostfedi zobrazena v pribéhu
Casu. Vytvoreno v programu Statistica pii pouziti dat uvedenych v tabulce €. 12.
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Obr. ¢. 10.: Grafické zobrazeni enzymatické aktivity v plidnim prostredi v zavislosti na
pudnim typu. Vytvofeno v programu Statistica pii pouziti dat uvedenych v tabulce ¢. 12.
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Rozdily hodnot v Case byly zpusobeny dasledkem rozdilt jak v chovani jednotlivych
pud, tak i v chovani jednotlivych enzyma v danych pudach. Obrazek ¢. 9 shrnuje celkové
hodnoty jednotlivych enzymt v jednotlivych pidach a obrazku ¢. 10 byl vytvofen pro
zvyraznéni rozdild v pudach.

Cernozem méla nejkompaktngjsi hodnoty, vétsinou v rozmezi 300 U/mg, ale také
nejnizs§i namétrenou hodnotu (210 U/mg pro lakazu, v grafu na obrazku €. 10 je tato hodnota
zobrazena jako odlehld). U kambizemé byly vysledné hodnoty rozprostfené od 200 do 400
U/mg s vétsi variabilitou hodnot. Fluvizem méla nejvyssi celkové hodnoty, vétSinu okolo 400
U/mg a jednu vysokou hodnotu (571 u/mg) pro Mn-enzymy (je zobrazena jako odlehla
hodnota v grafu na obr €. 10).

Z obr. ¢. 11 je patrné, ze Mn-enzymy mély vyssi aktivitu nez lakaza a byly vice
zastoupeny v kambizemi a Cernozemi. Fluvizemé mély naopak nizsi aktivitu MnOxidasy nez

lakazy, ale celkové nejvyssi (4846 jednotek). Kambizem a Cernozem mély velmi blizké
hodnoty (4003 a 3979 jednotek).
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Obr. ¢. 11.: enzymaticka aktivita lakazy a Mn-Oxidaz zobrazena pro tifi pudni typy.

Jednotky udavaji vysi enzymatické aktivity (nejvyssi enzymatickou aktivitu vykazoval ptdni
typ fluvizem s celkovym poctem 4846 jednotek).
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5.5 Korelace enzymatické aktivity a pritomnosti estronu

Procentualni zastoupeni estronu v pude€ (E1%) se od zacatku do konce experimentu
snizovalo. Z pocateCnich 50 pg/kg (50 pg estronu/l kg pudy) zistalo jiz po 4 hodinach v
pruméru 1,21. Ve 12 h byla koncentrace 0,93 a enzymaticka aktivita vyssi. Po 24 h vsak,
ackoli koncentrace E1 stale klesala, klesala i enzymaticka aktivita, ale opét se zvysila po 3
dnech, kdy byla nejvyssi, coz souviselo s nejprudsim poklesem pritomnosti E1 v pidé. Do 28
dna pak dosahla primérné hodnoty 0,12 (ale medianu 0,05). Pokud jde o enzymy, zda se, ze
doslo k rovnomérnému rozdéleni. Lakédza byla vice pfitomna ve 4 h, pak ji dalsi tfi dny
predstihla MnOxidaza, zatimco na konci pokusu byla opét vyraznéjsi lakaza.
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Obr. ¢. 12.: Grafické zobrazeni korelace enzymatické aktivity a pfitomnosti estronu
v Case. Lze pozorovat kontinualni sniZovani estronu v prubéhu cCasu, zatimco rozdé€leni
enzymatické aktivity je rovnomérné. Vytvoreno v programu Statistica.
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5.6 Porovnani vyslednych hodnot vSech tii pudnich typi

Obr. 13, tabulka ¢. 13 (nize) a tabulka ¢. 12 (vyse) pomahaji shrnout a vysvétlit
vysledné hodnoty obsahu estronu v pidé a enzymatické aktivity ve vSech tfech sledovanych
padnich typech. Vsechny tii vykazuji obecné vyssi pokles hodnot estronu do 3. dne pokusu,
poté mirnéjSi pokles az do konce pokusu. Kambizem byla urena jako nejstalejsi v téchto
zménach. Podrobné porovnani chovani sledovanych pad pii trvani pokusu je popsano
v nasledujicich odstavcich.

U kambizemé byla sledovana velmi konstantni zména koncentrace estronu a 28. den
dosahla velmi nizkych hodnot (0,06). Po 4 hodinach bylo namétfeno 1,25 estronu a také
nejvyssi enzymaticka aktivita (398 pro lakazu a 438 pro MnOxidazu). To naznacuje, ze v této
pudé doslo nejen k rychlé pocatecni adsorpci (jak se ocekavalo), ale také byla pfitomna
snadno dostupna mikrobidlni spoleCenstva (vyuzita pro rozklad) se snadnym piistupem k
imobilizovanému estronu (vysvétluje se to jeji pisCitési strukturou ve srovnani s ostatnimi
pudami, ktera umoznila pfistup organismi k estronu). Enzymaticka aktivita po nasledujici
dny kontinualné klesala, stejné jako koncentrace estronu, coz naznacuje, ze s postupujicim
casem mikroorganismy pokracovaly v degradaci dostupného estronu, ale ten se také dale
adsorboval. Na konci pokusu se enzymaticka aktivita zacala opét zvySovat, pficemz hodnota
lakazy 28. den byla 361 oproti hodnoté 273, ktera byla naméfena 7. den. To naznacuje, ze se
estron mohl zacit ¢astecné desorbovat, a tedy byt opét k dispozici pro biodegradaci.

Fluvizem zacinala s nejnizsi dostupnosti estronu (po 4 hodinach hodnota 0,98), ale také
s nejnizsi enzymatickou aktivitou, coz znamena, ze tato puda méla rychlejsi a lepsi sorpci nez
ostatni pudy, ale zZadné mikroorganismy se nepiipravily na rozklad sorbovaného estronu.
Vys8i sorpci 1ze vysvétlit nejvyssi koncentraci uhliku, kterou tato ptiida méla ve srovnani s
ostatnimi dvéma, coz mélo za nasledek vyssi hydrofobnost pudy. Dalsim vysledkem toho, Ze
tato pida méla nejvyssi koncentrace zivin (C:N a C:N:P), bylo, ze se jeji mikrobialni
spoleCenstvo rychle pfizpusobilo pfitomnosti estronu a do 3. dne vykazovalo nejvyssi
mikrobialni (447 pro lakazu a 571 pro MnOxidazu). Tento nartst koreloval s nejrychlej§im
poklesem koncentrace mezi 24 hodinami a 3. dnem, coz ukazuje, ze pivodné sorbovany
estron byl nyni degradovan novymi spolecCenstvy. Na konci pokusu méla fluvizem nejvyssi
zbytkovou koncentraci (0,26), coz lze wvysvétlit jeji jilovitou strukturou: v porovnani
s ostatnimi byla u fluvizemé& urCena textura s nejmensim objemem mikropord, podle cehoz
bylo urCeno, Ze pomala sorpcni faze byla nejdelsi, a to umoznilo mikrobialnim spoleCenstvim
obnovit svou aktivitu vice, nez tomu bylo u kambizemé: fluvizem dosahovala hodnot 422 pro
lakdzu a 332 pro MnOxidazy ve srovnani s kambizemi s 361 pro lakdzu a 293 pro MnOxidazu
ve 28. dni.

Cernozem, ackoli m4 vétsinu pidnich vlastnosti spole¢nych s kambizemi, se chovala
odlisné. Jilovita struktura zaji§tovala zpocatku rychlou sorpci (pies velké pory) a byla zde
dobra mikrobialni aktivita (344 lakdza a 348 MnOxidazy po 4 h) podpofena dobrym
zastoupenim zivin (C:N:P 12:4, K, Mg, Ca atd.). Na rozdil od ostatnich pad se vSak u
Cernozemé& zmény mezi po sobé jdoucimi odbéry pravidelné¢ meénily, po vzestupech
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nasledovaly poklesy, coz mohlo byt zptisobeno spiSe enzymatickou aktivitou nez pidnimi
vlastnostmi. Procentualné (vypocty na zakladé vysledkt pro Cernozem v tab ¢. 10), zacinaji
zmény vysoko, s poklesem 40 % mezi 4h a 12h, pouze 27 % mezi 12h a 24h, 66 % do 3 dnd.
Procentualné nejnizsi pokles (14 %) mezi 3 a 7 dny a nejvetsi (72 %) mezi 7. a 28. dnem. V
korelaci s enzymatickou aktivitou bylo zji§téno, ze pii pocate¢nim poklesu koncentrace
estronu (4 h az 12 h) dochédzelo také k pomalému poklesu enzymatické aktivity, coz
naznaCuje, ze estron byl sice degradovan, ale hlavné sorbovan do piudy. Mezi 12 a 24
hodinami se aktivita zvysila (u MnOxidaz) a koncentrace klesala mén€, coz by mohlo
znamenat, ze estron byl prevazné degradovan. Pokles estronu o 66 % mezi 24 h a 3. dnem
odpovida nejnizsi aktivité v Cernozemi, proto se jako nejpravdépodobnéjsi jevi vysoka sorpce
misto enzymatické aktivity. Od 3. do 7. dne se estron staval opét vice dostupnym
mikroorganismim, protoze se zaCinala zvySovat jejich aktivita. Nejvetsi pokles koncentrace
estronu mezi 7. a 28. dnem spolu s nejvyssi enzymatickou aktivitou naznacuje, ze estron byl
nyni z vetsi ¢asti degradovan. Tato dostupnost by mohla byt zptsobena vétsi desorpci estronu
ke konci pokusu, ale také specifi¢téjsim mikrobialnim spoleCenstvim pfizptisobenym estronu,
které se nyni konecné vytvorilo a mélo k estronu pfistup (struktura cernozemé byla jilovita,
tedy velké pory, které umoznovaly pfistup mikroorganismu k zachycenému estronu).

Kambizem

4h 12h 24h 3d 7d 28d medidn
El 1.25 0.06 0.61
lakaza 398 245 318
MnOxidazy 438 293 349
Fluvizem

4h 12h 24h 3d 7d 28d medidn
E1 0.26 0.64
lakaza 363 447 417
MnOxiddzy 313 571 368
Cernozem

4h 12h 24h 3d 7d 28d medidn
E1 0.05 0.41
lakaza 210 329
MnOxidazy 295 343

Tab. €. 13.: Minimalni, maximalni a medidnové hodnoty koncentraci E1 a enzymatické
aktivity ve tiech typech padnich typl — srovnani pro zobrazeni korelace mezi dostupnosti E1
a aktivitou enzymu.
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Pro prehlednost bylo podle vyslednych hodnot v tabulce €. 13 vytvoreno grafické znazornéni
zobrazené na obrazku ¢. 13.
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Axis Title

lakdza [ ] MNOX wstes kambizem wwiw fluvizem s Cernozem

Obr. ¢. 13.: — enzymaticka aktivita a piitomnost koncentraci estronu v pudnich typech (jejich
porovnani). Vytvoreno podle dat zobrazenych v tab. €. 13 v programu Statistica.
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6 Diskuze

Odstratiovani steroidnich hormont jako pudnich kontaminanti vét§inou probiha s
vyuzitim sorpce a desorpce (Caron et al. 2010), nasledné¢ biodegradaci a dokonce
fototransformaci (Loffredo, 2006). Sorpcni izoterma je obecné v prvnich 24 hodinach
linearni, poté se stava nelinearni, kdy se muze stfidat sorpce a desorpce (Kim et al., 2016), a
po 3 dnech dosahuje zdanlivé sorpéni rovnovahy, a kon¢i starnutim kontaminantu v pide v
dlouhodobém horizontu, kdy je sorpce témer nevratna. Proces je ovliviiovan vlastnostmi
pudy, parametry prostiedi a molekularni strukturou slouCeniny (Flogeac et al., 2005)
Relevantni vlastnosti pady jsou: pH, vyménna kationova kapacita, textura pudy, objem
mikropora a povrch pudy a jeji hydrofobicita (Drahorad et al., 2020), padni organicky uhlik
(Yu et al., 2004) a organicka hmota (Duran-Alvarez et al. 2004). V diplomové praci bylo
potvrzeno, ze tyto pudni vlastnosti zaroveri s hodnotou koncentrace estronu pouzitého
v inkuba¢nim pokusu opravdu ovliviiuji degradaci 1éto latky pomoci mikroorganismu.

Molekularni struktura a jeji funk¢ni skupiny urcuji vazby, které sloucCenina vytvaii s
pldnimi Casticemi. V pfipadé estronu jsou funkénimi skupinami hydroxyl (-OH) a keton
(=0), které tvoii vodikové a n-nt vazby (Takigami et al. 2011). U steroidnich hormont existuji
dva typy sorpce: rychla a pomala. Ty jsou ureny mechanismem sorpce: hydrofobni interakci
(rychla sorpce) a vyplnénim mikropori (pomala sorpce). Rychla sorpce probiha ve fazi
linearni izotermy a je dana hydrofobnosti pudy. Jelikoz je estron hydrofobni molekula
(vSechny steroidni hormony jsou hydrofobni) a ptida obecné také, tak po pfichodu estronu do
pudy dochazi k rychlé interakci s jejimi Casticemi. To je divodem, proC je sorpce rychla.
Hydrofobicita pudy pozitivné koreluje zaprvé s mnozstvim organického pudniho uhliku
(Caron et al. 2010) a organického materidlu (Drahorad et al. 2020); a zadruhé s povrchem
pudy, kde se nachazi alkylovy a aromaticky uhlik. Vétsi mnozstvi alkylového C (oproti
aromatickému C) zvySuje hydrofobicitu (Wang et al. 2011). Pomala sorpce pfichazi po rychlé
v nelinearni fazi, kdy sorpce probiha prostfednictvim zaplnéni mikropord (s mensim
objemem), ale mize dochazet i k desorpci. V této fazi dochazi k redukci mobilniho estronu a
k jeho akumulaci v padé.

Dostupnost estronu v pudé je dalezita pro aktivitu mikrobiomu, proto je sorpce jednim z
hlavnich faktor, které ji ovliviiuji. Obecné se ma za to, ze nizka dostupnost snizuje
mikrobialni aktivitu (Lee et al. 2009). Tato nizka dostupnost vS§ak muze byt zplisobena zaprvé
nedostupnosti estronu, vysokou v nelinearni fazi, kdy mikroorganismy nemohou proniknout
do malych mikropori, kde je estron imobilizovan, nebo zadruhé pokrocilou degradaci
estronu, jak se experiment blizi k pozdé&§im fazim (protoze estron je v prostiedi degradovan
velmi rychle, v fadu hodin az nékolika dni). Mikrobidlni aktivita vSak nezavisi pouze na
dostupnosti estronu, ale také na adaptabilit€ mikrobialniho spoleCenstva, proto se muze stat,
ze v neékterych prostredich jsou spoleCenstva pripravena jiz od pocatku, zatimco jina pottebuji
urCity c¢as, aby se jejich mikroorganismy adaptovaly na novy zdroj potravy. Dale
mikroorganismy potfebuji pro svij zivotni cyklus také pudni Zziviny, proto je pro dobrou
mikrobialni aktivitu pozitivni dobré mnozstvi padnich Zivin (Pratush et al. 2020). Z tohoto
divodu bylo v diplomové praci vyvozeno, ze rozdily v enzymatickém chovani byly
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zpusobeny rtiznymi mikrobialnimi spoleCenstvy a jejich adaptacnimi mechanismy, jelikoz
jedinym zdrojem uhliku pro mikroorganismy byl estron.
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7 Zavér

V této diplomové praci byly uskutecnény inkubacni pokusy, které byly provadény na
tfech pudnich typech. V modelovém inkubacnim pokusu byla popsana sorpce a degradace
estronu v pudé v zavislosti na koncentraci hormonalnich latek, ptidnich vlastnostech a aktivite
ptdnich mikroorganismd, coz bylo zaroven cilem prace. Tyto testy mobility a odstranéni
estronu ukazaly, ze typ pudni matrice hraje svou roli v tom, jakym zptsobem mobilita a
degradace estronu probiha. Cil prace byl tedy splnény a zarover byla potvrzena hypotéza,
ktera predpokladala, ze ptudni mikroorganismy degraduji rezidua hormonalnich latek v pade
v zavislosti na jejich koncentraci a pudnich vlastnostech. Je tedy uzite¢né védét, s jakymi
pudnimi typy v podobnych pokusech pracujeme, jelikoz v nich, i pfes podobné vlastnosti,
jsou rozdily.

Vsechny tii pudy vykazovaly dobrou enzymatickou aktivitu a rozkladaly estron, i kdyz
zadna z nich ho béhem 28 dnii nerozlozila upln€. Koncentrace estronu klesala v prvnich 24
hodinach obecné linearné€ a poté meéla mezi 24 hodinami a 3. dnem pokles, ktery koreloval s
nejintenzivnéjsi enzymatickou aktivitou: od nejniz§ich maximalnich hodnot (lakaza, 210 v
cernozemi ve 24 hodinach) po nejvyss§i maximalni hodnoty (MnOxidazy, 570 ve fluvizemi ve
3. dni). Po 3. dni byly zmeény estronu nepravidelné, koncily celkovym primérem 0,12 pg/kg
pudy a enzymatickou aktivitou blizkou hodnotam ze zacatku pokusu (4 h). Fluvizem zistala s
nejvyssi koncentraci estronu, 0,26 pg/kg, prestoze méla nejvyssi enzymatickou aktivitu. Toto
chovani naznaCuje, ze v mobilit¢ estronu hrala vyznamnéjsi roli pudni textura nez
enzymaticka aktivita: fluvizem méla jilovitou strukturu, ktera zajiStovala vyssi a rychlejsi
sorpci (hydrofobn€jsi nez ostatni dvé puidy), ale jeji mensi objem mikropora ve srovnani s
jilovitou a pisCitou pudou Cernozemi, resp. kambizemi, neumoznoval mikroorganismum
ptistup k imobilizovanému estronu. Kambizem a ¢ernozem se chovaly podobné (vzhledem ke
srovnatelnym padnim vlastnostem) a mély dobrou miru odstranéni estronu, zistalo jen 00,6,
resp. 0,05 pg/kg. Jejich enzymatickd aktivita se nicméné liSila, pficemz kambizem byla
nejaktivnéj§i v prvnich hodinach (4 h), zatimco u Cernozemé byl jeji vrchol mezi 7. a 28.
dnem. Zavérem lze fici, ze vSechny tii pady by byly dobré pii bioremediaci estronu, zejména
pokud by jejich textura sméfovala k hrubSimu materidlu. Pokud by fluvizem méla piscitéjsi
strukturu, byla by v odstrafiovani estronu nejlepsi. Jako takové byly v tomto vyzkumu
ucinngj$i kambizem a Cernozem.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

EDC — endokrinni disruptory

SBGH - globulin vazajici hormony v séru

MGA — melengestrol acetat

TBA — trenbolonacetat

COV - ¢&istirna odpadnich vod

OC - organicky uhlik

HPLC - vysokouginna kapalinova chromatografie

LC/MS — Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
EC - elektricka konduktivita

El — estron
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10 Samostatné prilohy
" :

Obr. ¢. 1: Trepacka vyuzivana k promiseni pudnich vzorkt



Obr. €. 3.: Blizsi pohled na filtra¢ni proces
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Obr. €. 4.: Prefiltrovany vzorek pfipraveny k pipet&véni
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Obr. €. 5.: shromazdéné vzorky piipravené k pipetovani

v



L. - ‘ T N NS ; ’ . :
Obr. ¢. 7: Shromazdéné vzorky do prihledné desti¢ky s 96 jamkami pfipravené na vlozeni do
pfistroje Tecan.
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Obr. & 8: Vysledné grafické znazornéni z piistroje Tecan, dale zpracované a vloZene do
samostatnych tabulek.
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