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Abstrakt

V posledni dobé se rozSifuje mira zneciSténi vodnich zdroju
rdznymi mikropolutanty, z nichZz se dostavaji do popredi zajmu
zejména latky povazované za endokrinni disruptory. Slouceniny
naruSujici endokrinni systém jako jsou nékteré pesticidy, povrchové
aktivni latky, zmékéovadla a pfirodni/syntetické estrogeny Gi
benzofenony (UV-filtry), jsou Siroce rozSiteny v Zivotnim prostredi,
potravinach, spotrebnich vyrobcich a Iécich. Dysfunkce endokrinniho
systému souvisejici s expozici témto latkdm zahrnuje GCinky na
biosyntézu, metabolismus a/nebo plsobeni hormonl s naslednym
naruSenim homeostazy a reprodukénich procesl. Primarné jde
o pfirozené estrogeny, estron, estradiol a estriol, Ci syntetické
estrogeny, napf. ethinylestradiol, které jsou Siroce vyluCovany lidmi i
zvitaty a/nebo se pouzivaji v hormonalnich a antikoncepcnich
pripravcich. DalSi skupinou nebezpecénych latek jsou benzofenony
(hojné pouZzivané jako UV filtry v opalovacich krémech a jinych
kosmetickych pfipravcich), které jsou problematické zejména kvl
své genotoxicité, neurotoxicité, potencidlu plsobit jako endokrinni
disruptory. Obé zminované skupiny maji vysokou estrogenni uc¢innost
na rGzné organismy (tj. jsou fyziologicky aktivni pfi velmi nizkych
koncentracich v fadu pikogram( az nanogramd na litr) a vzhledem
k jejich lipofilni povaze maji schopnost bioakumulace v jejich tkanich,
toto je rizikové primarné pro vodni spole¢enstva, v nichz dochazi
k trvalému vystaveni vlivu téchto latek. PfiGinou znecisténi vodnich
zdrojl a ploch je intenzivni lidska ¢innost (napf. rostlinna, zivocisna a
primyslova vyroba) a dale i nedostateéna eliminace téchto latek
vramci systému cCisténi odpadnich vod, kdy i pokrocilé procesy
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¢isténi odpadnich vod dosahuji 90 - 99 % ucinnosti. Jednou
Z moznosti pro zlepSeni eliminace endokrinnich disruptor( z vodnich
zdroji mohou byt hydrofobni eutektické kapaliny. Jde o unikatni
kapaliny, které vznikaji nejcastéji smisenim dvou i vice pevnych latek,
kdy dojde ke snizeni bodu tani a vzniku kapaliny. Pro ovéfeni
moznosti vyuziti hydrofobnich eutektickych kapalin pro extrakci
vybranych estrogenli a benzofenonl z rlznych vzork(i vod byla
pfipravena fada téchto kapalin na bazi organickych latek, konkrétné
terpend v kombinaci s alifatickymi  karboxylovymi  kyselinami.
Extrakéni G¢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 nékolika extrakénich cyklech. Extrakéni Géinnost jednotlivych
eutektickych kapalin byla vyjadrena jako Gbytek znamého mnoZzstvi
polutantd ve vodném vzorku. Stanoveni zbytkové koncentrace
polutant ve vodnych vzorcich po jejich precisténi eutektickymi
kapalinami bylo provedeno pomoci kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci. Pro obé testované skupiny
endokrinnich disruptorli (estrogenli a benzofenond) vykazovala
nejvyssi extrakéni GCinnost eutekticka kapalina na bazi mentholu a
kyseliny oktanové (v molarnim poméru 1:1) a za optimalniho
nastaveni experimentalnich parametrl pfimo ovliviujicich extrakéni
Gcéinnost (frekvence trepani, doba tfepani, opétovné pouZiti). Pro
laboratorné pfipravené vzorky vody dosahovala extrakéni Gcéinnost
minimalné 99,6 % a v pripadé realnych vzorkd povrchovych vod
dosahovala extrakéni G¢innost vice nez 94,1 % v pfipadé nejméné
polarniho analytu. Extrakéni ac¢innosti jednotlivych eutektickych
kapalin byly porovnany s referenénimi organickymi rozpoustédly
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s minimalné stejnymi, avSak ve vétSiné pfipadl s lepSimi vysledky.
Vzhledem k tomu, Ze jsou eutektické kapaliny netoxické, biologicky
odbouratelné, jsou vhodnymi kandidaty pro implementaci do procesu

¢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

8



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.



1. Uvod

Tématem disertacni prace je pfiprava a testovani novych typl
organickych rozpoustédel, tzv. hydrofobnich eutektickych kapalin,
které predstavuji udrzitelnou alternativu ke klasickym organickym
rozpoustédlim. Eutektické kapaliny jsou smési dvou a vice pevnych
latek, které po smiseni a zahrati vytvofi kapalinu s nizSim bodem
tani, nez maji plvodni latky pouzivané pro jejich pfipravu; maze jit
napf. o rlizné organické kyseliny, terpeny, cukry aj.

Pripravené eutektické kapaliny na bazi mentholu a alifatickych
karboxylovych kyselin jsou testovany s ohledem na jejich mozné
vyuziti pro efektivnéjsi precisténi komunalnich vod od endokrinnich
polutantl, kdy konvenéni postupy pouzivané v Cistirnach odpadnich
vod mnohdy dosahuji pouze primérnych hodnot danych legislativou.
Prvni skupinou endokrinnich disruptortl (hormonalné aktivni latky),
u nichZ je ovérovana extrakéni G¢innost eutektickych kapalin, jsou
estrogeny, které pres rlzné slozky Zzivotniho prostfedi negativné
ovliviuji hormonaini rovnovahu u vodnich organism(, a i u clovéka.
Druhou skupinou modelovych polutantl jsou benzofenony
(syntetické latky pouzivané nejvice jako slozky opalovacich krému),
které se dostavaji taktéz do vodnych zdrojd. Kontaminace Zivotniho
prostiedi témito latkami je problematicka zejména z dlivodu jejich
genotoxicity, neurotoxicity, potencialu plsobit jako endokrinni
disruptory a schopnosti bioakumulovat se v tukovych tkanich Zivych

organismd.
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2. Hypotézy a cile prace

Cilem dizertaéni prace byla pfiprava a testovani rlznych
hydrofobnich eutektickych kapalin na bazi terpen( a alifatickych
karboxylovych kyselin  z hlediska jejich fyzikdlné chemickych
vlastnosti, zejména jejich hydrofobnosti, ale i dostupnosti a ceny
Cistych vychozich latek. Podle vySe zvolenych kritérii byly vybrany jako
vychozi latky menthol, terpineol a karboxylové kyseliny (oktanova,
dekanové a dodekanova) a jejich vzajemné kombinace, které byly
zkoumany z hlediska:

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

3) Pouziti eutektickych kapalin pro extrakci estrogenli a
benzofenond v realnych vzorcich vody a ovéreni jejich

extrakéni Géinnosti ve spikovanych i redlnych vzorcich vody.
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3. Material a metodika

Eutektické kapaliny pouzité v dizertacni praci byly pFipraveny
prostym smisenim dvou vychozich latek za stalého michani pfi
teploté 85 °C do vzniku kapaliny.

Méfeni Gbytku koncentrace (tj. extrakéni G¢innost) estrogenl a
benzofenonl ve spikovanych a realnych vzorcich povrchovych vod
bylo provadéno metodou kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci (LC-MS/MS).

4. Vysledky a diskuse

V ramci feSené problematiky s cilem ovéfit potencial eutektickych
kapali pro precisténi rdznych vzork(li povrchovych vod byly
optimalizovany experimentalni parametry dulezité pro dosazeni
maximalnich extrakéni G¢innosti pro estrogeny a benzofenony.

Vysledkem série mérfeni byly nalezeny nasledujici optimalni
podminky: jako eutekticka kapalina mentol: oktanova kyselina
v molarnim poméru 1:1, frekvence trepani 2000 rpm, doba extrakce
15 min. V pfipadé obohacenych vzork( deionizované vody o rliznych
koncentraci estrogend a benzofenond dosahovala extrakéni Gcinnost
99,4 % napfi¢ vSemi testovanymi analyty (Tabulka 1, Obr. 1). Za vySe
uvedenych experimentalnich podminek pro realné vzorky vod
z rGznych lokalit (rybnik, koupalisté, reka) byly extrakcéni Gcinnosti
eutektickych kapalin nepatrné nizs§i (maximalné v fadu jednotek
procent) (Tabulka 1, Obr. 2). AvSak s ohledem na pfitomnost

balastnich latek, pfipadné jinych polutantl byla extrakéni Géinnost
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dostatecna pro jeji mozné vyuZiti v ramci systému cisténi odpadnich

vod.

Tabulka 1 Extrakéni Gcinnosti (%) rGznych eutektickych kapalin pro

extrakci smési estrogent ze spikovanych vodnych vzork( vody

HDES DElvodat  PMCNT  peioda2  Rybnicni
voda 1 voda 2

menthol: 99,74+ 9795+ 9959+ 9791+
cs 1,00 212 130 3.93

menthol: 99,63+ 9674+ 9950+ 9625+
c10 077 4.29 123 7,60

menthol: 99,63+ 9538+ 9946+ 9531+
c12 0.90 6.61 116 4.86

_ 99,56+ 96,81+ 9957+ 96,86+
C8: C10 0.79 448 108 6,48

_ 9953+ 9502+ 9956+ 9504+
C8:C12 098 491 124 430

_ 99,13+ 9424+ 9933+ 9452+
€10:C12 1,00 6.40 118 4.20

1Vzorky vody byly spikovany smési estrogend na vyslednou koncentraci 10 pug/ml

2 Vzorky vody byly spikovany smési estrogenl na vyslednou koncentraci 20 yg/ml
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
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BP BP-1 BP-2 BP-3 BP-8 MOBP

Obr. 1 Porovnani Ucinnosti extrakce pro eutektickou kapalinu;
menthol: oktanova kyselina (Gervena) a terpineolu (modra) pro
extrakci smési Sesti benzofenonl z modelovych vzork( pripravenych

ve deionizované vodé o koncentraci 20 ug/ml (B)
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101

100

{koupalisté feka rybnik  DEI voda

Terpineol M:C8 Terpineol M:C8 Terpineol M:C8 Terpineol M:C8

Obr. 2 Extrakéni ucinnosti extrakce Sesti benzofenonu ze vzorki

spikovanych pfirodnich a uZitkovych vod: BP (Cernd), BP-1 (zelena),
BP-2 (modra), BP-3 (Cervena), BP-8 (zluta), MOBP (fialova) na hladiné
20 yg/ml,n =3
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5. Zavéry

Hydrofobni eutektické kapaliny jsou atraktivni jako specificka
rozpoustédla pro extrakci fady mikropolutantt, protoZze samy o sobé
nekontaminuji zdroje vody. V této praci bylo pfipraveno nékolik
hydrofobnich  eutektickych  kapalin  sloZzenych z  pfirodnich
hydrofobnich slouéenin, jako je menthol a organické kyseliny
(oktanova, dekanova a dodekanova kyselina C8, C10 a C12), a byla
hodnocena jejich Géinnost pfi extrakci péti pfirodnich nebo
syntetickych estrogenl, konkrétné estronu, 17a-estradiolu, 17B-
estradiolu, 17a-ethynylestradiolu a estriolu z vodniho prostfedi.
Vysledky ukazaly, ze eutektickd kapalina na bazi mentholu:oktanové
kyseliny v molarnim poméru 1:1 muiZe za optimalnich podminek
extrahovat vice nez 99 % estrogenl ze spikovanych a redlnych
vzork( vody. Eutektickou kapalinu lze pouZit k extrakci estrogent
z odpadnich vod nékolikrat po sobé bez nutnosti regenerace, ale
priblizné po tfrech az péti cyklech se jeji extrakéni kapacita vycerpa.
Lze pouzit i dalSi hydrofobni eutektické kapaliny na bazi
mentholu:dekanové nebo dodekanové kyseliny, pfipadné kombinace
dvou organickych kyselin, které maji podobné extrakéni GcCinnosti a
vykazuji také nizZsi rozpustnost ve vodé.

Stejné tak bylo testovano Sest hydrofobnich eutektickych kapalin
pro extrakci skupiny benzofenonl zrdznych povrchovych vod.
Hydrofobni eutekticka kapalina opét na bazi mentholu:oktanové
kyseliny v molarnim poméru 1:1 vykazuje extrakéni Gcinnost vySSi
nez 99 %. Pouze v pfipadé nejméné hydrofobniho benzofenonu BP-2
je extrakéni Ucinnosti nizsi (96,7 %). Pripravené eutektické kapaliny

Ize opakované pouzit pro extrakci a dosazené extrakcni UCinnosti
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jsou vySSi nez 95 % po péti extrakénich cyklech, opét s vyjimkou BP-
2. Tato studie jasné ukazuje, Ze pomoci optimalizace sloZeni
eutektickych kapalin a podminek extrakce lze dosahnout vysoké
Gcinnosti extrakce benzofenon( z pfirodnich i uzitkovych vod.
Dosazené vysledky provedené v laboratofi ukazuji na znacény
potencial eutektickych kapalin pro ¢iSténi prirodnich a uzitkovych vod
kontaminovanych estrogeny a benzofenony. Do budoucna je ovéem
nutné prevést tyto vysledky zlaboratofe do praxe. Ktomu je
zapotfebi vyvinout UGcéinnou a ekologicky pfijatelnou technologii
regenerace eutektickych kapalin. To by umoznilo provadét extrakce

v makroméritku v provoznich podminkach &istiren odpadnich vod.
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