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Abstrakt

V posledni dob¢ se rozsifuje mira znecisténi vodnich zdroji riiznymi mikropolutanty,
z nichz se dostavaji do popiedi zdjmu zejména latky povazované za endokrinni
disruptory. SlouCeniny naruSujici endokrinni systém jako jsou nékteré pesticidy,
povrchovée aktivni latky, zmékcovadla a ptirodni/syntetické estrogeny ¢i benzofenony
(UV-filtry), jsou Siroce rozSifeny v zivotnim prostiedi, potravinach, spotiebnich
vyrobcich a lécich. Dysfunkce endokrinniho systému souvisejici s expozici témto latkdm
zahrnuje ucinky na biosyntézu, metabolismus a/nebo ptisobeni hormont s naslednym
naruSenim homeostazy a reprodukcnich procesi. Primarné jde o pfirozené estrogeny,
estron, estradiol a estriol, ¢i syntetické estrogeny, napft. ethinylestradiol, které jsou Siroce
vyluovany lidmi i zvifaty a/nebo se pouzivaji v hormondlnich a antikoncepcnich
pripravcich. Dalsi skupinou nebezpecnych latek jsou benzofenony (hojné pouzivané jako
UV filtry v opalovacich krémech a jinych kosmetickych piipravcich), které jsou
problematické zejména kviili své genotoxicité, neurotoxicité, potencidlu pusobit jako
endokrinni disruptory. Obé zmitlované skupiny maji vysokou estrogenni u¢innost na
rizné organismy (tj. jsou fyziologicky aktivni pfi velmi nizkych koncentracich v fadu
pikogramtll az nanogramu na litr) a vzhledem k jejich lipofilni povaze maji schopnost
bioakumulace v jejich tkanich, toto je rizikové primarné pro vodni spolecenstva, v nichz
dochazi k trvalému vystaveni vlivu téchto latek. Pficinou zneciSténi vodnich zdroju a
ploch je intenzivni lidské ¢innost (napf. rostlinnd, Zivo€isna a primyslova vyroba) a dale
1 nedostate¢na eliminace téchto latek v rdmci systému cisténi odpadnich vod, kdy 1
pokrocilé procesy ¢isténi odpadnich vod dosahuji 90 - 99 % ucinnosti.

Jednou z mozZnosti pro zlepSeni eliminace endokrinnich disruptort z vodnich zdroj
mohou byt hydrofobni eutektické kapaliny. Jde o unikatni kapaliny, které¢ vznikaji
nejcastéji smisenim dvou 1 vice pevnych latek, kdy dojde ke sniZeni bodu tani a vzniku
kapaliny. Pro ovéfeni moZnosti vyuziti hydrofobnich eutektickych kapalin pro extrakci
vybranych estrogentl a benzofenontll z riznych vzorkl vod byla pfipravena fada téchto
kapalin na bazi organickych latek, konkrétn¢ terpenti v kombinaci s alifatickymi
karboxylovymi kyselinami. Extrakéni u¢innost jednotlivych eutektickych kapalin byla
studovana z hlediska jejich slozeni, molarniho poméru pouzitych vychozich latek, doby
a rychlosti extrakce a moznosti jejich opétovného pouZiti po né€kolika extrakénich

cyklech. Extrak¢ni ucinnost jednotlivych eutektickych kapalin byla vyjadiena jako



ubytek zndmého mnozstvi polutanti ve vodném vzorku. Stanoveni zbytkové koncentrace
polutantii ve vodnych vzorcich po jejich precisténi eutektickymi kapalinami bylo
provedeno pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci.

Pro ob¢ testované skupiny endokrinnich disruptorii (estrogenii a benzofenonil)
vykazovala nejvyssi extrak¢ni ucinnost eutekticka kapalina na bazi mentholu a kyseliny
oktanové (v molarnim poméru 1:1) a za optimalniho nastaveni experimentalnich
parametri pfimo ovliviigjicich extrakéni ucinnost (frekvence tfepani, doba tiepani,
opétovné pouziti). Pro laboratorné ptipravené vzorky vody dosahovala extrak¢ni i¢innost
minimaln¢ 99,6 % a v ptipad¢ redlnych vzorki povrchovych vod dosahovala extrakéni
ucinnost vice nez 94,1 % v pfipadé nejméné polarniho analytu. Extrakéni ucinnosti
jednotlivych eutektickych kapalin byly porovnany s referencnimi organickymi
rozpoustédly s minimalné stejnymi, avSak ve vétSin€ piipadi s lepSimi vysledky.
Vzhledem k tomu, Ze jsou eutektické kapaliny netoxické, biologicky odbouratelné, jsou

vhodnymi kandidéty pro implementaci do procesti ¢iSténi odpadnich vod.



Abstract

Recently, the level of pollution of water sources by various micropollutants has been
increasing, of which substances considered to be endocrine disruptors have become of
particular interest. Endocrine disrupting compounds such as some pesticides, surfactants,
plasticizers and natural/synthetic estrogens or benzophenones (UV-filters) are widely
distributed in the environment, food, consumer products and pharmaceuticals. Endocrine
dysfunction associated with exposure to these substances includes effects on biosynthesis,
metabolism and/or hormone action with consequent disruption of homeostasis and
reproductive processes. Primarily natural estrogens, estrone, estradiol and estriol, or
synthetic estrogens, e.g. ethinylestradiol, which are widely excreted by humans and
animals and/or used in hormonal and contraceptive products. Another group of hazardous
substances are benzophenones (widely used as UV filters in sunscreens and other
cosmetic products), which are of particular concern due to their genotoxicity,
neurotoxicity, and potential to act as endocrine disruptors. Both of these groups have a
high estrogenic potency on a variety of organisms (i.e. they are physiologically active at
very low concentrations in the order of picograms to nanograms per litre) and due to their
lipophilic nature have the ability to bioaccumulate in their tissues, this is a risk primarily
for aquatic communities where there is a continuous exposure to these substances.
Pollution of water sources and surfaces is caused by intensive human activities (e.g. crop,
livestock and industrial production) and by the lack of elimination of these substances in
the wastewater treatment system, where even advanced wastewater treatment processes
achieve 90-99 % efficiency. Hydrophobic eutectic solvents may be one option to improve
the elimination of endocrine disruptors from water sources. These are unique liquids that
are most often formed by mixing two or more solids to lower the melting point and form
a liquid. To test the feasibility of using hydrophobic eutectic solvents for the extraction
of selected estrogens and benzophenones from various water samples, a series of these
solvents based on organic compounds, specifically terpenes in combination with aliphatic
carboxylic acids, were prepared. The extraction efficiency of the different eutectic
solvents was studied in terms of their composition, molar ratio of the starting materials
used, extraction time and rate, and the possibility of their reuse after several extraction
cycles. The extraction efficiency of each eutectic solvent was expressed as the loss of a

known amount of pollutants in the aqueous sample. Determination of the residual



concentration of pollutants in aqueous samples after purification with eutectic solvents
was performed by liquid chromatography with tandem mass detection. For both tested
groups of endocrine disruptors (estrogens and benzophenones), the eutectic solvent based
on menthol and octanoic acid (in a molar ratio of 1:1) showed the highest extraction
efficiency and under the optimal setting of experimental parameters directly affecting the
extraction efficiency (shaking frequency, shaking time, reuse). For laboratory-prepared
water samples, the extraction efficiency was at least 99.6 % and for real surface water
samples the extraction efficiency was more than 94.1 % for the least polar analyte. The
extraction efficiencies of the individual eutectic solvents were compared with reference
organic solvents with at least the same but in most cases better results. Since the eutectic
solvents are non-toxic, biodegradable, they are good candidates for implementation in

wastewater treatment processes.
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1 Uvod

Tématem disertatni prace je pfiprava a testovani novych typi organickych
rozpoustédel, tzv. hydrofobnich eutektickych kapalin, které ptedstavuji udrzitelnou
alternativu ke klasickym organickym rozpoustédlim. Eutektické kapaliny jsou smési
dvou a vice pevnych latek, které po smiseni a zahtati vytvoii kapalinu s niz§im bodem
tani, nez maji pavodni latky pouzivané pro jejich ptipravu; muze jit napi. o rizné
organické kyseliny, terpeny, cukry aj.

Ptipravené eutektické kapaliny na bazi mentholu a alifatickych karboxylovych kyselin
jsou testovany s ohledem na jejich mozné vyuziti pro efektivné;jsi precisténi komunalnich
vod od endokrinnich polutant, kdy konvencni postupy pouzivané v Cistirnach odpadnich
vod mnohdy dosahuji pouze primérnych hodnot danych legislativou. Prvni skupinou
endokrinnich disruptorti (hormonalné aktivni latky), u nichz je ovefovana extrakcni
ucinnost eutektickych kapalin, jsou estrogeny, které pres rtizné slozky Zivotniho prostredi
negativné ovliviiuji hormonalni rovnovahu u vodnich organismt, a 1 u ¢lovéka. Druhou
skupinou modelovych polutantl jsou benzofenony (syntetické latky pouzivané nejvice
jako slozky opalovacich krémt), které se dostavaji taktéz do vodnych zdroji.
Kontaminace zivotniho prostfedi témito latkami je problematicka zejména z divodu
jejich genotoxicity, neurotoxicity, potencidlu pusobit jako endokrinni disruptory a

schopnosti bioakumulovat se v tukovych tkanich Zivych organismii.
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2 Teoreticky uvod

2.1 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory (ED) jsou definovany jako latky, které narusuji syntézu, sekreci,
transport, vazbu nebo eliminaci pfirozenych hormoni v organismu, které jsou
zodpovédné za udrzovani homeostazy, reprodukci, vyvoj a chovani (Kavlock, Daston et
al. 1996). Zjednodusené feceno, endokrinni disruptory jsou chemické latky nebo smési,
které mohou naruSovat normalni funkci hormonti. Endokrinni disruptory lze klasifikovat
podle riiznych kritérii a v zavislosti na jejich ptivodu se rozdéluji na:

a) prirodni a umélé hormony (napt. fytoestrogeny, omega-3 mastné kyseliny,
antikoncep¢ni ptipravky a 1éky na Stitnou zlazu)

b) 1éky s hormonalnimi vedlejsimi Gc¢inky (napf. naproxen, metoprolol)

c) pramyslové chemikalie a chemikalie pro domacnost (napf. ftalaty, detergenty,
zpomalovace hoteni, rozpoustédla, insekticidy, polychlorované bifenyly)

d) vedlejsi produkty primyslovych procesi (napi. polycyklické aromatickeé
uhlovodiky, dioxiny)

Endokrinni disruptory jsou studovany jiz od 40. let 20. stoleti, kdy byly steroidni
hormony poprvé pouzity v zivocisné vyrob¢ ke zlepseni reprodukce a rastu chovanych
zvitat. Déle se steroidni hormony, jako je ethinylestradiol, mestranol, norethylnodrel a
megestrol acetat, pouzivaly jako hormondlni antikoncepce a k 1écbé raznych
reproduk¢énich poruch. Postupem casu se zjistilo, ze se nékteré¢ znich, napf.
diethylstilbestrol, synteticky nesteroidni estrogen piedepisovany k prevenci potratii a
pfed¢asnych porodi, podili na zvySeném vyskytu rakoviny délozniho ¢ipku a pochvy a
maji 1 jiné zadvazné nezaddouci G€inky (Marty, Carney et al. 2011).

Obecné mohou endokrinni disruptory narusovat hormonalni systémy Zzivocichi na
riznych turovnich. Uginky ED jsou manifestované pies hormonalni receptory
estrogenového, androgenového a progesteronového typu, kde mohou fungovat jako
agonisté ¢i antagonisté. Dale mohou rozvracet funkce endogennich hormonii ve smyslu
ovlivnéni jejich syntézy, transportu, metabolismu nebo ovliviiovat genovou expresi.
V organismu mohou byt ED déle metabolizovany na reaktivni metabolity, které tvofi
adukty s DNA, coz vyvolava negativni zmény v genetickém kodu s naslednym malignim

bujenim (Kabir, Rahman et al. 2015).
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Rizika distribuce ED v prostfedi jsou zptisobeny jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. V tomto ohledu je tieba zminit dlouhy polocas eliminace a jejich vysokou
persistenci v zivotnim prostfedi. Toto je zplsobeno rigidni  strukturou
cyklopentanoperhydrofenantrenového jadra (Obr. 1), kterd odolava soucasnym
eliminacnim metodam v Cistickach odpadnich vod. Vzhledem k tomu, Zze ED jsou
piredevsim hydrofobni latky, jsou ukladany v tukovych tkdnich Zivoc¢ichli a tim se
akumuluji v potravnim fetézci (Tyler, Jobling et al. 1998).

Jak bylo uvedeno vyse, endogenni disruptory se vyskytuji ve vSech slozkach Zivotniho
prostiedi, ale nejvétsi riziko predstavuji vodni zdroje, kde dochazi k trvalému vystaveni
vlivu téchto latek, které pochédzi nedostatecného cisténi odpadnich, méstskych nebo
zemédelskych vod ¢i z pramyslovych odpadii. DalSim zdrojem znecisténi jsou také
hospodaiska zvirata, kdy jim jsou v krmivech podavany rizné hormony, napt. k podpoie
rustu svaloviny (Orlando, Kolok et al. 2004). Pfitomnost ED ve vzorcich zejména pitné
vody je proto divodem k obavadm, protoze i pii ultrastopovych mnoZstvich existuje
potencialni riziko Skodlivych G¢inkd na vyvoj a reprodukci lidi a zvifat (Briciu, Kot-

Wasik et al. 2009).
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2.1.1 Estrogeny

Estrogeny jsou steroidni hormony odvozené od cholesterolu a obsahuji 18 atomu
uhliku. U Zen jsou estrogeny produkovany vaje¢niky pod vlivem gonadotropint
(folikulostimulula¢ni hormon, luteinizacni hormon); vajecniky také produkuji androgeny,
které difunduji do granul6znich bunék, kde jsou aromatizovany na estrogeny (Duffy and
Stouffer 2003). Ve zralych folikulech ptsobi folikulostimululacni hormon na buiky
granuldzy a stimuluje aktivitu aromatazy (Overes, Leeuw et al. 1992). U muza stimuluje
luteiniza¢ni hormon Leydigovy buiiky k produkci testosteronu, ktery je v Leydigovych a
Sertoliho bunkéch a také zralych spermatocytech aromatizovan na estrogeny (Cooke,
Nanjappa et al. 2017).

Produkce estrogenti mimo gonady byla poprvé pozorovana v tukové tkani v roce 1974
Hemsellem a jeho kolegy (Hemsell, Grodin et al. 1974). Pozd¢&ji bylo prokazano, Ze
estrogeny jsou schopny produkovat i mnohé dalsi organy a struktury, tj. mozek, kosti,
jatra, nadledviny, klize a cévy (Barakat, Oakley et al. 2016). V téchto mistech, kde se
neprodukuji ptislusné prekurzory, jsou substraty pro syntézu ziskavany z krevniho ob¢hu
a nasledné jsou aromatdzou pfeménény na estrogeny. Hlavnimi endogennimi estrogeny
jsou 17B-estradiol (E2), estron (E1) a estriol (E3) (Obr. 1) (Gruber, Tschugguel et al.
2002). Hlavnim estrogenem u zen ve fertilnim véku je E2, ktery je pfitomen také ve
varlatech, kde mize dosahovat obdobnych koncentraci (Cooke, Nanjappa et al. 2017).
V téle je pfitomen i1 17a-estradiol, ktery vSak mé asi 100x mensi estrogenni aktivitu.
Estron vznik4 ve vajecnicich, kiife nadledvin a varlatech z androstendionu plisobenim
enzymu aromatazy; u Zen je hlavnim hormonem v obdobi menopauzy (Mansur, Silva et
al. 2012). Estriol je témét zcela neaktivni metabolit E2 a E1, produkovany pfedev§im
v jatrech; béhem téhotenstvi vznikd v placenté z dehydroepiandrosteronu (Norman and

Litwack 1997).
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Obr. 1 Chemické struktury studovanych estrogenti

Stejn¢ jako ostatni steroidni hormony je 95 % estrogenti v krevnim fe€isti vazano na
globuliny vazici steroidni hormony a zbyvajici frakce voln¢ cirkuluje v krvi (Hammond
2016). Béhem prenatalniho vyvoje jsou estrogeny a androgeny produkovany gonadami a
podileji se na pohlavni diferenciaci mozku a dalSich télesnych organt (Gillies and
McArthur 2010). U obou pohlavi jsou hormony gonad v détstvi vylu€ovany jen v malém
mnozstvi, ale jejich sekrece se zvySuje v puberté pod vlivem hypofyzarnich
gonadotropinii (Alonso and Rosenfield 2002) a v tomto obdobi pfechdzeji pohlavni

organy z infantilniho do dospélého stavu. U Zen je menopauza fyziologicky stav, ktery
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nastava, kdyz se zastavi menstruacni cyklus (Sherman 2005); primérny vek pii dosazeni
menopauzy je 51 let, ale obvykle miize nastat v rozmezi od 45 do 55 let. Tento proces
probihé postupné a je zplisoben snizovanim poctu folikularnich bunék ve vajecnicich, coz
vede ke snizeni hladiny E2 a zvySeni hladiny gonadotropint (Barbo 1987, Burger, Dudley
et al. 1999). To néasledné¢ vede k neuplnému vyvoji endometria, coz zpusobuje
nepravidelné menstruacni cykly (klimakterickd faze) a nasledné jejich Uplné zastaveni
(Hale, Robertson et al. 2014). Pokles dostupnosti estrogent ovliviiuje fyziologii Zeny,
pticemz dochazi k vyznamnym zménam od kardiovaskuldrniho az po lipidovy systém a
také znacnému ovlivnéni kognitivnich funkeci (Dumitriu, Rapp et al. 2010, Cui, Shen et
al. 2013, Galea, Frick et al. 2017). Hlavnim mistem syntézy steroidnich hormonu
zustavaji nadledviny uvolnujici dehydroepiandrosteron, jenz ptsobi jako substrat pro
tvorbu estrogent. U muzli zGstava produkce androgenti po puberté pomérné stabilni
s pomalym poklesem az do andropauzy.

Steroidni hormony pusobi v cilovych tkanich pomoci nitrobunéénych receptort.
Konkrétn¢ jde o estrogenni receptory (ER), které patfi do superrodiny jadernych
receptord (Lee, Kim et al. 2012). Dva hlavni ER alfa (ERa) a beta (Erf) jsou kodované
riznymi geny lokalizovanymi na chromozomech 6 a 14 (Enmark, Pelto-Huikko et al.
1997). Estrogenni receptory se 1isi svoji distribuci v ramci riiznych tkani a vazebnou
afinitou pro spektrum odlisnych ligandl. Z funkéniho hlediska to jsou transkripéni
faktory, které jsou aktivované steroidnim hormonem jako ligandem. Biologické ucinky
estrogend jsou realizovany pires nejméné 4 rozdilné signalni cesty (Fuentes and Silveyra
2019). Jde o klasickou interakci ligandu s receptorem nebo muze dochéazet k aktivaci
ucinkil na estrogennich receptorech bez vazby na ligand prostfednictvim fosforylace ¢asti
receptoru, dale mize po aktivaci receptoru ligandem dochazet k transkripci gent, které
nevykazuji tzv. estrogen odpovédnou sekvenci v promotorech DNA. Posledni cestou,
kterd nemiiZze byt pfisuzovana modulaci genové exprese, dochazi k aktivaci rliznych
signalnich systému plsobici na bazi protein kinaz (Hall, Couse et al. 2001, Laredo, Orr
et al. 2014). V tkdnich savcti se ERa vyskytuji pfedevS§im v samcich a samicich
pohlavnich organech a dale pak jsou exprimovany v ramci kardiovaskularniho systému,
mozku, zatimco ERP je vice exprimovan v nereproduktivnich tkanich jako jsou plice,

ledviny, mocovy méchyf, slezina ¢i kiize (Arrieta-Cruz, Librado-Osorio et al. 2019).
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Zvysena hladina estrogent v puberté u zen vede ke zvétSeni vajecnikii, vejcovodi,
d¢lohy a také endometria, které je dalezité pro transport zivin uzralého vajicka. Estrogeny
podporuji rist mléénych zlaz béhem téhotenstvi a vedou i ke zvySenému ukladani tukt
(Colvin and Abdullatif 2013). Estrogeny jsou dilezité¢ rovnéz pro syntézu kolagenu,
regulaci tloustky kize a jejimu prokrveni, kdy v ptipadech nizsich hladin estrogenu
dochazi k horSimu hojeni povrchovych ran (Brincat, Muscat Baron et al. 2005).

V ramci gastrointestindlniho traktu estradiol hraje dualezitou ulohu pfi udrzovéni
homeostazy lipidi a glukosy, jelikoz ovliviiuje syntézu lipoproteinti. V jatrech estradiol
taktéz reguluje syntézu proteinti jako napft. krevnich sraZecich faktorti a ovliviiuje i genezi
zanétu. V jatrech rovnéz dochazi k biotransformaci estrogent, kdy se konjuguji
s glukuronidy a sulfaty a v této formé se z téla vylucuji zlu¢i a moci (Fuentes and Silveyra
2019).

Biotransformace E2 je katalyzovand cytochromy P450 (CYP) a zahrnuje fadu
enzymatickych krokti, viz. Obr. 2. In vivo a in vitro bylo zjiSténo velké mnoZstvi
hydroxylovanych (2-, 4-, 6a-, 6b-, 7a-, 12b-, 15a-, 15b-, 16a- a 16b- hydroxylovanych)
metabolitli estrogenti generovanych prostfednictvim riiznych isoforem CYP (Cavalieri,
Li et al. 2002). Tyto metabolické cesty estrogent byly identifikovany v jaternich i
mimojaternich tkanich. Vzhledem k tomu, Ze vétSina cytochromi P450 je hojné
exprimovana v jatrech, probihd metabolismus estrogent piedev§im tam. V jatrech se
piiblizné 80 % estradiolu biotransformuje na 2-hydroxyestradiol a 20 % na 4-
hydroxyestradiol (Lee, Cai et al. 2003). Enzymy CYP1A1, CYP1A2 a CYP3A4 vykazuji
katalytickou aktivitu pfevazné pro 2-hydroxylaci nez pro 4-hydroxylaci estradiolu
(Cavalieri, Stack et al. 1997). Naproti tomu CYP1BI1 vykazuje katalytickou aktivitu
specificky pro 4-hydroxylaci estradiolu (Cavalieri, Stack et al. 1997), zatimco CYP3AS5
pro 4-hydroxylaci estronu. JelikoZ CYP1A1 neni v jatrech exprimovan, 2-hydroxylaci
v jatrech katalyzuji ptedevsim CYP1A2 a CYP3A (Newbold and Liehr 2000, Tsuchiya,
Nakajima et al. 2005). V mimojaternich tkanich byl 2-hydroxyestradiol tvofeny CYP1A1
a CYP3A4 zjistén v prsu, déloze, placenté, mozku a hypofyze (Bradlow, Hershcopf et al.
1985, Seegers, Aveling et al. 1989). Krom¢ hlavnich metabolickych drah estrogenti (2- a
4-hydroxylace) jsou jako minoritni metabolity produkovany nékolika izoformami CYP

také 6a-, 6b-, 7a-, 12b-, 15a-, 15b-, 16a-, a 16b-hydroxyestrogeny.
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Jednim z nejvice roz§ifenym syntetickym derivatem estrogenu je 17a-ethinylestradiol
(EE2) (Obr. 1), ktery je hlavni slozkou hormonalni antikoncepce a v hojné mite se uziva
pfi lécbé reprodukénich poruch u hospodarskych zvitat (Aris, Shamsuddin et al. 2014).
Mezi jeho dalsi aplikace patii hormonalni substituéni terapie pti akutnim klimakterickém
syndromu ¢i 1é¢ba rakoviny prostaty, prsu, osteoporozy aj. (Klaic and Jirsa 2022).

Ethinylestradiol byl poprvé syntetizovan vr. 1938 Inhoffenem a Hohlwegem
(Inhoffen, Logemann et al. 1938), ktefi testovali latky s pfedpokladanou estrogenni
aktivitou. Pii pokusech na kockach, pavianech a krélicich se prokazala uc¢innost oralné
podavaného EE2, coz bylo velkym uspéchem, jelikoz se hormonalni pfipravky do té doby
aplikovaly injekéné. Trvalo nékolik dalSich let, nez byl na zacatku 50.tych let zahajen
vyvoj peroralni antikoncepce, ktera byla po 10 ti letech komeréné dostupnd. Stejné jako
fada dalSich farmaceutik, je i EE2 metabolizovan v lidském téle pted jeho vyloucenim.
V jatrech dochazi k jeho hydroxylaci pomoci CYP enzymi, kterd je nasledovana
glukuronidaci a sulfataci. Tyto derivaty se podobné jako v ptirodni estrogeny se dostavaji
do slozek zivotniho prostiedi prostfednictvim lidské moci, dale moctavkou a odpadnimi
vodami z zivociSné vyroby. Nalezenéd distribuce EE2 ve vodnim prostfedi je znacné
rozdilna, kdy nékteré studie zaznamenaly pouze detekovatelna mnozstvi EE2, zatimco
v opacnych ptipadech se koncentrace EE2 pohybovala i ve stovkach ng/l (Wang, Wang
etal. 2015).
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2.1.2 Benzofenony jako UV filtry

Celosvétove je k dispozici mnoho chemikalii s vlastnostmi UV-filtrd, mezi nimiz
vynikd skupina hydroxylovanych benzofenont s excelentni schopnosti absorpce UV
zafeni v rozsahu vinovych délek 290 - 400 nm. Benzofenony jsou pouzivany jako UV-
filtry v Sirokém spektru kosmetickych ptipravkil jako jsou Sampoény, sprchové gely,
opalovaci krémy a také v primyslovych produktech jako jsou obalové materialy, barvy,
textilie. Z divodu netc¢inného odstraiiovani téchto latek v CistiCkach odpadnich vod
dochazi k jejich nekontrolovatelnému rozsifeni do vodnych slozek Zivotniho prostredi a
odpadt z primyslové vyroby (Mao, He et al. 2019). Jejich vstup do ptirodnich vodnich
zdrojt je spojen s bioakumulaci a naslednym ovlivnénim celych ekosystémi. Piikladem
muze byt zdkaz pouzivani benzofenononu-3 (BP-3) v opalovacich krémech prodavanych
na Havaji, z divodu jejich negativniho vlivu na koralové utesy (Downs, Kramarsky-
Winter et al. 2016). Vsudypfitomnost benzofenonii ve vodnych prostfedich vedla
v posledni dekad¢ ke vzniku mnoha studii, které odhalily schopnost téchto latek
negativné interagovat s endokrinnim systémem ZzivoCichil a estrogennimi receptory
(Ghazipura, McGowan et al. 2017, Mao, Li et al. 2022). Benzofenon BP-3 se
biotransformuje na dalsi latky jako jsou benzofenon-1 (BP-1) a benzofenon-8 (BP-8), kdy
BP-1 ma vyssi estrogenni aktivitu spojovanou se vznikem endometriézy (Peinado,
Olivas-Martinez et al. 2023).

Benzofenony jsou aromatické ketony a v zavislosti na pfitomnych substituentech se
meéni jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti (Obr. 3 a Tabulka 1). Pfitomnost methoxy
skupiny zvySuje hydrofobicitu, coZ se projevi vzristem rozdélovaciho koeficientu log P
a jejich akumulaci v adip6znich tkanich. Vzhledem k jejich vysokému bodu varu (340 -
440 °C) a je jejich eliminace z vod cestou vypafovani pouze minimalni. Stejné tak jsou
benzofenony povazovany za foto stabilni latky, kdy jedna studie prokazala, Ze pouze 4%
frakce BP-3 je degradovana po 4 tydnech vlivem piisobeni UV zéfeni a slunec¢niho svitu

(Rodil, Moeder et al. 2009).
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Obr. 3 Struktura derivatl benzofenonu liSicich se strukturou postranniho fetézce (R1 —

Rs) se specifikaci uvedenou v Tabulce 1.

Tabulka 1 Specifikace studovanych derivati benzofenont, jejich zkratek a hodnot
rozdelovacich koeficientd (log P) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov , Imamovic, Trebse

et al. 2022)

Derivaty benzofenonu Zkratka Postranni fetézec log P

Ri-H, Ro>-H, R3-H,

benzofenon BP R4-H. Ro-H 3,18
2,4-dihydroxybenzofenon BP-1 Ri _}(I)II{{’A;}{}i_(I){I;I—’PIR}_ 2,96
2,244 -tetrahydroxy Ri-OH, R»-OH, R3s-

benzofenon BP-2 OH, R4+-OH, Rs5-H 2,78
2-hydroxy-4-methoxy- BP-3 R1-O-CH3, R2-OH, 3.79
benzofenon Rs-H, R4-H, Rs-H ’
2,2’-dihydroxy-4-methoxy BP-8 Ri-O-CH3s, R2-OH, 3.80
benzofenon R3-OH, Rs-H, Rs-H ’

R1—O-CO-C(CH2

4-methacryloxy-2-hydroxy MOBP CHs Rz—OI& R3-) 490
benzofenon I ’R4_H R;—H ’
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Expozice lidi benzofenony vedla k jejich vyzkumu z hlediska moznych nezadoucich
ucinki na lidské zdravi, jako je napf. osteoartritida (Li, Cao et al. 2020), oxidac¢ni stres
(Kim, Kwon et al. 2016), vznik zanétlivych onemocnéni, alergii a obezity (Vindenes,
Svanes et al. 2021). Dalsi studie prokazaly, ze expozice zvySenym hladinam BP-1 mtze
byt spojena s diagndézou endometridozy u zen v USA (Kunisue, Chen et al. 2012). Daéle
byla pozorovana korelace mezi hladinou BP-1 a pomérem albuminu ke kreatininu
u zdravych Zen v Koreji (Kang, Kim et al. 2019). Ve Spanélsku byl zjiitén negativni vztah
mezi expozici BP-1 a rizikem vzniku diabetu 2. typu u Zen (Salamanca-Fernandez,
Iribarne-Durén et al. 2020). Naproti tomu expozice benzofenontim neméla vliv na zvySeni
rizika vzniku myomu ve skupiné zen v USA (Pollack, Louis et al. 2015). Mozné ucinky
expozice benzofenonll u Zen béhem téhotenstvi jsou rovnéz predmétem zajmu. Méfitelné
koncentrace BP-3 v moc¢i byly spojeny s niz§imi koncentracemi C-reaktivniho proteinu
u téhotnych zen v Portoriku (Watkins, Ferguson et al. 2015). Bylo také zjisténo, ze BP-3
vmoc€i pozitivné souvisi se zvySenym vyskytem biomarkerii oxidacniho stresu
u téhotnych Zen (Watkins, Ferguson et al. 2015, Ferguson, Lan et al. 2019). Prenatalni
expozici BP-3 nepifimo umérné souvisela s emocnimi piiznaky u pétiletych chlapct a
jejich hyperaktivitou ve véku 3 let (Philippat, Nakiwala et al. 2017). Guo se
spolupracovniky prokazal, Ze hladiny BP-3 v moc¢i bchem téhotenstvi pozitivné
korelovaly s hor§im prosocialnim chovanim déti (Guo, Wei et al. 2020). Naproti tomu
nebyla zjiSténa zadna vyznamna souvislost mezi koncentraci BP-3 v mo¢i matky a jejiho
ditéte. Je potfeba zminit, Ze ucinky na potomky mohou byt zavislé na pohlavi, napf. vyssi
koncentrace BP-3 u matek byly spojeny se sniZenim porodni hmotnosti u divek, ale se
zvySenim porodni hmotnosti chlapcti (Wolff, Engel et al. 2008). Prospektivni studie
v Ciné naznadila, ze expozice UV filtriim véetng BP-2 a BP-3 v détstvi negativné souvisi
s obezitou v prepubertalnim v€ku chlapcii, nikoli vSak u divek (Wang, Huang et al. 2022).
Podobné pfitomnost BP-3 vmoci je davana do souvislosti s diiv&j$im nastupem
menarche u divek v Chile (Wolff, Teitelbaum et al. 2015). Naopak v dalsi studie
neprokazaly statisticky vyznamnou souvislost mezi expozici BP-2 ani BP-3 a zménami
pubertalnimi vyvoje u divek, ktera byla hodnocena vyvojem prsou, pubického ochlupeni

a menarche (Buttke, Sircar et al. 2012, Huang, Wang et al. 2020).
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2.2  Eutektické kapaliny

V petrochemickém, potravinaiském, farmaceutickém, kosmetickém a elektronickém
primyslu se v hojné mife pouzivaji syntetickd organickd rozpoustédla. Synteticka
organicka rozpoustédla v zavislosti na své polarit¢ vykazuji schopnost extrahovat
hydrofilni nebo hydrofobni slouc¢eniny (de Jesus and Maciel Filho 2020). Vétsina téchto
rozpoustédel jsou té¢kavé organické slouceniny ziskavané nejCastéji z neobnovitelnych
zdrojt. Organické rozpoustédla jsou sice velmi U¢inna, ale maji fadu nevyhod, jako je
vysoka toxicita, hoflavost a pomalé degradace v zivotnim prostiedi (Fuad, Nadzir et al.
2021). Proto se v mnoha primyslovych odvétvich zaméiuje pozornost na pirechod
k rozpoustédltim Setrnym k zivotnimu prostiedi.

Superkritické kapaliny, iontové kapaliny a eutektické kapaliny jsou oznacovany za
ekologicka rozpoustédla, které vykazuji nizkou toxicitu pro lidské zdravi a Zivotni
prostfedi (Anastas and Eghbali 2010, Fuad, Nadzir et al. 2021). Ackoli eutektické a
iontové kapaliny maji podobné fyzikalni vlastnosti jako je nizka tékavost, vysoka
viskozita, chemicka stabilita a nehoflavost, jsou eutektické kapaliny ve srovnani
jejich pfiprava je mnohem levngjsi, protoze se vyrabi z piirodnich sloucenin (Kudtak,
Owczarek et al. 2015). V soucasné dobé se eutektické kapaliny pouzivaji v Sirokém
spektru aplikaci, véetné galvanického pokovovani (Gémez, Cojocaru et al. 2011, You,
Gu et al. 2012, Landa-Castro, Sebastidn et al. 2020, Hartley, Allen et al. 2022, Qian, Fu
et al. 2022), syntézy nanomateridlti (Chen, Xie et al. 2013, Abo-Hamad, Hayyan et al.
2015, Igbal, Shah et al. 2020), biotransformace (Ma, Gao et al. 2021, Sharma, Nargotra
et al. 2021, Yu, Wang et al. 2021), syntézy 1éCiv (Zainal-Abidin, Hayyan et al. 2019) a
extrakce bioaktivnich slou€enin (Zainal-Abidin, Hayyan et al. 2019, Alam, Muhammad

et al. 2021).
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2.2.1 Definice eutektickych kapalin

Pojem deep eutectic solvent (DES) byl poprvé publikovan Abbottem a jeho kolegy
(Abbott, Capper et al. 2003) pro smés cholin chloridu (ChCl) s mocovinou, kterd po
smichani ve spravném molarnim poméru vykazovala mnohem niz§i teploty tani
ve srovnani s jednotlivymi slozkami. Termin "eutektikum" pochazi z feckého slova
evtnktog (v prekladu "snadné tani") byl pouzit britskym fyzikem Frederickem Guthriem
v roce 1884 (Guthrie 1884). Pro kvalifikac¢ni termin ,,deep* dosud neexistuje vSeobecné
piijatelné vysvétleni, ale vétSina literatury pouziva termin ,,deep* pro smési s eutektickou
teplotou, ktera se nachazi hluboko pod teplotou idealni kapalné smési (Florindo, Lima et
al. 2019, Perna, Vitale et al. 2020). Ackoli se pouzivaji riznd oznaceni, princip
uplatiovany pii klasifikaci DES je stejny a zkratka DES se naddle pouziva ve stale se
roz§ifujicim pojeti a v prezentované praci se také pouzivd zkratka EK (eutekticka
kapalina) ve stejném vyznamu. Smith se vratil k terminu ,,deep eutectic*, aby pod n¢j
zahrnuli eutektické smési Lewisovych nebo Brenstedovych kyselin a zasad, které
obsahuji fadu aniontovych a/nebo kationtovych druhii, a klasifikovali je na zaklade
sloZeni do ¢tyf riznych typt (Smith, Abbott et al. 2014). Konkrétné je DES definovan
jako smés sloucenin s dvéma nebo tiemi donory (HBD) a akceptory vodikovych vazeb
(HBA), které maji pti spravném molarnim poméru teplotu eutektického bodu nizsi nez
idealni kapalna smés (Florindo, Lima et al. 2019, Perna, Vitale et al. 2020).

U DES je pozorovan zajimavy jev, kdy se pevné sloZzky stavaji kapalnymi pfi jejich
smichanim v ur¢itém poméru a mirném zahtati. Po smichani spolu HBD a HBA interaguji
prostfednictvim vodikovych vazeb mezi HBA a HBD (Santos, Assis et al. 2022). Pii
ptipravé eutektickych kapalin (EK) lze kombinovat rizné HBA a HBD a tim ménit
vlastnosti DES tak, aby vyhovovaly extrakci Siroké skupiny analytl, viz. Tabulka 2
s prehledem nejbéznéjsich HBA a HBD. Vétsina eutektickych kapalin je navic
recyklovatelnd, ¢cimz je mozZné snizit ndklady na vyrobu i dopady na Zivotnimu prostfedi
(Dai, Verpoorte et al. 2014, Ling, San Chan et al. 2020).

Na zékladé typi HBA a HBD jsou DES rozdéleny do Etyf aZ péti hlavnich skupin
(Smith, Abbott et al. 2014, Emami and Shayanfar 2020), viz. Obr. 4. Eutektické kapaliny
se dale d¢li na hydrofobni nebo hydrofilni (Mr, Mr et al. 2021), kdy vétSina DES je
hydrofilni z diivodu vytvareni rozsahlé sit¢ vodikovych vazeb (Makos, Stupek et al. 2020,
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Shaibuna, Theresa et al. 2022). Naopak hydrofobni DES jsou vykazuji nizkou rozpustnost
ve vod¢, podobné jako jejich vychozi slozky (Shishov, Pochivalov et al. 2020).
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2.2.2 Priprava eutektickych kapalin

Eutektické kapaliny lze snadno pfipravit smichanim cistych vychozich slozek pii
teploté nizsi nez 100 °C, coz pomahd udrzet relativné nizké vyrobni naklady a usnadiuje
pouziti v primyslovém métitku (Smith, Abbott et al. 2014). Metoda piipravy zahiivanim
je nejbéznéjSim postupem z divodu technologické jednoduchosti a nizké financ¢ni
nakladnosti. Mezi dal$i postupy pfipravy patii vakuové odpafovani (Dai, Verpoorte et al.
2014), lyofilizace (Gutiérrez, Ferrer et al. 2009), mleti (Florindo, Oliveira et al. 2014) a
vytlacovani (Crawford, Wright et al. 2016). Naptiklad Florindo (Florindo, Oliveira et al.
2014) uvadi, ze EK slozena z cholin chloridu a kyseliny glutarové ziskand mletim ma
zminénych zptsobu piipravy, byl nedavno predstaven ekologi¢téjsi piistup pomoci
mikrovlnné ptipravy, ktery zavedl Gomez a jeho kolektiv (Gomez, Espino et al. 2018).

Piiprava DES za vyuZiti pfirodnich primarnich sloZek jako jsou aminokyseliny,
alkoholy, karboxylové kyseliny a cukry v pozici HBD se t&§i obrovské pozornosti a tato
podtiida se oznacuje jako natural deep eutectic solvents (NADES) (Choi, van Spronsen
et al. 2011). Kapaliny na bazi NADES nemaji vedlejsi neZzadouci Gcinky a jsou vysoce
kompatibilni s potravinafskymi, farmaceutickymi a kosmetickymi ptipravky (Dai, Van
Spronsen et al. 2013). Klasickym ptikladem NADES je smés cholin chlorid/mocovina
o molarnim poméru 1:2, ktera ma teplotu tani 12 °C, zatimco teplota tani cholin chloridu
je 302 °C a mocoviny 133 °C (Abbott, Capper et al. 2003). Molarni pomér HBA a HBD
také ovliviiuje teplotu tani, kdy identickd smés cholin chlorid/mocovina vykazuje pfi

molarnim poméru 1:1 jiz teplotu tani > 50 °C (Zhang, Vigier et al. 2012).
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Tabulka 2 Nejvyznamnéjsi HBA a HBD pouzivané pro piipravu DES
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Obr. 4 Rozdéleni deep eutectic solvents (pfevzato z (Mgxadeni, Kabane et al. 2023))
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2.3 Vyuziti eutektickych kapalin

2.3.1 Extrakce pfirodnich latek pomoci eutektickych kapalin

Eutektické kapaliny (EK) hraji vyznamnou roli pfi vyvoji udrzitelného postupu
extrakce riznych bioaktivnich latek. Nicméné aplikace EK pii extrakci biologickych
makromolekul jsou zatim omezené. Biomakromolekuly, které lze obecné rozdélit na
proteiny, sacharidy, lipidy a nukleové kyseliny, jsou diky svym jedine¢nym strukturnim
a funkénim vlastnostem velmi zajimavé pro vyuziti v riiznych pramyslovych odvétvich
vcetn¢ farmaceutického, biomedicinského, kosmetického a potravinaiského primyslu.
Proto byla uc¢inna extrakce biomakromolekul a i jinych bioaktivnich latek z jejich

pfirodnich zdroji vzdy predmétem z4jmu vyzkumu.

2.3.1.1 Proteiny

Bilkoviny jsou makromolekuly tvofené linedrnimi polymery aminokyselinovych
zbytkl spojenych peptidovymi vazbami, které maji riznou strukturu a sloZeni, coz jim
dava specifické funkéni a vyzivové vlastnosti. Proteiny lze klasifikovat jako globuldrni
(napf. albumin), fibrilarni (napf. kolagen a keratin) nebo flexibilni (napf. kasein)
v zavislosti na jejich tercialni, popt. kvarterni struktufe. S rostoucimi pozadavky na
vyrobu udrzitelnych a vysoce kvalitnich bilkovin pro lidskou vyZivu mé zasadni vyznam
vyvoj ucinného procesu extrakce proteinl z ptirodnich zdrojl. Extrakci proteinti pomoci
DES jako extrakéniho rozpoustédla lze rozdélit na extrakci pevna latka-kapalina a
extrakci kapalina-kapalina (LLE). Pro metodu extrakce pevna latka-kapalina pfipravili
Yue a jeho kolegové (Yue, Zhu et al. 2021) devét riznych smési cholin chloridu a
butandiolu, které pouzili k extrakci ovesnych bilkovin. Autofi poukazali na to, Ze izomer
butandiolu jako HBD je kli¢ovy pro ovlivnéni vlastnosti extrahovanych ovesnych
bilkovin. Zjistili také, ze v nekterych DES se bilkoviny vysrazeji rychleji nez ve vode.
Tento jev je zplsoben polaritou EK s ohledem na rozdilnost jejiho slozeni, kdy méné
polarni EK jsou pro srazeni proteinii vyhodnéj$i. Chen a kolegové (Chen, Chaihu et al.
2021) pouzili k extrakci so6jovych proteintt ChCl: glycerol a zjistili, ze extrakce pomoci
DES je o 10 % ucinngjsi ve srovnani s konvencni metodou srazeni alkalickym roztokem
kyseliny. Kromé& toho s¢jové proteiny extrahované pomoci DES vykazuji lepsi tepelnou
odolnost a vyssi hydrofobicitu nez komeréni s6jové proteiny, coz naznacuje, Ze DES

muze zlepSit funkEni vlastnosti proteint a extrahované proteiny mohou byt pouzity jako
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novy funk¢éni material. Rodrigues a jeho skupina (Rodrigues, Leonardo et al. 2021)
pouzili k extrakci proteinti ze zbytkli po zpracovani sardinek betain: propylenglykol
v molarnim pomérul:3, pfi¢emz vytézek byl vyrazne vyssi oproti vodé jako rozpoustédlu.
Zajimavé je, ze pii pouziti méné polarniho EK pozorovali zvysSeni obsahu aminokyselin
alaninu, isoleucinu, leucinu a valinu v ziskanych extraktech, coz prokazuje, ze méné

polarni DES usnadiiuji extrakci hydrofobnich aminokyselin.

2.3.1.2 Sacharidy

V posledni dobé se rozviji pouziti DES pro extrakci sacharidl, pfiCemz vétSina
extrak¢nich procest se zaméfuje na polysacharidy jako nejhojnéji zastoupené ptirodni
materidly na planeté. Ve studii provedené Niem a jeho kolektivem (Nie, Chen et al. 2020),
byla prozkouména extrakce polysacharidi z jedlé hnédé moiské tasy (Sargassum
horneri) za pouziti ChCl:1,2-propandiol EK s asistenci ultrazvuku. Zajimavé je, ze ve
srovnani s metodou extrakce horkou vodou obsahovaly extrahované polysacharidy nizsi
mnozstvi jinych proteind a mineralnich latek. Ze studie vyplynulo, ze smé&s ChCl:glycerol
vykazuje vys§i extrakéni vytéznost, coZ souvisi se schopnosti glycerolu vytvaret
vodikové vazby mezi DES a polysacharidy. To bylo potvrzeno 1 ve studii Saravana a kol.
(Saravana, Cho et al. 2018), kde byl ChCl:glycerol pouzit pro extrakci polysacharidii z
hnédych motskych fas. Tato zjisténi znovu potvrdila dilezitost vybéru HBD, protoze
urcuje extrak¢ni ucinnost EK. Cai a jeho kolegové (Cai, Wang et al. 2020) navrhli rtizné
teplotné citlivé EK sloZzené z alkanolaminti jako HBA a krezold jako HBD pro extrakci
polysacharidti z leskokorky lesklé (Ganoderma Ilucidum). Vsechny testované EK
vykazovaly vyssi extrakéni schopnost nez voda, pfi¢emz etanolamin:o-kresol piedstavuje
nejlepsi extrakéni €inidlo, které 1ze recyklovat a znovu pouzit pfi zachovani vysoké

uéinnosti extrakce.

2.3.1.3 Lipidy

Lipidy jsou rozmanitou skupinou chemickych slou€enin, které lze obecné dle
hydrofobicity rozdélit na polarni lipidy, kam patti fosfolipidy a glykolipidy, a nepolarni
lipidy, kam patii triacylglyceroly, karotenoidy, steroidy atd. V soucasné dobé se pro
extrakci hydrofobnich lipidii stale pouzivaji smési chloroform:methanol nebo

hexan:metanol, které jsou toxické a neekologické. Koutsoukos a jeho kolegové
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(Koutsoukos, Tsiaka et al. 2019) zjistili, ze vytézek extrakce karotenoidi z meruiikové
duziny s pouzitim ChCl:kyseliny vinné za asistence ultrazvuku nebo mikrovin je 4krat
vyssi ve srovnani s LLE pomoci organického rozpoustédla. Uginnost DES pfi extrakci
karotenoidl byla potvrzena i v nedavné studii, kde autofi pouzili fadu DES na bazi
mastnych kyselin v kombinaci s LLE za pomoci ultrazvuku pro stanoveni B-karotenu
v dyni (Stupar, Seregelj et al. 2021). Zajimavé je, e karotenoidni extrakty vykazovaly
vysokou stabilitu pfi uchovavani ve tmé, kdy béhem 180denniho skladovani doslo
k celkovému snizeni o pouhych 7,3 %, coz poukazuje schopnost DES prodlouZzit
skladovatelnost extrakti. V jiné studii byla syntetizovana tfi eutekticka rozpoustédla na
bazi kyseliny olejové a terpenti (menthol, geraniol a thymol) pro extrakci karotenoidu
astaxanthinu z mikrofasy Haematococcus pluvialis (Pitacco, Samori et al. 2022). Ve
vSech testovanych EK byl dosazen minimalné¢ 60% vytézek extrakce astaxanthinu,
pficemz EK thymol:kyselina olejova vykazovala po 24 hodinach nejlepsi extrakéni
vlastnosti s 83% vytéZzkem. Kromé toho jsou slozky EK pouzité v této studii jedlé a
obecné uznavané jako bezpecné, coz posiluje vhodnost technologie EK pro §irsi vyuZiti
v potravinatském primyslu jako nosice nebo stabilizacni ¢inidla pro ptirodni astaxanthin.
Afinita DES k lipidim byla také jasné pozorovéana ve studii zamétené (Li, Wang et al.
2020) na extrakci terpenll a terpenoidi z citrusovych silic pomoci kvartérni amoniové

soli.

2.3.1.4 Fenolické latky

Fenolické latky s jednou nebo vice hydroxylovymi skupiny vazanymi na aromaticky
kruh jsou dobfe znamé jako pfirodni antioxidanty a maji také potencialni protirakovinné,
pouzivanych k extrakci fenolovych sloucenin je zaloZeno na cholin chloridu v pozici
HBA a polyalkoholech, organickych kyselinach, cukrech nebo amidech v pozici HBD
(We1, Wang et al. 2015). Bylo zjisténo, ze HBD na bazi polyalkoholi (sorbitol,
ethylenglykol, 1,2-propandiol, glycerol a 1,4-butandiol) jsou u¢inné&jsi pii extrakci
kyseliny neochlorogenové, chlorogenové, krypto-chlorogenové a kavové, déle rutinu,
isoquercitinu a astragalinu z listii moruSe v porovnani s HBD na bazi karboxylovych
kyselin, mocoviny a monosacharidii. Dalsi studie op€t zamétena na extrakei lipida z lista
moruse porovnavala rizné HBA a DES na bazi cholin chloridu byly nejucinnéjsi pii

extrakci 13 fenolovych sloucenin (kyselina gallovd, kyselina gentisova, kyselina
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chlorogenova, kyselina katechinova, kyselina vanilova, kyselina kévova, kyselina
syringova, epikatechin, rutin, kyselina benzoova, astragalin, quercetin) v porovnani
s DES na bazi betainu nebo prolinu (Zhou, Wang et al. 2018, Gao, Cui et al. 2020). Také
NADES na bazi cholinu, organickych kyselin, cukernych alkoholti a cukrii v pozici HBD
byly u€inné pii extrakci antokyani moruse, pii¢emz nejuc¢innéjsi byly NADES na bazi
kyseliny vinné, kyseliny mlécn¢, glycerolu, xylitolu, manitolu, glukézy a fruktézy. Tato
zjisténi podporuji skuteCnost, ze extrakce antokyanil je ucinnd v kyselém prostredi,

protoze pti vysSich hodnotach pH dochazi k jejich degradaci.

2.3.2 Farmaceutické aplikace eutektickych kapalin

Z termodynamického hlediska maji byt eutektické systémy obsahujici 1é¢ivo
stabilnéjsi s malou tendenci k rekrystalizaci, pokud je srovndme s hojnéji zkoumanymi
ale také kritizovanymi amorfnimi pevnymi disperzemi. Samotny termin therapeutic deep
eutectic solvent (THEDES) se objevil v poslednich 10 letech pro DES, kdy alespon jedna
z vychozich latek ma 1é¢ivé ucinky. Pionyrskou praci pti vyuziti deprese bodu tani jako
prostiedku ke zvySeni rozpustnosti u THEDES publikovali Sekiguchi a jeho kolegové
(Sekiguchi and Obi 1961), kteti popsali eutekticky systém vytvoieny mezi sulfathiazolem
a mocovinou. Sulfathiazol disponujicim heterocyklickym tercialné vdzanym atomem
dusiku je vhodnym kandidatem jako HBA, zatimco mocovina byva bézné pouzivana jako
HBD. Kapaliny na bazi THEDES se pouzivaly ke zlepSeni transdermalniho podavani
léciv jesté pred zavedenim tohoto terminu, jako pfipravek s obchodnim oznacenim
EMLA slozeny z lokalnich anestetik lidokainu a prilokainu (1:1) a prodavany jako krém
od roku 1980. Ukazalo se, z2 EMLA ma vétsi terapeutickou Uc€innost v porovnani
s jednotlivymi slozkami a je povaZovén za zlaty standard v oblasti THEDES, ktery byl
jako prvni eutekticky systém schvéaleny Federal Drug Administration v USA (de Waard-
van der Spek, Van Den Berg et al. 1992). Fortacin je dal§im schvéalenym eutektickym
pfipravkem na bazi lidokainu a prilokainu ve formé& aerosoli, ktery se nedavno dostal na
evropsky trh (Porst and Burri 2017). V soucasnosti probihd vyzkum a vyvoj novych
THEDES za pouZiti dalSich kombinaci lokéalnich anestetik jako je lidokain, benzokain,
tetrakain, bupivakain a dals$i (Emami and Shayanfar 2020). Jiny prikopnicky THEDES
prezentovali Stott a jeho kolegové v praci (Stott, Williams et al. 1998), kde zvysili
transdermalni permeaci ibuprofenu prostfednictvim jeho interakce se sedmi zndmymi

zesilovaci permeace na bazi terpenl. Timto zplisobem vznikla mimo jiné eutekticka
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kapalina ibuprofenu s thymolem, kdy dochazelo k rozpousténi ptipravku pii teploté
lidské kiize. Tvorbu eutektickych kapalin Ize vysvétlit na piikladu ibuprofen:menthol
(1:3), kdy je ibuprofen jako derivat kyseliny propionové vhodnym kandiddtem na HBD.
Menthol je oproti tomu alkohol, ktery v pfitomnosti silného HBD vykazuje tendenci
pusobit jako HBA. Od téchto prvnich ptikladi vzniklo mnoho novych THEDES, které
obsahuji jednu nebo vice aktivnich farmaceutickych ingredienci. Vybrané piiklady
ruznych aplikaci THEDES v praxi jsou uvedeny v Tabulce 3.

Dal8i moznosti pro zlepSeni farmaceutického uc¢inku 1é¢iv je jejich rozpousténi
v eutektickych kapalinach nevodné povahy. Morrison a kolegové (Morrison, Sun et al.
2009) prezentovali jednu z prvnich praci o vyuziti DES pro rozpousténi nizko
rozpustnych 1é¢iv, v tomto pripade §lo o kyselinu benzoovou, itrakonazol, danazol a
eutektickou kapalinou byla smés cholin chlorid: mocovina 1:2. Ve srovnani s vodou

vykazovala 1éCiva 5 - 20000nasobnou rozpustnost.
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Tabulka 3 Priklady aplikaci therapeutic deep eutectic solvent v praxi

Podani

HBA HBD Benefity Literatura
lepsi (Lodzki,
fosfatidylcholin ~ kanabidiol akumulace Godin et al.
kanabidiolu 2003)
lepsi (Park,
itraconazol fenol prostupnost Mansour et al.
1€ku 2012)
transdermalni lidokain
ibuprofen zlepsSuje (Berton, Di
lidokain ketoprofen prostupnost Bona et al.
flurbiprofen ktzi pro 2017)
uvedené léky
kyselina 1'0:1[1) Silost (Stott,
propranolol Y . P P! Williams et al.
laurova pro l1ék
2001)
propranolol
ranitidin mocovina zlepseni (Abbott,
fenformin Iveerol prostupnosti Ahmed et al.
ticlopidin gy 168iv 2017)
Kvselina zvyseni (Santos, PS
ustni ethambutol Y , rozpustnosti Leitdo et al.
citronova e
1é¢iva 2018)
zlepseni (Lomba,
lidokain tetrakain lokalni Garcia et al.
anestezie 2021)
. . zlepSeni
dentélni benzalkonium kyselina — tibakteridlni ¢V 2ang Dong
chlorid akrylova . et al. 2017)
aktivity
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2.4  Distribuce a eliminace endokrinnich disruptor(

2.4.1 Distribuce estrogen( a jejich vliv na Zivotni prostiedi

Estrogeny se mohou dostavat do zivotniho prostfedi riznymi cestami, pficemz lidska
&innost je jejich primarnim zdrojem. Zivo&isna vyroba je vyznamnym zdrojem estrogent,
kdy v napt. roce 2015 bylo do prostfedi uvolnéno prostfednictvim vykalt 14 000 tun
estrogend, z toho pouze 2 % jsou humanniho ptivodu. Divodem je, Ze splaskova voda
v méstskych zastavbach prochazi ¢istirnami odpadnich vod, zatimco zemédélska je primo
aplikovana na pole jako hnojivo (Zhang, Wei et al. 2021). Také mnozstvi biologického
odpadu produkovaného lidmi je v porovnani s hospodaiskymi zvitraty nizsi, kdy napf.
prase vyprodukuje za den 4x vice odpadu o vyssi koncentraci estrogenti oproti ¢lovéku.
Takze zatimco zeny v reprodukénim véku za rok vylou¢i 4,3 mg estrogenti ro¢né,
u prasnic je to 43 mg a u krav 110 mg (Schoenborn, Kunz et al. 2015). Proto je naptiklad
nejvetsi producent vepfového masa v USA, stat Iowa, kde je zaroven i nizka hustota
zalidnéni ve srovnani s dal§imi staty unie, srovnatelnym zdrojem estrogent jako nejvetsi
lidska sidla typu Londyn, Bangkok nebo New York (Cislak, Kruszelnicka et al. 2023).
Samoziejmé, Ze samotny obsah estrogent v lidskych vykalech nemtze byt ekvivalentem
jejich emise do prostredi. V Evropské Unii v poslednich dvaceti letech doslo ke zvySeni
objemu cisténych odpadnich vod. V tomto ohledu jsou na tom nejhife zemé jako Italie
(62,5 % cisténych vod v roce 2015), Irsko (62,5 %; 2017), Slovinsko (62,7 %; 2019) a
naopak nejlépe Némecko (97,13 %; 2015), Lucembursko (99,3 %; 2019) nebo Holandsko
(99,5 %; 2019) (Cislak, Kruszelnicka et al. 2023). O jednotlivych procesech a moznostech
upravy vod bude pojednéano v dalsi kapitole, zde je tfeba uvést, Ze Cistici procesy vykazuji
rozdilnou efektivitu odstranovani estrogeni v rozmezi od 20 az do témét 100 %.
Zemédéelska odpadni voda je taktéz zdrojem estrogenti vstupujicich do prostiedi.
V evropskych zemich se Casto pouzivd mocivka jako pfirodni hnojivo a zemédélstvi
obecné je povazovano za rizikové stran zneciSténi spodnich a povrchovych vod
estrogeny. Zalezi vSak na mnoha faktorech, jako je typ obd€lavané pidy, chovana zvitata,
typ chovu a ustdjeni, vzdalenost poli od povrchovych vod a ro¢ni srazkové uhrny.
V terénni studii provedené Rechsteinerem a jeho kolegy (Rechsteiner, Schrade et al.
2020) namefili koncentrace estrogeni viece Ron, pfitoku do jezera Baldegg ve
Svycarsku, v rozmezi od 0,02 do 0,15 ng/l. Tato studie prokazala, e v oblastech s vy33i

hustotou zivoc¢iSné vyroby lze snizit miru prisakli estrogenti do prostiedi zavedenim tzv.
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spravné zemédélské praxe, jako je snizeni hnojeni moctivkou v dobé destti, omezeni jeji
aplikace v blizkosti povrchovych vod a omezeni volného pfistupu zvirat k povrchové
vod¢. Distribuce jednotlivych estrogenit v povrchovych vodach napiic Evropou je

uvedena v Tabulce 4.

Tabulka 4 Koncentrace vybranych estrogenti ve vodach v Evropé

Stat Lokalita Koncentrace (ng/l) Literatura
El aE2 BE2 E3
“ 1z (Morteani,
reclel‘f)ll(ia Vltava - - 1,3-3,8 - Moller et
p al. 2006)
“ 1z (Morteani,
Sekd  Botic i 33 L5 17 Molleret
P al. 2006)
reky (Kuch and
Némecko Blau, 0,1-4,1 0,15-2,0 0,15 3,6 Ballschmit
Nau er 2001)
(Belfroid,
Nizozemsko ~ Rhina ~ 0,3-29  0,1-3,0  0,6-2.8 - Van der
Horst et al.
1999)
Visla (Wozniak,
Polsko ’ 0,9-5,0 0,7-23,3 0,7-233 0,9 -6,0 Klopot et
Odra
al. 2014)
(Rocha,
feka Domingue
Portugalsko Sado 1,2-9,8 - 1,2-11,6 - setal
2013)
Dunaj, (Celié,
Srbsko Tisa, 0,1-9,8 - - 04-1,5 Skrbi¢ et
Sava al. 2020)
jezero (Aydin and
Turecko Buyukc 5,74 - 1,42 4,70 Talinli
ekmece 2013)
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Estrogeny hraji klicovou roli ve spravném vyvoji organismu a jejich funkcich, proto
jejich nedostatek nebo nadbytek ¢asto vyvolava mnoho nezddoucich poruch a nemoci. Ve
studii Jergensena a jeho kolegl (Jorgensen, Joensen et al. 2012) byl zjistén kontinualni
pokles plodnosti u muzl ve srovnani s historickymi daty od roku 1940 do soucasnosti.
Z testovanych 4867 muzi ma pouze kazdy ctvrty optimalni kvalitu spermatu a tento
pokles muzské plodnosti je s vysokou pravdépodobnosti zplisobem expozici raznym
endokrinnim disruptortt véetn¢ estrogeni. DalSim efektem u lidi z hlediska
environmentalni expozice estrogentim je snizujici se vék, ve kterém divky dosahuji
puberty a zvysené hladiny estrogenii pfedstavuje rizikovy faktor pro vznik rakoviny
prostaty, plic, délohy a prsu (Henderson, Paganini-Hill et al. 2000). Dale se mnoho lidi
potyka s problémem nadvéhy az obezity. Estrogeny hraji dulezitou roli v ovlivnéni
energetického metabolismu a nékolik studii na tuto souvislost piimo poukazalo (Saito,
Cao et al. 2015). Koncentrace sumy estrogent piesahujici 10 ng/l ve vodé mlze vést
k vyvoji druhotné pohlavnich znaki typickych pro opacné pohlavi, zatimco koncentrace
mensi nez 0,1 ng/l se povazuji za bezpecné. V EU je za kvalitativni limit kvality vody
povazovana hranice 0,4 ng/l pro E2 a 3,6 ng/l pro E1. Zéklad Ceské legislativy tykajici se
vody a kontroly jeji kvality reguluji zdkony o vodach ¢. 254/2001 Sb. a ¢. 274/2001 Sb.;
vyhlasky ¢. 252/2004 Sb. a ¢. 428/2001 Sb.; a nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb. Od ledna
2024 vstoupila v platnost aktualizace vyhlasky ¢. 252/2004 Sb., kterd mimo jiné upravuje
limit pro BE2 v pitné vodé, ktery se nové sniZil na koncentraci 1 ng/l.

Z hlediska vodnich organismil jsou ryby skupinou zvifat, na kterych je provadéno
nejvice pokusit spojenych s hodnocenim kvality vodniho prostfedi véetné testovani
ucinkil estrogenii. ZvySené hladiny vitelogeninu jako biomarkeru expozice estrogentli
v rybim séru a tkanich, v€etné poruch jeho biosyntézy jsou spojovany s vysokou citlivosti
ryb na pfitomnost estrogent (Vajda, Barber et al. 2008, Filby, Shears et al. 2010). Jednim
z nejcastéji pozorovanych negativnich efektt estrogenti na ryby je feminizace sameckd,
coz muze vést ke zméné primarnich a sekundarnich pohlavnich znaki a dale k redukci
poctu pohlavnich bunék (Karki, Colombo et al. 2021). Estrogeny sniZuji produkci a
kvalitu jiker sladkovodnich 1 motskych ryb (Thorpe, Maack et al. 2009) a dlouhodoba
expozice E1 miiZze vést napf. aZ ke zménam pozorovanym na kostie ryb (Wu, Shields et
al. 2021). Obojzivelnici jsou dal§i skupinou zvifat vdzanych na vodni prostfedi

s podobnymi riziky negativnich G€inki po expozici estrogeny (Wojnarowski, Podobinski
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et al. 2021), kdy byla v poslednich letech u mnoha zabich populaci pozorovéana
dominance samicich jedincti jako reakce na zvysSené hladiny estrogenti.

Vodni plochy jsou zivotnim prostfedim pro fadu druhli vodniho ptactva a zvySené
hladiny estrogenii u nich mohou zptisobovat riizné neuroendokrinni a behavioralni zmény
(Ottinger, Lavoie et al. 2008). Napf. estradiol oslabuje jejich imunitni systém, potencuje
agresivni chovani a ovliviiuje jejich socialni chovani (Heimovics, Trainor et al. 2015).
Déle je tfeba zminit, ze estrogeny se neakumuluji pouze v tkdnich dospé€lych jedinct, ale
1 ve vejcich, coz mize negativné ovlivnit vyvoj embrya (Adkins-Regan, Ottinger et al.
1995), kdy dochazi ke snizeni plodnosti samicek a k ovlivnéni sexudlniho chovani

u samecku (Ottinger, Quinn Jr et al. 2005).

2.4.2 Distribuce benzofenont v Zivotnim prostiedi

Jak bylo zminéno vyse, vypousténa frakce vody z &istiren odpadnich vod (COV) je
povazovana za hlavni zdroj kontaminace vod. Vzhledem k tomu, ze BP-3 je nejvice
zkoumanym benzofenonovym kongenerem, velké mnozstvi studii je vénovano sledovani
jeho koncentrace v precisténych odpadnich vodach (Mao, He et al. 2019). Napft. ve Velké
Britanii byly zaznamenény vstupni koncentrace BP-3 piichazejici do COV na hladindch
az 3500 pg/1, zatimco v odtoku kolem 200 pg/1 (Kasprzyk-Hordern, Dinsdale et al. 2009).
V ostatnich zemich jde o koncentrace nasobné nizsi, kdy koncentrace v precisSténych
vodach dosahovaly hodnot 10 pg/l v USA (Loraine and Pettigrove 2006), 7,8 ng/l ve
Svycarsku (Song, Zhang et al. 2015), 5,6 pg/l v Ciné (Wang, Guo et al. 2015), 3,1 pg/l
v Australii (Liu, Ying et al. 2012), 0,5 pg/l v Némecku (Wick, Fink et al. 2010) a 0,3 pg/l
v Portugalsku (Cunha, Pena et al. 2015). V ostatnich zemich se koncentrace BP-3 ve
vypustich COV pohybovaly v desitkach, maximalné jednotkach stovek ng/l. Obdobné
vysledky byly pozorovany pro BP-1 a BP-2, kdy opét nejvyssi koncentrace na vstupu 1
vystupu COV pochézely z Velké Britanie (Kasprzyk-Hordern, Dinsdale et al. 2009, Mao,
He et al. 2019). Ostatni derivaty benzofenont nejsou v soucasnosti predmétem vyzkumu.

Piestoze COV predstavuji hlavni zdroj zneéisténi, benzofenony jsou i tak detekovany
na koncentracnich hladinach pg/l ve sladkovodnich vodach, coz je zpiisobeno jinymi
zdroji kontaminace a BP-3 je opét nejcastéjSim polutantem. NejvysSSich zaznamenanych
hodnot az 5 pg/l dosahoval BP-3 ve Spanélsku (Mandaric, Diamantini et al. 2017) a 3
ng/l v Cing (Ma, Wang et al. 2017). V fadé dalsich zemi jde jiz jen o stovky ng/l napi-.
gvycarsko (Zenker, Schmutz et al. 2008, Fent, Zenker et al. 2010), Slovinsko (Cuderman
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and Heath 2007), Thajsko (Tsui, Leung et al. 2014), Kolumbie (Aristizabal-Ciro, Botero-
Coy etal. 2017). Stejny trend plati pro ostatni derivaty benzofenonu. V ptirodnich vodach
(jezera, rybniky, pfirodni koupalist€¢) je mozno sledovat vykyvy v koncentracich
sledovanych BP, kdy vyssi koncentrace BP v letnich mésicich souvisi se zvySenym
pouzivanim opalovacich krémia. Vzhledem k hydrofobni povaze BP, dochazi k jejich
akumulaci v organismech zijicich na dn¢ sladkovodnich ploch, které¢ jsou konecnym
ptijemcem téchto latek. V soucasnosti je feSen pouze omezeny pocet studii zamérenych
na distribuci BP v téchto systémech (Gago-Ferrero, Diaz-Cruz et al. 2011).

Piimé omyvani opalovacich krémt v ramci rekreacnich aktivit je dilezitym zdrojem
kontaminace a koncentrace BP namétené v koupalistich jsou vysoce variabilni v rozmezi
jednotek az tisicti ng/l v zavislosti na jednotlivych zemich a sledovanych benzofenonech.
Nejvyssi koncentrace BP-3 v bazénu byla zaznamenana v Cing (4500 ng/l) a v Recku
(3000 ng/1). Zatimco v jinych zemich jako je CR, Slovinsko, Spanélsko byly naméfené
koncentrace BP-3 vrozsahu 400 - 600 ng/l. Vyssi koncentrace BP-1 a 4-
hydroxybenzofenonu v rozsahu jednotek az stovek ng/l byly zaznamenany opét v Cing
(Mao, He et al. 2019).

Kontaminace piimotskych lokalit je také aktualnim tématem vzhledem k nérGstu
poctu turistl v uvedenych lokalitach. Nejvyssi koncentrace BP-3 v pobieznich vodach
Havaje dosahovaly az 1400 pg/l. Zatimco v jinych lokalitich byly naméfeny nizsi
hodnoty BP-3 - 5,5 pg/l v Hong Kongu, 3,3 pg/l ve Spanélsku a 1,2 pg/l v Japonsku.
Vysoka kontaminace pobieznich vod je evidentné zpisobena smyvanim opalovacich
krémi v lokacich s hojnou navstévnosti plazi. Monitorovani BP-3 probihalo 1 na plaZich
v Los Angeles a v Italii s maximalnimi hodnotami v fadu stovek ng/l. Také hladiny BP-
1 se pohybuji v desitkdch ng/l a v soucasnosti probihaji studie zaméfené na distribuci
ostatnich benzofenont (Tovar-Sanchez, Sanchez-Quiles et al. 2013).

Distribuce benzofenonil v tkanich vodnich zivocicht (ryb, koryst a mekkysh) je
v posledni dobé studované s ohledem na jejich moZznou bioakumulaci. V nedavné studii
byly sledovany BP v rybach v povodi Spanélskych fek, kdy koncentrace BP-3 dosahovaly
az 24,3 ng/g tkan¢, avSak dalsi benzofenony nebyly ani detekovany. Podobné vysledky
byly zaznamenany u ryb v fece Glatt a jezefe Greifen ve Svycarsku, kdy byl opét nalezen
BP-3 na hlading 150 ng/g a BP-2 o koncentraci 123 ng/g. Obdobné koncentrace byly

zaznamenany 1 rybach z norskych jezer, zatimco v rybach z némeckych jezer dosahovaly
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koncentrace BP-3 maximalné¢ 1,21 ng/g. Moiské ryby vramci Evropy byly
kontaminovany BP-3, BP-1 a BP-6 v koncentracich az do 100 ng/g suché vahy. Ve studii
cilené na stanoveni BP-3 v tres¢ich jatrech dosahovaly koncentrace hodnot v rozmezi 20
- 1000 ng/g, které jsou obecné vyssi nez v samotné svalovin€. Obdobné koncentrace BP-
3 byly naméieny i v télech zastupct korysi a mekkysi (Fent, Zenker et al. 2010, Mao,
He et al. 2019).

2.4.3 Uprava odpadnich vod

Cisténi odpadnich vod je souhrnem technologickych procesti pouZzivanych pro
degradaci a snizovani obsahu latek znecistujicich odpadni vody. Tohoto cile se zpravidla
dosdhne ve tfech hlavnich stupnich, kdy prvni mechanicky stupeni zachycuje unaseny
material a suspendované latky, druhy biologicky stupen je zaloZzen na biochemické
aktivit¢ heterotrofnich mikroorganismi, zejména bakterii a jeho Gcelem je rozklad a
mineralizace organickych latek a ve tfetim stupni (terciarni ¢isténi) se chemickou c¢i
biologickou cestou snizuje obsah fosforu a dalSich latek. Odstraiovani odpadnich latek,
zejména endokrinnich disruptorti, v COV je vzhledem ke sloZitosti a perzistenci téchto
kontaminantli z&sadni vyzvou. Jejich U¢inné odstranéni je zasadni pro zmirnéni
potencialnich environmentalnich a zdravotnich rizik (Rout, Zhang et al. 2021).

Béhem primarniho cCisténi (sedimentace, koagulace ¢i flokulace) dochazi
k mechanickému ptedcisténi odpadni vody, jehoz cilem je odstranéni hrubych pevnych
necistot, suspendovanych latek a tukd, které je ovSem z hlediska endokrinnich disruptorti
nedostatecné.

Sekundarni ¢iSténi, znamé také jako biologické CiSténi, vyuzivd k rozkladu
organickych latek aerobni ¢i anaerobni mikroorganismy a je u¢innéjsi pro Sirsi spektrum
kontaminantli, ovSem jeho Uc¢innost pro endokrinni disruptory je rGzna. Technologie
vyuzivajici systémy aktivovaného kalu, Ludzack-Ettingertv proces a sekvencni davkové
reaktory, ¢asto vykazuji omezené odstraiiovani téchto sloucenin, protoze obecné nejsou
zcela biologicky rozlozitelné (Basile, Petrella et al. 2011, Kasonga, Coetzee et al. 2021).

Terciarni CiSténi (Rout, Zhang et al. 2021), které¢ zahrnuje pokrocilé technologie
pouziti ozénu, pokrocilé oxida¢ni procesy a adsorpce na aktivnim uhli, nabizi u¢inné;jsi
feSeni pro odstranéni endokrinnich disruptort. Bylo prokézano, Ze pouziti 0zonu u¢inné
rozklada Siroké spektrum endokrinnich disruptorti, véetné estrogeni a bisfenold,

prostfednictvim oxidacnich reakei na méné Skodlivé latky. Oxidaéni procesy, jako je
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kombinace UV zafeni s peroxidem vodiku nebo persirany, rovnéz vykazuji vysokou
ucinnost pii odstranovani téchto latek prostiednictvim tvorby hydroxylovych radikala,
které kontaminanty mineralizuji. Dal$i u¢innou metodou je adsorpce na aktivnim uhli,
avSak vysoké naklady a provozni problémy spojené s témito pokrocilymi technologiemi
omezuji jejich Sirsi vyuziti.

Kromé toho byly testovany membranové technologie vcetné reverzni osmozy, ktera
prokdzala vysokou ucinnost odstraiiovani fady 1éCiv a kontaminantl z osobni péce
prostifednictvim filtrace na semipermeabilnich membranach. Navzdory své ti€innosti jsou
systémy reverzni osmozy z diivodu vysokych nékladd a narokd na Gdrzbu v mnoha COV
Casto opomijeny (Rout, Zhang et al. 2021).

Celkove zlstava odstraniovani endokrinnich disruptord z odpadnich vod komplexni
vyzvou vyzadujici mnohostranny pfistup. Zatimco primarni a sekundéarni ciSténi
poskytuji uréitou troven odstranéni, pokrocilé technologie ¢isténi, jako je ozonizace, Ci
adsorpce aktivnim uhlim, nabizeji €¢inné&jsi feSeni, ale ¢asto jsou omezeny provoznimi
naklady. Pokracujici vyzkum a technologicky pokrok jsou nezbytné pro zvyseni i€¢innosti

a udrzitelnosti procest ¢isténi odpadnich vod z hlediska perzistentnich kontaminantt.
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2.4.3.1 Eliminace estrogen(
Sorpce

Sorpéni eliminace estrogenli na pevnou fazi se fidi sorpéni izotermou zavislou na
fyzikéalné chemickych vlastnostech odstranovanych latek a na pouzitém sorbentu. Dale je
mozno afinitu uvazovanych polutantl k jednotlivym sorbentim definovat pomoci
specifického sorpéniho koeficientu Kgq, ktery reprezentuje rovnovazny pomeér mezi

sorbovanou a rozpusténou koncentraci latky.

Sorpce na aktivovany kal

Aktivovany kal je nejrozsifenéj$i metodou biologického c¢isténi odpadnich vod.
Béhem tohoto procesu mohou byt estrogeny odstranény sorpci na suspendované pevné
latky v kalu s naslednou likvidaci nebo biologickou degradaci, avSak neni dosud zcela
jasné, ktera metoda je vyznamnégjs$i (Andersen, Hansen et al. 2005, Ren, Nakano et al.
2007). V praci publikované Clarou a jeho kolegy bylo zjisténo, ze sorpce latek s log Kq
(rozdé€lovaci koeficient mezi pevnou fazi/sediment a kapalinou) mensim nez 2 na
suspendované pevné latky v kalu je minimdlni, zatimco pro latky s log Kq vétSim nez 4 je
vyznamna (Clara, Strenn et al. 2004). Stanovené log Kqpro E1, E2 a EE2 jsou kolem 3,
takze sorpce miize byt povazovana za relevantni metodu eliminace estrogenti. Urase
s kolegy (Urase and Kikuta 2005) porovnavali G¢innost adsorpce a biologické degradace
nckolika 1é¢iv a estrogent, kdy pro EE2 byla adsopce dominantni cestou pro eliminaci
z vody. Oproti tomu vysledky skupiny Andersena (Andersen, Hansen et al. 2005) nejsou
shodné, kdy sorpce nevykazovala vyznamny podil na eliminaci estrogenti. Nekteré dalsi
studie (Joss, Andersen et al. 2004, Muller, Rabenoelina et al. 2008) vySe uvedené
vysledky podporuji a uvadi, ze sorpce estrogentll na Castice v aktivovaném kalu dosahuje
maximalné 10 %. Diskrepance mezi jednotlivymi studiemi muZze byt zpisobena riznymi
experimentalnimi podminkami jako je velikost pevnych ¢astic, celkovy organicky obsah
latek ve vod¢, pH, teplota a iontova sila atd. Zde je dllezité poznamenat, Ze estrogeny se

mohou nejen adsorbovat, ale pti zvySené teploté i resorbovat (Racz and Goel 2010).

Sorpce na adsorbenty
Ze soucasnych metod pro odstraiiovani polutantii z vod patii adsorpce k efektivnim a
zaroven ekonomickym feSenim. Aktivni uhli je U¢inné pro odstranéni Siroké palety

organickych a anorganickych latek, a diky svym vlastnostem je jednim z nejuzivangjSich

45



vvvvvv

negativné ovliviiujicim miru adsorpce estrogenti je celkovy obsah organickych latek a
jinych substanci pfitomnych ve vodé, které soutézi o vazebnd mista. Kromé aktivniho
uhli byla testovana celé fada dalSich adsorbentti jako je chitin a chitosan (Zhang and Zhou
2005) a nové 1 molekularné imprintované polymery (DeMaleki, Lai et al. 2010, Lai,
Maleki et al. 2010). Meng (Meng, Chen et al. 2005) pfipravil molekularné imprintovany
polymer, kdy jako templat pouzil estradiol, a na takto pfipraveny substrat selektivné
adsorboval nejen estradiol, ale 1 diethylstilbestrol, estriol a estron. Regenerace polymeru
byla mozna pomoci smési metanolu s octovou kyselinou v poméru 9:1. Jinym trendem
pro pfipravu adsorbentt jsou uhlikové nanotrubice o priméru 1 az 100 nanometrti a délce
do 100 um. Gao (Gao, Su et al. 2011) tyto trubice pouzil po funkcionalizaci jejich povrchu
pomoci imprintovanych polymert pro estron, kdy byla prokazana vysoka selektivita a
vytézek adsorpce az 113,5 pmol/g. Obdobn¢ Joseph (Joseph, Heo et al. 2011) provedl
studii s uhlikovymi nanotrubicemi pro adsorpci EE2 z prisakovych vod, kdy bylo

dosazeno az 98% adsorpce.

Membranova filtrace

Membranové procesy se fadi mezi separacni metody zalozené na pouziti polopropustné
membrany, pficemz hnaci silou celého procesu je v tomto piipade rozdil tlaki pred a za
membranou. Selektivita celého procesu zavisi zejména na velikosti pori membrany.
Tlakové membranové procesy lze délit podle velikosti porti na mikrofiltraci, ultrafiltraci,
nanofiltraci a reverzni osmoézu. Filtrovani pfes membranu je kombinaci procesi,
konkrétné adsorpce a filtrace na zakladé velikosti molekuly. Z filtracnich metod pro
odstraniovani estrogent je nejvice studovana reverzni osmoza a nanofiltrace, kdy jejich
ucinnost je vyjadrena jako neprichodnost estrogenii pfes membranu uvadénou
v procentech a zavisi na fyzikalné chemickych vlastnostech estrogenti (molekularni
hmotnost, log P), vlastnostech membrany (permeabilita, velikost pori, povrchovém
naboji atd.) a parametrech vody (pH, teplota a salinita) (Bellona, Drewes et al. 2004). Ve
studii zaméfené na membranovou adsorpci estronu (Nghiem, Schifer et al. 2002) bylo
prokdzano, Ze zasadni vliv mé slozeni membrany a pH vody. Napf. na polyamidové
membrané dochazi k poklesu adsorpce, pokud je pH vody vyssi nez pKa estronu, zatimco

pH nemélo vliv na adsorpci estrogenli na membrané na bdzi polyamid-mocovina.
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Schéffer (Schifer, Nghiem et al. 2003) se naopak zaméfil na slozeni testované vody ve
smyslu koncentrace estronu, pH a iontové sile. Zatimco vliv pocatecni koncentrace
estronu v rozmezi 1 - 1000 ng/ml byl nepatrny, tak po ptfidavku 100 umol/l chloridu
sodného se zvysila prichodnost estronu membranou z2 na 10 %, ale neovlivnila
prostupnost E2. V jiné studii (Koyuncu, Arikan et al. 2008) se pfi vyse uvedené iontové

sile roztoku zlepsila prostupnost pro E1 1 E2 z 3 % na 35 %.

Biologické procesy estrogeny

Ptestoze bylo prokazano, ze synteticky estrogen EE2 se nejvice odstranuje v ramci
vprvni fazi COV, tak ve druhé fazi &isténi odpadnich za pouziti aktivovaného kalu
dochazi k efektivnimu odstranéni estrogenti biogenniho ptivodu. Aktivovany kal je
nejCastéji pouzivany proces pro CiSténi odpadnich vod a jiz v roce 1999 dosahovala
urovei eliminace estrogent 83 % pro E1, 99,9 % pro E2 a 78 % pro EE2 (Ternes, Stumpf
et al. 1999). V jiné praci (Johnson and Sumpter 2001) bylo zjisténo, ze eliminace pro E2
a E3 je vyssi nez 85 %.

Pti pouzivani aktivovaného kalu se po poc¢atecni adsorpci na pevné ¢asti kalu zvySuje
biodostupnost a dalsi ubytek estrogenti je zplUsoben biodegradaci. Biodegradace se
povazuje za hlavni zptsob odstranéni estrogent v aktivovaném kalu v ramci COV
(Andersen, Siegrist et al. 2003, Muller, Rabenoelina et al. 2008), zatimco jini autofi
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2005).

Bakterie

Aktivovany kal je ucinnou biologickou metodou ¢isténi pomoci riznych skupin
aerobnich 1 anaerobnich mikroorganismu. V ramci biologického ¢isténi vody (Suzuki and
Maruyama 2006) byla provedena série experimentl s odpadni vodou, kdy vysledky
ukazuji, ze estrogeny (E1 a E2) jsou nejprve adsorbovany na castice kalu a poté jsou
b&hem nékolika hodin rozlozeny mikroorganismy. U¢innost odstranéni estrogent nebyla
zavisla na teploté ani na obsahu rozpusténych organickych latek ve vodé. Vader (Vader,
Van Ginkel et al. 2000) uvadi, Ze pfi pouziti nitrifikacni bakterie v aktivovaném kalu

dochézi ke kompletnimu degradaci EE2 na hydrofilni latky.
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Rasy a rostliny

Della Greca a jeho kolegové (Della Greca, Pinto et al. 2008) testovali schopnost 11
ruznych druht fas transformovat EE2, pfi¢emz 7 z nich transformovalo minimalné¢, ale
oproti tomu kmen ftasy Selenastrum capricornutum byl schopen pireménit az 92 %
rozpusténého EE2. Naproti tomu Shi (Shi, Wang et al. 2010) sledoval biodegradaci E1,
E2 a EE2 pomoci 6 druht fas a okiehku Lemna species. Kombinace okiehku a tas vedla
k efektivnimu odstranéni estrogenti s az 90 % ucinnosti i pfi nanogramovych hladinach

v odpadnich vodach.

Oxidacni procesy

V ramci tercidlni faze Cisténi odpadnich vod jsou pouzivany ptfedevSim pokrocilé
oxidacni procesy, kdy k oxidaci organickych kontaminantii dochdzi primarné¢ reakci
s hydroxylovymi radikaly. Tyto procesy jsou vysoce efektivni pro odstrafiovani chemicky
stabilnich latek, avSak nevyhodou mtize byt vznik nebezpecnych tzv. vedlejsich produkti,
které mohou mit stejnou nebo dokonce vyssi estrogenni aktivitu nez ptivodni latky.

Ultrafialové zafeni je Siroce pouzivand technika pro dezinfekci odpadnich vod a
probihd bud’ pfimo absorpci svétla nebo tzv. nepfimou fotolyzou. Pti ptimé fotolyze
dochazi k ptechodu polutantli do excitovaného stavu, coz vyvold reakci s jinymi latkami
obsazenymi ve vodé. Pti nepiimé fotolyze dochézi k reakci polutantti s hydroxylovymi
radikaly, které vznikaji pfiddnim ozonu nebo peroxidu vodiku do ozafované vody.
Utinnost UV zéieni byva zefektivnéna piidavkem peroxidu vodiku, ktery je UV zafenim
ptimo rozklddan na hydroxylové radikaly. Tato kombinace je nazyvana fotolyzou
peroxidu vodiku a je schopnd odstranovat tézce rozlozitelné latky jako jsou léciva,
chlorované uhlovodiky a dalsi (Caupos, Mazellier et al. 2011).

Fotokatalyticka oxidace pfedstavuje dals§i moderni technologii likvidace persistentnich
polutanti ve vodach pomoci fotolyticky generovanych radikalti a reaktivnich forem
kysliku za ucasti katalyzatoru jako oxid titanicity, oxid zinec¢naty, oxid cinicity.
Fotokatalyticka oxidace byla GispéSné testovana pro odstranéni estrogenil z odpadnich vod
(Karpova, Preis et al. 2007). Naptiklad Coleman a jeho spolupracovnici (Coleman,
Eggins et al. 2000) prokazali, ze mikromolarni koncentrace E2 byly z 98 % odstranény
béhem 3 hodin pomoci fotokatalyzy s oxidem titaniCitym, a tato metoda je zaroven

efektivnéjsi nez piima fotolyza.
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Dale se pro odstranéni estrogenti z odpadnich vod pouzivaji riizna chemicka oxidacni
¢inidla jako napft. 0zon, kyselina chlornd, oxid chloricity, oxid manganicity atd. Pro svou
nizkou cenu je chlorovani vody Siroce pouzivanou technikou pro jeji dezinfekci. Chlor
reaguje s fenolickymi skupinami, takze mikropolutanty, které tyto skupiny obsahuji, jsou
béhem chlorace transformovany na chlorované derivaty pivodnich latek s nizsi
estrogenni aktivitou (Lee and Gunten 2009). Ozon jako oxida¢ni Cinidlo je jednim
z nejucinngjsich chemickych ¢inidel (Huber, GObel et al. 2005) pro oxidaci estrogent
s vice nez 90% ucinkem na hladin¢ 2 mg ozonu/l ¢isténé vody.

Dalsi metodou pro ¢isténi vody je aplikace ultrazvuku o nizké az sttedni frekvenci (20
- 1000 kHz) bez pritomnosti katalyzatort, pomoci které se vytvari vodikové radikaly. Suri
a jeho kolegové (Suri, Nayak et al. 2007) pouzili ultrazvuk pro degradaci estrogenii (E1,
E2, E3 a EE2) o koncentraci 10 pg/l ve vodném prostiedi, pti¢emz doslo k 80 - 90%

destrukci vSech estrogenti béhem 60 minut.

2.4.3.2 Eliminace benzofenon

Klasické metody Upravy vody jako je sedimentace nebo filtrace nejsou dostate¢né
efektivni pro eliminaci UV filtri na bazi benzofenont a predstavuji potencialni riziko pro
lidské zdravi. Benzofenony se povazuji za fotostabilni ve vodném prostiedi, kdy napf.
studie Kima (Kim and Choi 2014) ukazala, ze pouze 4 % BP-3 byly degradovany
slune¢nim zafenim. Pfi nepfimé fotochemické oxidaci pomoci peroxidu vodiku/UV
vyvolava UV zafeni o vlnové délce 254 nm vznik 2 hydroxylovych radikald. Vysoce
reaktivni radikaly mohou oxidovat organické slouc¢eniny az na bezpecné produkty, jako
je oxid uhli¢ity a voda. Rychlost této reakce zavisi na pocatecni koncentraci benzofenonti
a pH ¢isténé vody s optimalni hodnotou pH 6. Dalsi béZné pouzivanou oxida¢ni metodou
pro cisténi vody je pouZiti Fentonova ¢inidla, kdy dochézi k aktivaci peroxidu vodiku
dvojmocnym Zelezem v kyselém prostredi pti pH 3. Sou€asné pouziti UV zafeni zaroven
vede k vyssi generaci hydroxylovych radikald. Neptima fotolyza mize byt indukovana i
ptitomnosti dal§ich organickych latek jako jsou huminové kyseliny (Imamovié, Trebse et
al. 2022). Stejné jako v piipad¢ estrogenil je i u benzofenontli pfedpoklad, Ze u nich bude
dochazet k biodegradaci, ktera bude probihat sndze pii anaerobnich podminkach (Wick,
Marincas et al. 2011). Pfi pouZiti aktivniho kalu doslo k biodegradaci BP-1 a BP-2 z vice
nez 90 %, pro BP-3 pouze 60 %. Stejné jako bakterie i houby jsou schopné degradovat
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benzofenony, napt. pii pouziti houby outkovka pestra (Trametes versicolor) dochazi

k témét kompletnimu rozkladu (Gago-Ferrero, Demeestere et al. 2013).

2.4.3.3 Vyuziti eutektickych kapalin pro €isténi odpadnich vod

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.2 Eutektické kapaliny, pfednosti DES vedly k jejich
vyuziti v riznych oblastech analytické chemie, elektrochemie, biokatalyze nebo jako
extrak¢nich ¢inidel ve farmacii a kosmetickém primyslu. V roce 2015 byla publikovana
pionyrska prace van Osche (van Osch, Zubeir et al. 2015), ktera piedstavila prvni
hydrofobni eutektickou kapalinou (HDES) na bazi tetralakylamonium bromidu s rtizné
dlouhym alkylovym fetézcem v kombinaci s alifatickymi karboxylovymi kyselinami,
které maji body tani v rozmezi od -16,65 °C do 8,95 °C. Ve stejném roce Marrucho
(Ribeiro, Florindo et al. 2015) pfedstavila hydrofobni eutektickou kapalinu na bézi
mentholu a alifatickych karboxylovych kyselin. V nasledujicich letech doslo
k exponencidlnimu ristu zajmu o tyto kapaliny a zkoumani jejich aplika¢niho potenciélu.
Vétsinu dosud predstavenych HDES lze rozdélit do dvou kategorii. Iontové HDES se
vétSinou skladaji z kvarternich amoniovych soli jako HBA a z alifatickych alkoholii nebo
karboxylovych kyselin v pozici HBD (Chabib, Ali et al. 2022). Zatimco neutralni HDES
jsou s terpeny v pozici HBA a karboxylovymi kyselinami v pozici HBD piedstavuji méné
rozmanitou skupinu. Objevuji se dokonce HDES slozené pouze z karboxylovych kyselin
(Schaeffer, Martins et al. 2018). Nemisitelnost HDES s vodou vedla k jejich vyuZiti pro
extrakci latek z vodnych vzorkll véetn€ jejich vyuziti pro Upravu odpadnich vod.
Takovéto HDES je tfeba ptipravovat z pomérné hydrofobnich vychozich latek, aby
nedochazelo k rozpousténi jednotlivych komponent HDES ve vodé (Florindo, Monteiro

et al. 2020).
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3 Cile dizertaCni prace

Cilem dizertacni prace byla pfiprava a testovani riznych hydrofobnich eutektickych
kapalin na bazi terpenti a alifatickych karboxylovych kyselin z hlediska jejich fyzikalné
chemickych vlastnosti, zejména jejich hydrofobnosti, ale i dostupnosti a ceny ¢istych
vychozich latek. Podle vyse zvolenych kritérii byly vybrany jako vychozi latky menthol,
terpineol a karboxylové kyseliny (oktanova, dekanové a dodekanovd) a jejich vzajemné
kombinace, které byly zkoumany z hlediska:

1) Optimalizace experimentalnich podminek pfipravy a testovani eutektickych
kapalin pro extrakci smési estrogenti (estriol, estradiol, estron, ethinylestradiol) ze
spikovanych vzorkl vody (kombinace vychozich latek, molarni pomér vychozich
latek, rychlost extrakce, doba extrakce a opakované pouziti eutektickych kapalin).

2) Optimalizace experimentalnich podminek pfipravy a testovani eutektickych
kapalin pro extrakci Sesti benzofenonli ze spikovanych vzorki vody (kombinace
vychozich latek, molarni pomér vychozich latek, rychlost extrakce, doba extrakce
a opakované pouziti eutektickych kapalin).

3) Pouziti eutektickych kapalin pro extrakci estrogeni a benzofenonti v realnych
vzorcich vody a ovéfeni jejich extrakéni ucinnosti ve spikovanych i realnych

vzorcich vody.
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4 Experimentalni cast, vysledky a diskuse (estrogeny)
4. 1 Experimentalni cast

4.1.1 Chemikalie, reagencie

Standardy estronu (> 99 %), 17a-estradiolu (aE2, 99 %), 17B-estradiolu (BE2, 98 %),
17a-ethinylestradiolu (EE2, 98 %), estriolu (99 %) a deuterovaného p-estradiolu-
16,16,17d3 (E2 — d3) (98 %) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Acetonitril (LC-MS grade), metanol (LC-MS grade), hexan (HPLC Plus), chloroform
(HPLC grade), terc-butylmethylether (TBME, 99,8 %); menthol, kyseliny oktanova (C8),
dekanova (C10) a dodekanova (C12) byly koupeny od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim,
Némecko), kazda s ¢istotou nejméné 97 %. Kyselina mravenci (98 - 100 %) byla potizena
od spole¢nosti Merck (Damstadt, Némecko).

Deionizovana (DEI) voda pouzitd pro ptipravu vodnych roztoki byla ¢isténa pomoci
systému pro ¢isténi vody Milli-Q od spole¢nosti Millipore (18 MQ.cm, Bedford, USA).
Pracovni vodné roztoky byly pfipraveny rozpusténim 5 estrogenti v DEI vod¢ na dvou
koncentra¢nich urovnich, 10 a 20 pg/ml a uchovavany v lednici pii teploté 5 °C.

Reélné vzorky odpadnich vod byly odebrany z ptfirodni vodni néddrze umisténé v centru
hlavniho mé&sta (Albertov, Praha, Ceska republika). Realné vzorky byly nejprve testovany
na obsah pfirodnich estrogenti (Kozlik, Bosdkova et al. 2011) a poté byly spikovany

pracovnimi roztoky v koncentracich 10 a 20 pg/ml.

4.1.2 Instrumentace HPLC-MS/MS a experimentalni podminky

Stanoveni estrogenti ve vodnych vzorcich bylo provedeno podle diive publikovanych
postupt (Kozlik, Bosadkova et al. 2011, Bosakova, Tockstein et al. 2018, Bosakova,
Tockstein et al. 2020), kdy experimenty byly provadény na kapalinovém chromatografu
Infinity Series 1290 (kvartérni pumpa, odplynovac, termostaticky autosampler, kolona
s peci) spojeném s tandemovym hmotnostnim spektrometrem Triple Quad LC/MS 6460
(Agilent Technologies, Waldbroon, Némecko) a ionizacnim rozhranim pro elektrospre;.
Chromatogramy byly zaznamenany a vyhodnoceny pomoci softwaru MassHunter
Acqusition (Agilent Technologies, Waldbroon, Némecko). Na meéfeni byla pouzita
kolona SunFire C18 (vnitini rozméry 50 mm x 4,6 mm, velikost Castic 5 um, Water,
Milford, MA, USA). Pfi chromatografickych méfenich byla pouzita izokraticka eluce

s mobilni fazi 50/50 v/v acetonitril/voda, oboji s ptidavkem 0,1 % v/v kyseliny mravenci,
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a pii pratoku mobilni faze 0,5 ml/min. Méfeni MS/MS byla provadéna v rezimu
monitorovani vicenasobné reakce (MRM) s pouzitim ionizace elektrosprejem (ESI)
v pozitivnim rezimu (iontovy ptechod, estron 271,0 > 252,9; 17a-estradiol 255,0 > 158,9;
17B-estradiol 255,0 > 158,9; 17a-ethinylestradiol 279,0 > 132,9; estriol 271,0 > 252,9 a
B-estradiol-16,16,17-d3 jako wvnitini standard 258,0 > 158,9). Pied kazdou analyzou
méienou metodou kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-
MS/MS) bylo k 150 pl vzorku pfidano 50 pl vnitiniho standardu rozpusténého v etanolu
o koncentraci 200 pg/ml, aby bylo dosazeno konecné koncentrace 50 ng/ml. VSechny
vzorky byly méfeny ve tfech opakovanich a vysledné hodnoty jsou uvedeny jako prumér
+ smeérodatna odchylka (SD). Na zaznamech nebyl pozorovan zadny vliv matrice.
Kalibra¢ni ptimky ptipravené z DEI vody vykazovaly linearitu pro vSechny testované

estrogeny v celém méfeném kalibraénim rozsahu od 5 do 1000 ng/ml.

4.1.3 Priprava hydrofobnich eutektickych kapalin

Hydrofobni eutektické kapaliny byly pfipraveny zahiivanim riznych kombinaci HBA
a HBD pfi 85 °C za stalého michéani, dokud nevznikla homogenni kapalina. Pro pfipravu
HDES byl pouzit netoxicky menthol nebo karboxylové kyseliny v pozici HBA a
karboxylové kyseliny (oktanova, dekanova a dodekanova) jako HBD v molarnim poméru
HBA/HBD 1:1. Tento postup vychazel také z predchozich empirickych poznatki, které
naznacuji, ze molarni pomér eutektickych slozek v bindrnim systému by se mél blizit
jednotce, protoze miiZkova vazba jedné slozky zavisi na zapojeni s ostatnimi sloZzkami
miizky. Sest HDES bylo tispé§né piipraveno jako homogenni kapaliny, aniz by doglo

k vysrazeni krystalll pfi bézné laboratorni teploté.

Ptipravené eutektické kapaliny:

a) menthol s kyselinou oktanovou (menthol: C8)

b) menthol s kyselinou dekanovou (menthol:C10)

¢) menthol s kyselinou dodekanovou (menthol:C12)

d) kyselina oktanova s kyselinou dekanovou (C8:C10)
e) kyselina oktanova s kyselinou dodekanovou (C8:Cjo)

f) kyselina dekanova s kyselinou dodekanovou (C10:C12)

Obsah vody v testovanych HDES byl méfen Karl Fischerovou titraci pomoci Coulometru

831 KF (Metrohm, Herisan, Svycarsko).
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4.1.4 Postup extrakce kapalina-kapalina pomoci eutektickych kapalin
Experimenty s extrakei kapalina-kapalina (LLE) byly provadény pii teploté 25,0 + 0,1
°C spouzitim pripravenych hydrofobnich EK jako extrak¢nich Cinidel tfepanim na
vortexu (Multi Speed Vortex MSV-3500 (Biosan, LotySsko); pouze v piipad¢ EK na bazi
menthol:C12 byly extrakce provadény pii teploté 30 £ 0,1 °C. Estrogeny se ve vodnim
prostfedi vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich, obvykle v rozmezi ng/l az mg/l.
V této praci byla pouzita citliva analytick4 technika HPLC-MS/MS bez nutnosti provadét
specialni prekoncentrace vzorku. Pro vyvoj metody byly pouzity modelové vzorky DEI
vody spikované smési estrogenti v koncentracich hladinach 10 a 20 pg/ml. LLE probihala
v 1 ml Ependorf zkumavce po dobu 15 min, coz byla minimélni doba pro dosazeni
rovnovahy, a poté byly vialky ponechany v klidu po dobu 12 h, aby se zajistilo upIné
oddéleni obou fazi. Nasledné byly obé faze peclivé oddéleny pomoci injekéni stiikacky
s jehlou a koncentrace zbytkovych mikropolutantii ve vodné fazi byla stanovena pomoci
vyvinut¢ HPLC-MS/MS metody. Pro vyloufeni moznych interferenci EK a jejich
interakci s mikropolutanty, byla koncentrace estrogenti experimentalné stanovena pouze

ve vodné fazi.
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4.2. Vysledky a diskuse

4.2.1 Extrakcéni ucinnost eutektickych kapalin

V této praci byly pfipraveny neutralni hydrofobni EK kombinujici pfirodni latky,
konkrétné menthol s karboxylovymi kyselinami. VSechny EK byly piipraveny
v molarnim poméru 1:1, ve kterém se vyskytuji v kapalném stavu, jak bylo prokazano
v predchozich pracich (Florindo, Lima et al. 2019). Pro extrakci estrogenti z vodného
prostfedi bylo nejprve testovano Sest hydrofobnich eutektickych kapalin. Extrakéni
ucinnost vyjadiena v procentech byla vypoctena z rozdilu koncentraci estrogenti ve vodné
fazi pred a po extrakci. Extrak¢ni ucinnost studovanych estrogenti pii pouziti Sesti vyse
popsanych EK a tfi béznych organickych rozpoustédel (hexan, chloroform, TBME) jsou
shrnuty v Tabulce 5.

Vynikajici extrakéni ucinnosti > 97 % pro vSechny zkoumané estrogeny
z obohacenych vodnych vzorki bylo dosaZeno u vSech testovanych eutektickych kapalin.
Tyto vysoké hodnoty extrakéni Gi€innosti, dosazené pii odstraiiovani estrogenti z vody,
souvisi predevsim s hydrofobnim charakterem EK, nebot studované estrogeny maji
vysoky rozdélovaci koeficient oktanol/voda (log P) v rozmezi 3 az 4, coz vede k jejich
vysoké afinité k organickym hydrofobnim fazim (Tabulka 6) a po bliz§im pohledu na
ziskana data lze vypozorovat nékteré trendy, kdy je potieba detailné zvazit pomér log P
kazdého estrogenu a hydrofobicity daného EK. Napftiklad estriol a estron oba s nejnizsi
hodnotou log P (2,45) se prednostné extrahuji pomoci EK slozenych ptfevazné z C8
a/nebo mentholu. Naopak, ¢im hydrofobnéjsi EK se pouZije, tim niz§i extrakéni ucinnosti
pro estriol se dosdhne. Tento trend by m¢l platit napfi¢ rostoucim log P testovanych
estrogend. Nicmén¢ jina fyzikalné-chemicka vlastnost EK, konkrétné viskozita limituje
pfenos estrogent do nejpolarnéjSich EK za definovanych experimentalnich podminek,

jakou je 15 min doba tfepani.
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Tabulka 5 A Extrak¢ni t€innosti (%) raznych eutektickych kapalin a organickych rozpoustédel pro extrakci vybranych estrogenti z vodnych

vzorkl
Estrogeny

Extrak¢ni rozpoustédlo estriol estron 170-ethinylestradiol 17a-estradiol 17B-estradiol ~ p-hodnota !
Pocatecni koncentrace estrogenti ve vodném vzorku pied extrakei: 20 pg/ml
menthol: C8 98,55 +2,44 99,79 + 1,85 99,87 0,77 99,87 + 3,37 99,87 + 1,64 -
menthol: C10 98,15+ 1,90 99,79 + 0,87 99,85+ 1,63 99,84 + 2,73 99,86 + 2,10 0,150
menthol: C12 98,02 +2,06 99,78 + 3,34 99,83 £ 0,71 99,83 + 0,48 99,85+ 1,86 0,136
C8: C10 98,50 + 3,07 99,81 + 1,10 99,85+ 1,58 99,84 + 1,46 99,87 + 0,89 0,128
C8: Cl12 98,45 + 3,84 99,81 + 1,62 99,84 + 2,09 99,83 + 1,55 99,87 0,37 0,109
Cl10: C12 97,66 + 2,30 99,70 + 1,77 99,76 + 0,64 99,75+ 1,57 99,78 + 1,84 0,087
hexan 6,25+ 1,07 27,70 + 3,70 36,39 £ 3,73 67,83 + 5,85 61,74 + 4,60 0,003
chloroform 57,19+ 6,79 99,54 + 1,96 99,07 + 3,22 98,31 + 1,80 99,07 + 0,67 0,166
tert-butyl methyl ether 94,58 £ 7,21 99,85 + 2,85 99,92 + 1,25 99,80 + 1,04 99,84 + 0,77 0,188
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Tabulka 5 B Extrak¢ni ucinnosti (%) riznych eutektickych kapalin a organickych rozpoustédel pro extrakci vybranych estrogenti z vodnych

vzorku

Pocate¢ni koncentrace estrogenii ve vodném vzorku pied extrakci: 10 pg/ml

Extrak¢ni rozpoustédlo estriol estron 17a-ethinylestradiol 17a-estradiol 17B-estradiol ~ p-hodnota !
menthol: C8 99,07+ 1,37 99,90 1,18 99,90 + 1,83 9990+ 1,76 99,93 + 1,83 -
menthol: C10 98,61 + 1,66 99,86 + 1,70 99,89 + 0,16 99,87 + 0,95 99,91 + 1,06 0,134
menthol: C12 98,63 + 0,98 99,86 + 1,61 99,88 + 1,35 99,87 + 1,47 99,91 + 1,33 0,127
C8: C10 98,34 + 1,03 99,88 = 1,03 99,85+ 1,81 99,84 + 0,94 99,89 £+ 0,66 0,131
C8: C12 98,31 +£2,49 99,85+ 1,09 99,84 + 0,94 99,84 + 1,98 99,89 + 0,95 0,121
C10: C12 96,51 £2,17 99,79 + 1,04 99,79 +1,33 99,77 +£ 0,92 99,81 +£0,15 0,141
hexan 28,57 + 3,52 28,25+ 3,54 30,80 = 3,01 65,80 + 3,87 57,42 + 3,30 0,001
chloroform 51,88+ 4,82 99,75+ 0,69 99,41 + 3,36 99,05+ 0,66  9937+2,16 0,176
tert-butyl methyl ether 95,10 + 1,89 99,88 + 1,00 99,90 + 0,49 99,87 £ 0,71 99,90 + 0,90 0,182

Experimentalni podminky: doba extrakce 15 min, frekvence tfepani 2000 rpm, molarni pomér HBA/HBD 1:1, pocet méfeni n=3; vysledky vyjadieny jako primérna
hodnota =+ standardni odchylka, C8 — oktanova kyselina, C10 — dekanova kyselina, C12 — dodekanova kyselina

! t-test byl pouzit ke statistickému srovnani extrakénich uginnosti jednotlivych estrogenti pro menthol: C8 oproti jinym HDES a organickym rozpoustédlim
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Tabulka 6 Rozd¢lovaci koeficient (log P) a rozpustnost pifirodnich a syntetickych
estrogentl (Shareef, Angove et al. 2006)

Estrogen log P Rozpustnost ve vode (mg/1)
estriol 2,45 27,3
estron 3,13 30,0
17a-ethinylestradiol 3,67 11,3
17a-estradiol 4,01 3,9
17B-estradiol 4,01 3,6

Souhrnné 1ze konstatovat, ze pii optimalizovanych podminkach extrakce (doba
extrakce 15 min, frekvence ttepani 2000 rpm, molarni pomér HBA/HBD 1:1) nejvyssi
extrakéni G€innosti dosahuje eutektickd kapalina menthol: C8 pro vSechny studované
estrogeny. Parovy t-test porovnavajici nejvyssi extrakéni uc¢innost pro menthol: C8
s ostatnimi EK vSak neodhalil zadny statisticky vyznamny rozdil s hodnotami koeficientu
p > 0,05. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen pouze ve vztahu k tradi¢nimu
organickému rozpoustédlu hexanu s p hodnotou 0,003, viz Tabulka 5 A, B. Z praktického
hlediska je dtlezitym parametrem bod tani extrakéniho rozpoustédla, ktery
u hydrofobnich EK dosahuje nasledujicich hodnot: -4,5 °C pro menthol: C8; 13,1 °C pro
menthol: C10; 28,0 °C pro menthol: C12 (Martins, Crespo et al. 2018); 11,8 °C pro C8:
C10 (Zhang, Zhang et al. 2020); 20,8 °C pro C8: C12 a 22,7 °C pro C10:C12 (Florindo,
Romero et al. 2018). Z tohoto hlediska je vhodné zvolit rozpoustédlo s nizkym bodem
tani a smési menthol: C8, menthol: C10 nebo C8: C10 jsou pro tento ucel nejvhodnéjsi.
Pouziti menthol: C12 s nejvyssim bodem tani miize byt problematické a energeticky

Za ucelem vyhodnoceni t¢innosti EK pro remediaci vody byla pro extrakci estrogeni
za identickych experimentalnich podminek testovdna také bézna organické rozpoustédla,
jako jsou hexan, chloroform, TBME. Uginnosti extrakce stoupaji v pofadi hexan <
chloroform < TBME, kdy TBME poskytuje srovnatelné vytézky extrakce jako EK
(Tabulka 5 A, B).
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4.2 Vliv molarniho poméru HBA/HBD

Dal8im sledovanym parametrem je vliv molarniho sloZeni pfipravenych eutektickych
kapalin na extrak¢ni uinnost estrogent. Z tohoto divodu byly pfipraveny eutektické
kapaliny na bazi menthol: C8 ve tfech riznych molarnich pomérech 1:1, 1:2 a 1:3 ve
prospéch C8 jako HBD. Pti kombinaci mentholu s C10 a C12 nelze molarni pomér zvysit
nad 1:1, protoze pti ochlazeni EK na laboratorni teplotu dochézi k ¢aste¢né rekrystalizaci
vychozich latek, a proto u nich nebyl molarni pomér sledovan. Extrak¢ni i€innost pro
nejméné¢ polarni estriol (log P 2,45) se zlepSuje s rostoucim molarnim pomérem
HBD/HBA (Obr. 5). Naopak s rostouci hydrofobnosti estrogenti, méfenou pomoci log P,
se extrak¢ni ucinnost snizuje pii zvySovani molarniho poméru HBD/HBA ve srovnani se
standardnim ekvimolarnim pomérem. Nakonec se ukézalo, Ze u vSech testovanych
ptirodnich a syntetickych estrogenil je maximalni extrakéni uc€innosti dosazeno pii pouziti
menthol: C8 v molarnim poméru 1:1. Extrak¢ni G¢innost pro ostatni EK jako C8: C10,
C8: C12 nebo C10: C12 pii molarnim poméru 1:1 byly srovnatelné, ale nikoli lepsi nez

ty, kde byl menthol jako vychozi latkou pro EK.
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Obr. 5 Vliv molarniho poméru HBA/HBD menthol: C8 na G¢innost extrakce estrogent
z vodné faze na hladin€ 20 pg/ml pii dobé tfepani 15 min a frekvenci tiepani 2000 rpm.

HBA/HBD - 1:1 (¢ern¢), 1:2 (Cerven¢), 1:3 (modie).

4.3 Vliv objemu vodné faze a eutektické kapaliny na extrakéni ucinnost

Pokud jde o pouZziti eutektickych kapalin pro extrakci sttedné€ polarnich az nepolarnich
latek, je vyznamnym parametrem charakterizujicim hydrofobnost EK obsah rozpuSténé
vody jako pfimési. Rozpustnost vody v piipravenych EK byla méfena pomoci Karl
Fischerovy titracni metody, jejiz vysledky jsou shrnuty na Obr. 6. Podle ptedpokladu
rozpustnost vody v extrakéni kapaliné klesa imérné s rostouci délkou alkylového fetézce
organické kyseliny pouzité pro piipravu eutektickych kapalin, at’ uz v pozici HBA nebo
HBD. Hodnoty obsahu vody ve vSech ptipravenych kapalin jsou vSak téméf zanedbatelné
(< 2,5 % hmot.) a nebyla pozorovana zadné pozitivni korelace mezi rozpustnosti vody a
extrakénimi G¢innostmi jednotlivych EK.

Dal$im dulezitym parametrem je rozpustnost jednotlivych slozek EK ve vodg¢, ktera je
pii 25 °C 0,42 mg/ml pro menthol, 0,789 mg/ml pro C8, 0,062 mg/ml pro C10 a 0,005
mg/ml pro C12 (Wishart, Tzur et al. 2007). Rozpustnost EK ve vod¢ udavd mnozstvi
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extrak¢niho rozpoustédla, které bude pfti ¢isténi prevedeno do vodné faze. V tomto ohledu
je vhodnéjsi pouzivat EK na bazi nejméné rozpustnych slozek, jako jsou C10 a C12, které

vSak vykazuji nizsi hodnoty extrak¢nich G¢innosti a také vyssi body tani.

menthol + C8

menthol + C12

menthol + C10

C8+C12

C8 +C10

C10+C12

| T
0,0 0,5 1,0 1.5 2,0 25
Obsah vody, % hm.

Obr. 6 Procentualni obsah vody u pfipravenych eutektickych kapalin méfeny Karl

Fischerovou titraci, pomér HBA/HBD 1:1, n =3.
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4.4 Vliv doby extrakce

Vliv doby extrakce na extrakéni U¢innost estrogenli v zavislosti na slozeni
eutektickych kapalin je uveden na Obr. 7. Pro nazorné zobrazeni pozorovanych trendt
jsou porovnany dvé opacné kombinace eutektickych kapalin stran hydrofobnosti a
viskozity, tj. menthol:C8 versus C10: C12. Lze konstatovat, Ze proces extrakce estrogent
z vodnych vzorki je rychly, pokud je pouzita eutekticka kapalina s nizkou viskozitou (t;.
C8 a menthol). S rostouci viskozitou EK se prodluzuje doba potifebnd k dosazeni
rovnovahy, jak bylo pozorovano u nejvice hydrofobni EK C10: C12 zahrnuté do studie.
Protoze doba extrakce odréazi kinetiku procesii pfenosu hmoty, méla by byt v idealnim
ptfipad¢ co nejkrat$i. Pro dosaZzeni rovnovazného stavu LLE pro vSechny testované
estrogeny byla doba extrakce stanovena na 15 min, coz je o néco vice v porovnani s LLE
hydrofobnich analytti jako je bisfenol A nebo ciprofloxacin, kdy bylo pouzito 10 min
(Florindo, Lima et al. 2019, Florindo, Monteiro et al. 2020).
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Obr. 7 Vliv doby extrakce na extrak¢ni ucinnost 5 estrogenti na hladiné 20 pg/ml
extrahovanych pomoci menthol: C8 (modie) a C10:C12 (Cerven¢). Frekvence tfepani

2000 rpm, HBA/HBD 1:1, n = 3.
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4.5 Vliv frekvence tfrepani

DalSim experimentadlnim parametrem, ktery je tieba vzit v tvahu pfi optimalizaci
extrakéni ucinnosti, je frekvence titepani béhem LLE. Na Obr. 8 jsou uvedeny extrakéni
ucinnosti LLE ziskané pro rtizné pocate¢ni objemové pomery nepolarni faze menthol: C8
a DEI vody: 0,5 ml EK/0,5 ml DEI voda; 0,2 ml EK/ 0,5 ml DEI voda; 0,05 ml EK/0,5
ml DEI voda, které byly testovany pro dvé koncentra¢ni irovné estrogenti ve vodné fazi
(10 a 20 pg/ml). Vysledky experimentl ukazuji, ze frekvence tfepani je klicovym
parametrem, zejména pii pouziti malych objemt EK v poméru k objemu vodného vzorku.
Pti hodnoté 500 rpm je jasné patrny linearni narast extrakéni G¢innosti v zavislosti na
objemu extrakéni kapaliny, a to nezavisle na pocate¢ni koncentraci estrogent ve vodnych
vzorcich. Jiz pii zdvojnasobeni frekvence tfepani se extrakéni UcCinnost pro rtzné
objemové poméry EK: vodnd faze srovndvaji a pii 2000 rpm je dosazeno maximalnich
hodnot extrakéni Gc¢innosti pro vSechny studované EK. Proto byla pro vSechna dalsi

méfeni zvolena optimalni frekvence tiepani 2000 rpm.
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Obr. 8 Zavislost extrakéni G€innosti LLE estrogent na frekvenci tfepani. EK menthol:
C8 (1:1); doba extrakce 15 min; koncentrace estrogent ve vodné fazi 20 pg/ml (A, B, C)
a 10 ug/ml (D, E, F); objemovy pomér EK: vodna faze 0,5, 0,2, 0,05; n = 3.
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4.6 Opétovné pouziti a regenerace eutektické kapaliny

Z hlediska udrzitelnosti a ekonomické vyhodnosti je minimalizace spotieby
extrakéniho rozpoustédla dalezitym parametrem kazdého separac¢niho a purifikacniho
procesu. Za timto ucelem byla hydrofobni EK na bazi menthol: C8 v poméru 1:1
opakované pouzita k extrakci estriolu a 17a-estradiolu jako zastupct dvou estrogenii
s raznym log P. Extrak¢ni kapalina byla po kazdé extrakci opatrné odebrana a znovu
pouzita v n¢kolika po sob¢ jdoucich extrakénich cyklech, vysledky jsou shrnuty na Obr.
9. Eutekticka kapalina na bazi menthol: C8 si zachovala plnou schopnost odstranovat
estrogeny z uméle pfipravenych vodnych vzorkt po dobu nejméné tii po sob¢ jdoucich
cyklt. Ve ¢tvrtém a patém cyklu zacala extrakéni kapacita této kapaliny pomalu klesat,
coz svéd¢i o tom, ze hydrofobni EK témét dosahuje bodu nasyceni. V ptipadé LLE
estrogent ze vzorkl odpadnich vod dochazi k vyraznému poklesu extrakéni i€innosti jiz
ve tfetim opakovacim cyklu a v nasledujicich cyklech je jiz nasyceni EK pomérné
vyrazné. Aby bylo dosazeno ekologické udrzitelnosti, je tieba zavést uzavieny cyklus,
vnémz lze EK Ccistit a recyklovat. Pro tyto ucely se pouziva odpafovani té¢kavych
znecist'ujicich latek z EK, ¢isténi EK pomoci aktivniho uhli nebo piimé odpatovani EK
(Makos, Przyjazny et al. 2018, Gutiérrez-Sanchez, Rodriguez-Llorente et al. 2022). Dalsi
moznosti je chemicka Uprava extrahované latky a zvySeni jeji rozpustnosti ve vodé

(Rodriguez-Llorente, Navarro et al. 2021).

65



1.cyklus 2.cyklus 3.cyklus 4.cyklus 5. cyklus

Obr. 9 Vliv poctu opakovaného pouziti EK pro extrakci estriolu a 17a-estradiolu z DEI
a odpadni vody: estrio/DEI voda (Cern€), 17a-estradiol/DEI voda (zeleng),
estriol/odpadni voda (modie), 17a-estradiol/odpadni voda (Cervené); EK menthol:C8 1:1,

doba tiepani 15 min, frekvence tiepani 2000 rpm, n = 3.

4.7 Extrakce estrogent z uzitkovych vod

Pro ovéteni pouzitelnosti vyvinuté extrakéni techniky zaloZzené na EK pro ciSténi
odpadnich vod byl proveden test na redlnych vzorcich vody kontaminovanych
zne€iStujicimi latkami (voda ze stojatého rybnika, lokalita Praha Albertov, odbér 2. 4.
2022). Tyto realné vzorky rybni¢ni vody byly nejprve testovany na pfitomnost estrogentl,
kdy vysledky HPLC-MS/MS stanoveni byly pro vSechny sledované estrogeny pod
limitem detekce (LOD). Nasledné byly tyto redlné vzorky obohaceny piidavkem péti
estrogentl na dvou koncentra¢nich trovnich 10 a 20 pg/ml a podrobeny extrakci pomoci
EK, viz. Tabulka 7. Také pro LLE estrogent z uzitkovych vod vykazuji testované EK
vysoké hodnoty extrakéni uinnosti, které jsou obecné vyssi nez 94,5 % pro vSechny
zahrnuté EK a vy$s§inez 97,5 % pro menthol: C8 1:1. Pfi vzdjemné porovnani testovanych

EK jsou pro vzorky DEI i rybni¢ni vody pozorovany shodné trendy, pfi¢emz hodnoty
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extrakénich G€innosti jsou pro vzorky rybni¢ni vody piiblizné o1 % nizsi. To je

pravdépodobné zplisobeno piitomnosti balastnich latek, jako jsou huminové kyseliny,

1é¢iva a jiné mikropolutanty, které se rovnéz mohou extrahovat do EK, ¢imz omezuji jeji

I W

L4

Tabulka 7 Extrakéni Gc¢innosti (%) riznych eutektickych kapalin pro extrakci smési

estrogentl ze spikovanych vodnych vzorki vody

HDES DEI voda ! Rybnicni DEI voda 2 Rybnicni
voda voda
menthol: C8  99,74+1,00  97,95+2,12 99,59+ 1,30 97,91 +3,93
menthol: C10 99,63+£0,77  96,74+429  9950+123 96,25+ 7,60
menthol: C12 99,63+£0,90  9538+6,61 9946+ 1,16 9531 +4,86
C8: C10 99,56+ 0,79 96,81 +4,48 99,57+ 1,08 96,86 + 6,48
C8: C12 99,53+ 0,98  9592+491 99,56+ 124 95,94 +4,30
C10: C12 99,13+ 1,00  9424+6,40 9933+ 1,18 94,52 £4,20

! Vzorky vody byly spikovany smési estrogent na vyslednou koncentraci 10 pg/ml

2 Vzorky vody byly spikovany smési estrogent na vyslednou koncentraci 20 pg/ml

Experimentalni podminky: doba extrakce 15 min, frekvence tfepani 2000 rpm, molarni pomér HBA/HBD

1:1, poCet méfeni n=3; vysledky vyjadreny jako primérna hodnota + standardni odchylka
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5 Experimentalni ¢ast, vysledky a diskuse (benzofenony)
5. 1 Experimentalni ¢ast

5.1.1 Chemikalie, Cinidla a vzorky vody

Standardy benzofenonu (BP), 2,4-dihydroxybenzofenonu (benzofenon-1; BP-1),
2,2’4,4 -tetrahydroxybenzofenonu (benzofenon-2; BP-2), 2-hydroxy-4-
methoxybenzofenonu  (benzofenon-3; BP-3), 2’-dihydroxy-4-methoxybenzofenon
(benzofenon-8; BP-8) a 4-methakryloxy-2-hydroxybenzofenon (MOBP), kazdy o Cistoté
nejméné 97 %, byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich (Cina). Vnitini standard
(diazepam-d5, > 98 %) byl zakoupen od spole¢nosti Lipomed (Svycarsko). DL-menthol
(M), terpineol (T), linalool (L), kyselina kaprylovéd/oktanova (C8), dekanova (C10) a
laurovéd/dodekanova (C12), kazdé o Cistoté¢ nejméné 97 %; methanol, acetonitril (=99,9
%, LC-MS Chromasolv), propan-2-ol (= 99,9 %, LC-MS Chromasolv) a kyselina
mraven¢i pro HPLC-MS byly zakoupeny od spolecnosti Sigma-Aldrich nebo Fluka
(Némecko). DEI voda pouZzita pro ptipravu vodnych roztoki byla ¢isténa pomoci systému

pro Cisténi vody Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

Vzorky povrchovych pfirodnich a uzitkovych vod byly odebrany ve tfech méstskych
lokalitach:

a) fi¢ni voda (Vltava, odbér 1. 3. 2023 v parku Cihelnd, Praha 1)

b) stojatd voda z rybnika (Albertov, odbér 2. 3. 2023 ve Studnic¢kovée ulici, Praha 2)

¢) voda z koupalisté (Petynka, odbér 20. 6. 2023 v Oteviené 1072/4, Praha 6).

5.1.2 Instrumentace HPLC-MS/MS a experimentalni podminky

Experimenty HPLC byly provadény na kapalinovém chromatografu Infinity Series
1290 (kvartérni pumpa, odplynovac, termostaticky autosampler, kolona s peci) ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem Triple Quad LC/MS 6460 (Agilent
Technologies, Waldbroon, Némecko). Pro analyzu byla pouzita kolona Kinetex EVO
C18 (100 x 3 mm, 2,6 um, Phenomenex, USA). HPLC-MS/MS ziznamy byly
vyhodnoceny v softwaru MassHunter (Agilent Technologies). VSechny vzorky byly
méteny ve tiech opakovanich a vysledné hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna
odchylka (SD).

Pti chromatografickych métfenich byla pouzita gradientova eluce se sloZzenim mobilni
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faze: A - 0,1 % kyselina mravenci v DEI vodé¢, B - 0,1 % kyselina mravenci v methanolu,
pfi pratoku 0,5 ml/min; ¢asovy program: 0 min — B =50 %, 5 min - B =80 %, 7 min - B
= 50 %, celkovy ¢as 10 min. Objem davkovaci smycky byl 10 pl. Teplota kolony byla
nastavena na 25 °C a teplota autosampleru na 20 °C. Méfeni pomoci hmotnostniho
detektoru bylo provedeno v rezimu monitorovani vicenasobné reakce (MRM) s pouzitim
ionizace elektrosprejem (+ESI) (Tabulka 8). Pracovni podminky pro ESI byly nastaveny
takto: napéti kapilary rozpraSovace +4000 V, tlak plynu v rozpraSovaci 55 psi, teplota
plynu 300 °C, pritok plynu 10 I/min, doba prodlevy 200 ms. Srazkou indukovana
disociace byla provedena dusikem.

Pted kazdou analyzou HPLC-MS/MS bylo k 150 ul vzorku ptidano 50 pl vnitiniho
standardu (IS) o koncentraci 200 pg/ml rozpusténého v ethanolu s findlni koncentraci po
fedéni 50 pg/ml. Jako IS byl zvolen deuterovany diazepam (diazepam-d5), protoze

vykazuje obdobnou hodnotu log P (2,5) jako benzofenony.

Tabulka 8 Parametry MS/MS detekce optimalizované pro sledovani benzofenonti

Prekurzorovy Deklastrgf: n Produktovy KOth Produktovy Kohzm

Analyt iont (m/z) potencial ion O (m/) energic . g (m/2) energie

V) oN) g (V)
BP 183,0 135 105,0 10 77,0 30
BP-1 2149 125 136,9 15 81,0 40
BP-2 246,9 125 136,9 40 81,0 15
BP-3 229,0 145 150,9 15 77,0 40
BP-8 2450 115 120,9 10 150,9 20
MOBP 283,0 135 205,0 10 104,9 10
dlazgspam' 291,1 116 199,1 43 ; .
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5.1.3 Priprava hydrofobnich eutektickych kapalin

Existuji rtizné techniky ptipravy HDES, vcetné metod zalozenych na zahiivani,
lyofilizaci nebo odpatovani (Zainal-Abidin, Hayyan et al. 2017). Zde byla pouzita metoda
zahtivani, protoze tento postup je jednoduchy a umoznuje ptipravit vice HDES soucasn¢.
Vybérem slozeni a molarniho poméru HBD/HBA lze cilené fidit fyzikalni vlastnosti
jednotlivych HDES, jako je hydrofobicita, viskozita, bod tani a také teplotni rozsah, pfi
kterém lze HDES pouzit jako rozpoustédla (Hansen, Spittle et al. 2020). Z tohoto diivodu
nebylo mozné pripravit nékter¢ HDES v molarnim poméru 1:1, protoze po ochlazeni
smési na laboratorni teplotu byla pozorovana krystalizace. Menthol, terpineol a C8 byly
zvoleny jako HBA; C8, C10 a C12 jako HBD pro pfipravu sady HDES v molarnich
pomérech 1:1, 2:1 a 1:2, viz Tabulka 9. VSechny smési HBA a HBD byly po dosazeni
kapalné faze zahtivany na 85 °C za michani po dobu nejmén¢ 15 min na sklokeramické
desce (Arex Digital Heating Magnetic Stirrer, Velp Scientifica, Italie). Celkem bylo
ptipraveno Sest HDES ve form& homogenni kapaliny bez eventudlni rekrystalizace

vychozich latek pfi bézné laboratorni teploté¢ (Tabulka 9).

Tabulka 9 Seznam piipravenych HDES pouZitych pro extrakci vybranych benzofenoni

HBA HBD Zkratka Molarni pomér

HBA: HBD
menthol oktanova kyselina menthol:C8 1:1
menthol dekanova kyselina menthol:C10 1:1
menthol dekanova kyselina menthol:C10 1:2
menthol dekanova kyselina menthol:C10 2:1
menthol dodekanova kyselina menthol:C12 2:1
oktanova kyselina dekanova kyselina C8:C10 1:1
oktanova kyselina dekanova kyselina C8:C10 2:1
oktanova kyselina dekanova kyselina C8:C10 1:2
oktanova kyselina dekanova kyselina C8:C12 2:1
terpineol oktanova kyselina terpineol:C8 1:1
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5.1.4 Postup extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina byla provadéna pii laboratorni teploté 25,0 + 0,1 °C,
s vyjimkou HDES slozeného z menthol:C12 a terpineolu, kde byla udrzovana teplota 30,0
+ 0,1 °C. K extrakci bylo pouzito 500 ul vodného vzorku obohaceného smeési Sesti
standardti (BP, BP-1, BP-2, BP-3, BP-8 a MOBP) o koncentracich 10 a 20 pg/ml, ke
kterému bylo ptidano 50, 250 nebo 500 pl extrakéniho rozpoustédla. Smés byla tfepana
(ptistroj Multi Speed Vortex, MSV- 3500, Biosan, LotySsko) po dobu 15 min pfi
frekvenci 1500 rpm. Minimalni doba pro dosazeni rovnovahy byla 15 min a poté se
extrak¢ni smés nechala 12 hodin ustalit, aby se dosahlo tplného oddéleni organické a
vodné faze. Odebrand vodna faze byla zfedéna methanolem v poméru 2:1, byl pfidan
vnitini standard diazepam-d5 v mnozstvi 50 ng/ml a vzorek byl zméfen pomoci HPLC-

MS/MS.
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5.2 Vysledky a diskuse

5.2.1 Vybér extrakcni kapaliny

Zakladnim pozadavkem pro vybér extrakéni kapaliny je jeji nemisitelnost s vodou a
za timto ucelem bylo testovano Sest riznych HDES. Pro provedeni extrakce byly pouzity
pouze HDES, které jsou kapalné pii laboratorni teploté. Pro soucasnou extrakci Sesti
derivati BP uvedenych v Tabulce 1 bylo testovano nékolik kombinaci HBA a HBD
pfipravenych v riznych molérnich pomérech (Tabulka 9). Jako referencni extrakéni
kapaliny byly pouzity kapalné terpeny — terpineol a linalool. Hodnoty log P testovanych
HDES nejsou v literatufe tabelovany a v této studii nebyly experimentalné stanoveny.
Proto byla hydrofobicita pfipravenych HDES pouze odhadnuta na zaklad¢ znamych

parametra slozek v jejich Cisté forme (Imamovic, Trebse et al. 2022), viz Tabulka 1.

5.2.2 Extrak¢ni ucinnost HDES pro extrakci benzofenon( z DEI vody

Extrakéni ucinnost kazdého HDES byla nejprve testovana na modelovém vzorku
pfipraveném v DEI vodé¢, ktery byl obohacen ekvimolarni smési Sesti standardii — BP,
BP-1, BP-2, BP-3, BP-8 a MOBP na dvou koncentracnich trovnich 10 pg/ml a 20 png/ml.
Experimenty ukézaly, ze extrak¢ni ti€innosti jsou pro vSechny HDES vyssi nez 97,8 % a
jsou plné€ srovnatelné s referenénimi organickymi kapalinami — terpineol a linalool.
Nejnizsi extrakéni G€innost byla ziskdna pro BP-2, coz je nejméné hydrofobni sloucenina
mezi studovanymi benzofenony. Naopak nejvyssi extrakéni ucinnosti byly zjiStény
u MOBP a BP-1. Z hlediska testovanych HDES klesaji extrakéni u€innosti v potadi
vSechny sledované benzofenony. Na Obr. 10 jsou uvedeny pouze vysledky pro
nejucinnéjsi extrakéni kapaliny a hodnoty pro ostatni testované HDES jsou shrnuty
v Tabulkach 10 a 11. Z naméfenych udaji vyplyva, ze vysoka vytézek extrakce zavisi
predevsim na hydrofobicité BP, ktera piimo souvisi s jejimi hodnotami log P a pohybuje
se v rozmezi od 2,78 do 4,20 (Tabulka 1). Tato skute¢nost naznacuje vysokou afinitu
benzofenont k organické hydrofobni fazi. Dalsi méfeni byla nasledné provedena pouze
s nejucinngjSimi extrakénimi kapalinami, jako je menthol:C8 (1:1) a referennim
terpineolem.

Transport BP z vodné do HDES faze je zaloZen piedev§im na hydrofobnich

interakcich, o ¢emz svéd¢i skutecnost, Ze dosazené extrakéni ucinnosti rostou s hodnotou
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log P jednotlivych BP (Rodriguez-Llorente, Hernandez et al. 2023). Hydrofobni
charakter HDES je zptisoben dlouhym alkylovym fetézcem karboxylovych kyselin, ktery
vytvaii potfebné vazebné interakce s extrahovanymi BP a zajiStuje vysoké extrakcni
vytézky.

Ackoli terpineol sam o sob¢ vykazuje extrakéni G¢innost srovnatelnou s menthol:C8
(1:1), ma jako rozpoustédlo né¢kolik nevyhod. Piedev§im vykazuje vyssi bod tani (nad 31
°C), coz vyzaduje provadéni extrakce pii vysSich teplotach oproti béznym laboratornim

podminkam (Khaleel, Tabanca et al. 2018).
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Obr. 10 Porovnani G¢innosti LLE pro menthol: C8 (Cervena) a terpineolu (modra) pro
extrakci smési Sesti benzofenonti z modelovych vzorkd ptipravenych ve DEI vodé

o koncentraci 10 pg/ml (A) a 20 pg/ml (B).
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Tabulka 10 Extrakéni u¢innosti vybranych HDES a linaloolu z DEI vody, ktera byla spikovana smési benzofenonii o koncentraci 10 pg/ml,

n = 3; vysledky vyjadieny jako primérna hodnota + standardni odchylka

Benzofenon M:C10 M:C10 M:C10 M:C12 C8:C10 C8:C10 C8:C10 C8:C12 T:C8 L
(1:1) (1:2) (2:1) 2:1) (1:1) (1:2) (2:1) (2:1) (1:1)
BP 99,73 + 99,76 + 99,67 + 99,59 + 99,80 + 99,81 + 99,85 + 99,84 + 99,87 + 99,92 +
0,00 0,13 0,10 0,05 0,03 0,13 0,12 0,04 0,06 0,06
BP-1 99,88 + 99,90 + 99,95 + 99,81 + 99,95 + 99,93 + 99,95 + 99,95 + 99,95 + 99,95 +
0,09 0,18 0,06 0,09 0,16 0,17 0,11 0,05 0,02 0,08
BP-2 99,10 £ 99,56 + 99,69 + 99,50 + 99,24 + 97,83 £ 98,38 + 98,51 £ 99,78 + 98,26 +
0,05 0,13 0,05 0,04 0,03 0,17 0,05 0,10 0,02 0,35
BP-3 99,78 £ 99,85 + 99,69 + 99,82 + 99,82 + 99,85 + 99,89 + 99,94 + 99,81 + 99,91 +
0,02 0,14 0,09 0,06 0,04 0,17 0,16 0,07 0,18 0,15
BP-8 99,71 £ 99,82 + 99,79 + 99,74 + 99,86 + 99,79 + 99,79 + 99,85 + 99,81 + 99,85 +
0,01 0,11 0,09 0,06 0,04 0,16 0,18 0,02 0,12 0,11
MOBP 99,81 + 99,89 + 99,79 + 99,90 + 99,80 + 99,77 + 99,83 + 99,90 + 99,75 + 99,83 +
0,01 0,00 0,06 0,03 0,01 0,16 0,13 0,03 0,20 0,18

M:C10... menthol: dekanova kyselina
M:C12...menthol: dodekanova kyselina
C8:C10...oktanova kyselina: dekanova kyselina
C8:C12...oktanova kyselina: dodekanova kyselina
T:C8... terpineol: oktanova kyselina

L... linalool
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Tabulka 11 Extrakcni u¢innosti vybranych HDES a linaloolu z DEI vody, ktera byla spikovana smési benzofenonii o koncentraci 20 ug/ml,

n = 3; vysledky vyjadieny jako primérna hodnota + standardni odchylka

Benzofenon M:C10 M:C10 M:C10 M:C12 C8:C10 C8:C10 C8:C10 C8:C12 T:C8 L
(1:1) (1:2) 2:1) 2:1) (1:1) (1:2) 2:1) 2:1 (1:1)

BP 99,62 + 99,60 + 99,45 + 98,90 + 99,73 + 99,84 + 99,87 + 99,86 + 98,81 + 99,93 +
0,10 0,13 0,07 0,40 0,04 0,05 0,02 0,02 0,00 0,01

BP-1 99,51 + 99,81 + 99,84 + 98,48 + 99,76 + 99,69 + 99,89 + 99,74 + 99,98 + 99,98 +
0,16 0,11 0,06 0,09 0,22 0,18 0,09 0,23 0,02 0,01

BP-2 98,74 + 99,62 + 99,78 + 98,74 + 99,26 + 98,24 + 98,60 + 98,62 + 99,85 + 99,34 +
0,61 0,14 0,02 0,61 0,08 0,06 0,02 0,02 0,02 0,01

BP-3 99,44 + 99,33 + 99,26 + 98,61 + 99,76 + 99,89 + 99,87 + 99,91 + 99,76 + 99,98 +
0,07 0,38 0,12 0,44 0,01 0,08 0,04 0,04 0,06 0,01

BP-8 99,47 + 98,78 + 99,57 + 98,90 + 99,75 + 99,79 + 99,83 + 99,86 + 99,78 + 99,91 +
0,12 0,05 0,08 0,03 0,04 0,09 0,02 0,05 0,03 0,01

MOBP 99,53 + 99,43 + 99,48 + 99,43 + 99,78 + 99,86 + 99,83 + 99,94 + 99,75 + 99,95 +
0,07 0,33 0,12 0,19 0,01 0,07 0,05 0,03 0,07 0,01

M:C10... menthol: dekanova kyselina
M:C12...menthol: dodekanova kyselina
C8:C10...oktanova kyselina: dekanova kyselina
C8:C12...oktanova kyselina: dodekanova kyselina
T:C8... terpineol: oktanova kyselina

L... linalool
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5.2.3 Vliv molarniho poméru, rychlosti a doby tfepani na ucinnost extrakce

Podrobné byly studovany dal§i parametry ovlivityjici extrakéni ucinnost, jako je
objemovy pomér vodné/organické faze (v ul: 500/50, 500/250, 500/500), frekvence
trepani (300, 1500 a 3500 rpm) a doba tiepani (5, 15 a 20 min). VSechny experimenty
byly provedeny s 500 ul vzorku DEI vody, ktery byl obohacen smési Sesti benzofenonii
o koncentraci 20 pg/ml. Bylo jasné prokazano, ze extrakéni UCinnosti se snizuji
s klesajicim objemem extrak¢niho rozpoustédla. Jak pro menthol:C8, tak pro terpineol se
extrakéni vytézky snizily o 1-2 %, kdyZ se pomér vodné/organické faze snizil z 500/500
na 500/50 pro pét ze Sesti studovanych benzofenonti. Vyjimkou je BP-2, kde se extrakéni
BP-2, ktery se nedostate¢né extrahuje do malého objemu HDES. Pfi objemovém poméru
500/250 byl zaznamenan pokles extrakéni ucinnosti o 1 % ve srovnani s pomérem
500/500; opét s vyjimkou BP-2, kde je zbytkova koncentrace ve vodné fazi na Grovni 2
%. Proto je pro dosazeni maximalni extrak¢ni uc¢innost vhodnéjsi pouzit pomér 500/500.

Také snizeni frekvence tfepani ze standardni hodnoty 1500 na 300 rpm vyvolalo
pokles extrakéni i€innosti 0 0,2 - 1,5 % u experimentl s terpineolem jako rozpoustédlem;
u experimentii s menthol:C8 byl pokles jest¢ vyraznéjsi a u vybranych benzofenonii na
urovni 7 %. Naproti tomu zvySeni frekvence tfepani z 1500 na 3500 rpm nevedlo
k prokazatelnému zlepSeni vytézku extrakce pro zadné z rozpoustédel. Proto lze frekvenci
trepani 1500 rpm povazovat za dostatecnou.

Vliv doby tiepani byl testovan pii poméru vodné a organické faze 500/50, aby se
dosahlo vyraznéj$ich zmén. V piipad¢ terpineolu zptisobilo zkraceni doby tiepani z 15 na
5 min sniZeni extrakéni G€innosti o 1,5 - 4 %. V piipadé menthol:C8 bylo pozorovano
mirngj$i snizeni extrakéni ti€innost 0 0,4 - 1,5 % u vSech analyti, opét s vyjimkou BP-2.
ProdlouZeni doby tiepani z 15 na 20 min nevedlo ke zvySeni vytéZku extrakce u Zadné

z extrak¢nich kapalin a doba tfepani 15 min je rovnéZ dostatecna k dosaZeni rovnovahy.
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5.2.4 Extrakce benzofenon( z pfirodnich a uzitkovych vod

Nasledné byla provedena extrakce benzofenonti z realnych vzorkidl ptirodnich a
uzitkovych vod (voda ze zahradniho jezirka v Praze na Albertové, voda z prazské
plovarny Petynka a fi¢ni voda z Vltavy v Praze). Odebrané vzorky vody byly nejprve
testovany na moznou piitomnost BP s negativnim vysledkem a poté byly spikovany smési
Sesti benzofenonll na dvou koncentracnich hladinach, 10 a 20 pg/ml. Vysledky extrakce

BP pro menthol:C8 a terpineol jsou uvedeny na Obr. 11.
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Obr. 11 Extrakéni tcinnosti LLE Sesti benzofenont ze vzorka ptirodnich a uzitkovych
vod spikovanych BP (¢erné), BP-1 (zelen¢), BP-2 (modrte), BP-3 (Cervené), BP-8 (zlut¢),
MOBP (fialov¢) na hlading 20 pg/ml, n = 3.

U realnych vzorkl vody se hodnoty extrakénich G€innosti pohybuji v rozmezi 94,1 -
99,7 % pro HDES a 97,2 - 99,9 % pro terpineol a tyto hodnoty jsou podle ocekavani nizsi
nez vytéznosti z modelovych vzorkl pfipravenych v DEI vodé. To lze vysvétlit
pfitomnosti organickych latek zneciStujicich povrchové vody, které piechazeji do
naméfena pro nejmeéné hydrofobni BP-2 s hodnotami 94 %, 97 % a 98 % pro bazén, feku

a prirodni rybnik pfi pouZziti HDES, zatimco u ostatnich péti UV filtril je sniZeni vytéZzku
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extrakce nevyznamné. Nejmensi rozdily v hodnotach extrakéni ucinnosti ve srovnani
s modelovymi vzorky byly pozorovany uvody zbazénu, kde byly srovnatelné
s hodnotami pro vzorek DEI vody s vyjimkou BP-2. Nejpravdépodobnéjsim diivodem je
pravidelnd udrzba vody z koupalisté, kterd je ocisténa od vétSiny organickych sloucenin.
Nizka extrak¢ni Gcinnost pro BP-2 z bazénového zdroje pii pouziti menthol:C8 muze byt
zpusobena vyssi rozpustnosti této HDES ve vodné fazi. U méné polarnich analytii nejsou
rozdily mezi extrakéni ti¢innosti v ramci HDES statisticky vyznamné.

Vysledky rovnéz ukazuji, ze vytézky extrakce pro BP-2 pfi pouziti terpineolu jsou
vys$i nez pro menthol:C8, zatimco u ostatnich péti benzofenonii je rozdil mezi obéma
extrak¢nimi kapalinami nevyznamny. Terpineol se vSak ztechnologického hlediska
nejevi jako vhodné extrakéni Cinidlo, protoze po extrakci nedojde k tplnému oddéleni

obou fazi.
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5.2.5 Opakované pouziti HDES menthol:C8 pro extrakce benzofenonl(
Opakované pouziti extrakéni kapaliny pro upravu vody ma zadsadni vyznam pro snizeni
jeji spotteby a ma pozitivni dopad na ekonomické nédklady a udrzitelnost Cisticiho
procesu. Z tohoto ditvodu bylo testovano opétovné pouziti 500 pl menthol:C8 pro
extrakei Sesti benzofenont z 500 pl vzorku DEI vody a 500 pl vody z méstského rybnika
s pfidavkem o koncentraci 20 pg/ml. Po extrakci byla faze HDES odebrana a znovu
pouzita pro extrakci nového vzorku vody s ptidavkem BP. Bylo provedeno celkem pét

extrakci a ziskané extrak¢ni Gi€innosti jsou uvedeny na Obr. 12.
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Obr. 12 Extrakéni ucinnosti pro opakované pouziti HDES — menthol:C8 (1:1) pro LLE
BP (Cerné), BP-1 (zelen€), BP-2 (modte), BP-3 (Cervené), BP-8 (Zlut€), MOBP (fialové€)

z rybni¢ni vody spikované benzofenony na hladiné 20 pg/ml, n = 3.

Z Obr. 12 je patrné, Ze extrakéni ucinnosti postupné klesaji s poctem opakovaného
pouziti HDES menthol:C8. Nejvyrazngjsi snizeni bylo opét pozorovano u BP-2, kde po
peti opakovanich kleslo na 82 %. U ostatnich péti benzofenont klesa vytézek extrakce

vyrazné¢ méné na 96 - 99 %, coz predstavuje pfijatelné hodnoty pro péetindsobné
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opakovan¢ pouziti (Tang, Xu et al. 2023). Stejny trend byl pozorovan také u extrakce ze
vzorkli DEI vody, ale extrak¢ni ucinnosti jsou v tomto piipadé vySsi a po péti

opakovanych pouzitich dosahuji hodnot 97 % (Obr. 13).
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Obr. 13 Extrakéni Gc¢innosti pii opakovaném pouziti HDES — menthol:C8 (1:1) pro
extrakci benzofenont: BP (Cernd), BP-1 (zelend), BP-2 (modra), BP-3 (Cervena), BP-8
(Zlutd), MOBP (fialovd) z DEI vody spikované na koncentraci 20 pg/ml, n =3.

Dulezitou technologickou otazkou je regenerace HDES po nékolika cyklech. Mozna
feSeni zahrnuji odpafovani extrahovanych sloucenin, jako jsou t€kavé polyaromatické
uhlovodiky (Mako$, Przyjazny et al. 2018), adsorpci extrahovanych sloucenin na
aktivnim uhli nebo v pfipad¢ ionizovatelnych latek, jako je bisfenol A, zpétnou extrakci
do vody po alkalizaci HDES (Florindo, Monteiro et al. 2020). Slibnou technikou
regenerace HDES je také destilace extrak¢éniho Cinidla (Rodriguez-Llorente, Hernandez
et al. 2023), coz by se v tomto pfipad€ mohlo zvazit, protoZze menthol a C8 maji podobné

body varu, coz by nevedlo ke zméné slozeni HDES po destilaci.
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5.2.6 Porovnani rliznych metod pro extrakci benzofenon(

Vyvinutd metoda byla porovnana s diive popsanymi extrakcemi BP z fi¢nich,
uzitkovych a dalSich povrchovych vod pomoci HDES, viz Tabulka 12. Dosud byly
testovany HDES iontové (Wang, Hu et al. 2017, Wang, Xu et al. 2021) 1 neiontové
povahy (Zhang, Li et al. 2020) s nejpodobné&jsim slozenim menthol:C10 (Ge, Zhang et al.
2018). Prestoze popsané extrakéni techniky jsou sofistikovanéjsi a vyuZzivaji
mikroextrakce za asistence vzduchu nebo ultrazvuku, nové vyvinutd LLE metoda
zaloZena na protiepavani v Eppendorf zkumavce je pln¢ dostacujici a vykazuje dokonce
vysSi vytézky extrakce vrozmezi 94,1 - 99,7 %. Extrakce je navic provadéna
s obohacenymi vzorky ptirodnich a uzitkovych vod na hladinach 10 - 20 pg/ml, které jsou
o n¢kolik fadl vyssi nez skuteény obsah BP ve vodach, a presto neni extrakéni kapacita
HDES vycerpana. Proto lze ptfedpokladat, ze v redlnych aplikacich budou dosazené
hodnoty extrakéni vytézky jeste¢ vyssi. Také vyvinuta kontrolni metoda zaloZend na
HPLC-MS/MS je co do citlivosti srovnatelna s diive popsanymi stanovenimi HPLC-UV,

navic zajist'uje presnou identifikaci jednotlivych BP podle molekulové hmotnosti.
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Tabulka 12 Porovnani extrakénich metod za pouziti HDES pro odstranéni benzofenonti ze vzorkti povrchovych vod

HDES Extrakce Rozsah Vodni EE Kontrolni LOD Literatura
ng/ml vzorky % metoda
C10:C12 AA-DLLME 20-200  bazén, feka 87.5-105.8  HPLC-UV 0,045 - 0,54 (Z;anz%;al) et
TBDPBr:C10Na DLLME-SFOD  10-100  feka, lazngé 62.9-106,1 HPLC-UV 600 - 1500 (\Z‘i‘ngbi‘; et
DL-menthol:C10 AA-DLLME 2 -250 piirodni  88,8-105,9 HPLC-DAD  0,05-0,2 (sz Zzl(’ﬁ‘ég) ct
TAC:C10 UA-DLLME 2-100  bazén,feka 82.1-106,5 HPLC-UV  0,15-0.30 (\Z‘i‘ngbﬁ‘; et
oy (Hlozek,
L-menthol:C8 LLE 1000 - 2000 baze?; r,ika’ 94,1-99,7 HPLC-MS/MS  02-1.5 Bosakova et
fyoni al. 2022)

AA-DLLME ...vzduchem asistovana disperzni kapalina/kapalina mikroextrakce (Air Assisted Dispersive Liquid—Liquid Microextractin)
DLLME-SFOD...solidification of floating organic droplet in dispersive liquid-liquid microextraction
UA-DLLME ...disperzni mikroextrakce kapalina/kapalina za pomoci ultrazvuku

TAC.. trioktylmethylamonium chlorid; TBDPBEr... tributyl(dodecyl)fosfonium bromid; C10Na...sodna stl kyseliny dekanové
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6 Zaveér

Hydrofobni eutektické kapaliny jsou atraktivni jako specifickd rozpoustédla pro
extrakci fady mikropolutantii, protoZze samy o sob¢é nekontaminuji zdroje vody. V této
praci bylo pfipraveno nékolik hydrofobnich eutektickych kapalin slozenych z ptirodnich
hydrofobnich sloucenin, jako je menthol a organické kyseliny (oktanova, dekanova a
dodekanova kyselina C8, C10 a C12), a byla hodnocena jejich G¢innost pii extrakci péti
prirodnich nebo syntetickych estrogenii, konkrétné estronu, 17a-estradiolu, 17p-
estradiolu, 17a-ethynylestradiolu a estriolu z vodniho prostfedi. Vysledky ukazaly, ze
eutekticka kapalina na bazi mentholu:oktanové kyseliny v molarnim poméru 1:1 mize za
optimalnich podminek extrahovat vice nez 99 % estrogenii ze spikovanych a redlnych
vzorkd vody. Eutektickou kapalinu lze pouzit k extrakci estrogent z odpadnich vod
nckolikrat po sobé bez nutnosti regenerace, ale ptiblizn€ po tfech az péti cyklech se jeji
extrak¢ni kapacita vyCerpa. Lze pouzit i dalsi hydrofobni eutektické kapaliny na bazi
mentholu:dekanové nebo dodekanové kyseliny, ptipadné kombinace dvou organickych
kyselin, které maji podobné extrakéni u€innosti a vykazuji také nizsi rozpustnost ve vodé.

Stejné tak bylo testovano Sest hydrofobnich eutektickych kapalin pro extrakei skupiny
benzofenonl z riznych povrchovych vod. Hydrofobni eutekticka kapalina opét na bazi
mentholu:oktanové kyseliny v molarnim poméru 1:1 vykazuje extrakéni G€innost vyssi
nez 99 %. Pouze v piipadé¢ nejméné hydrofobniho benzofenonu BP-2 je extrakéni
ucinnosti niz8i (96,7 %). Pripravené eutektické kapaliny lze opakované pouZit pro
extrakci a dosaZené extrak¢ni G€innosti jsou vyssi nez 95 % po péti extrakénich cyklech,
opét s vyjimkou BP-2. Tato studie jasn¢ ukazuje, Ze pomoci optimalizace slozeni
eutektickych kapalin a podminek extrakce l1ze dosdhnout vysoké ucinnosti extrakce
benzofenontl z pfirodnich i uzitkovych vod.

Dosazené vysledky provedené v laboratofi ukazuji na znany potencial eutektickych
kapalin pro cisténi ptirodnich a uZzitkovych vod kontaminovanych estrogeny a
benzofenony. Do budoucna je ov§em nutné pievést tyto vysledky z laboratote do praxe.
K tomu je zapotiebi vyvinout G€¢innou a ekologicky pfijatelnou technologii regenerace
eutektickych kapalin. To by umoznilo provadét extrakce v makrométitku v provoznich

podminkach ¢istiren odpadnich vod.
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Seznam zkratek a symboll

AA-DLLME vzduchem asistovana disperzni kapalina—kapalina mikroextrakce
BP benzofenon

BP-1 2,4-dihydroxybenzofenon, benzofenon-1

BP-2 2,2° 4,4 -tetrahydroxybenzofenon, benzofenon-2
BP-3 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon, benzofenon-3
BP-8 2,2’-dihydroxy-4methoxybenzofenon, benzofenon-8
C8 kaprylova kyselina (oktanova kyselina)

C10 dekanova kyselina

C10Na sodna sil kyseliny dekanové

C12 laurova kyselina (dodekanova kyselina)

CYP cytochrom P450

cov Cistirna odpadnich vod

DEI deionizovana voda

DES hluboce eutektické rozpoustédlo (deep eutectic solvent)
DLLME-SFOD :I(l)ilé(rlcl)f;c(;t;(ég (;)I;f floating organic droplet in dispersive liquid-liquid
DNA deoxyribonukleova kyselina

El estron

a E2 17 a-estradiol

BE2 17 B-estradiol

E3 estriol

ED endokrinni disruptor

EE extrakéni t€innost

EE2 17a-ethinylestradiol

EK eutekticka kapalina

ERa estrogenni receptor o

ERp estrogenni receptor 3

ESI ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)
HBA akceptory vodikovych vazeb

HBD donor vodikovych vazeb

HDES hydrophobic deep eutectic solvent

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

ChCl cholin chlorid



IS

LC
LLE
LLME
LOD
log Kq
log P

MF
MOBP
MRM
MS
MS/MS

m/z

NADES
OH
pKa

el

SPE

T

TBDPBr
TAC
THEDES
TBME
UA-DLLME
UV/VIS

vnitini standard

linalool

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

extrakce kapalina—kapalina (liquid-liquid extraction)
mikroextrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid microextraction)
limit detekce (limit of detection)

rozdélovaci koeficient mezi pevnou fazi (sediment) a kapalinou
rozdelovaci koeficient oktanol/voda uvadény v logaritmické formée
menthol

mobilni faze

4-methakryloxy-2-hydroxybenzofenon

multiple reaction monitoring

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie

pomér hmotnosti a ndboje iontu

pocet méfeni

natural deep eutectic solvents

hydroxidovy iont

zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty

hmotnostni piechod pouzivany k potvrzeni detekce analytu, kvalifikator
hmotnostni pfechod pouzivany ke kvantifikaci, kvantifikator
koeficient determinace

pocet otacek za minutu

smérodatna odchylka (standard deviation)

extrakce pevnou fazi (solid phase extraction)

terpineol

tributyl(dodecyl)fosfonium bromid

trioktylmethylamonium chlorid

therapeutic deep eutectic solvent

terc-butylmethylether

disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina za pomoci ultrazvuku

ultrafialovo-viditelné svétlo (ultraviolet—visible light)
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