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Seznam zkratek:

AOP:

API:
BSK-5:

DIA QTOF:

EBT:

ECD:

ESI:

FID:

GC:
GC-MS/MS:

HILIC:
HLPC/MS:

HPLC:

HPRS:
HRMS:

IS:

LC/HRMS/DIA:

LC-HRMS:

LC-MS:

LECHB FROV:

LOQ:
m/z:
MS:
MW:
NPD:
NTA:
NTS:
OPFR:
PCB:
PFAS:
PMOC:

POCIS:
RT:

SPE:
SPMD:

adverse outcome pathway (draha nezadoucich uc€inku)

atmospheric pressure ionization (ionizace za atmosférického tlaku)

5-ti denni biochemicka spotfeba kysliku

data independent analysis quadrupole Time-of-Flight

(datové nezavisly sbér dat na hybridnim kvadrupolu Time-of-Flight)

effect based trigger (hodnota odezvy testu biologického uc€inku)

electron capture detector (detektor elektronového zachytu)

electrospray ionization (ionizace elektrosprejem)

flame ionization detector (plamenové ionizacni detektor)

gas chromatography (plynova chromatografie)

gas chromatography — tandem masss spectrometry (plynova chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii)

hydrophilic interaction chromatography (hydrofilni interakéni chromatografie)
high-performance liquid chromatography — mass spectrometry (vysokouc&inna
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii)

high-performance liquid chromatography

(vysokoucinna kapalinova chromatografie)

high resolution product scan (sken produktu ve vysokém rozliSeni)
high-resolution mass spectrometry

(vysokorozliSujici hmotnostni spektrometrie)

internal standard (vnitfni standard)

liquid chromatography — high resolution mass spectrometry with data
independent analysis (kapalinova chromatografie s vysokorozliSujici
hmotnostni spektrometrii a datové nezavislym sbérem dat)

liquid chromatography — high resolution mass spectrometry

(kapalinova chromatografie s vysokorozliSujici hmotnostni spektrometrii)
liquid chromatography — mass spectrometry

(kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii)

laboratof environmentalni chemie a biochemie fakulty rybafstvi a ochrany vod
limit of quantification (mez stanovitelnosti)

mass to charge ratio (podil hmotnosti iontu a jeho naboje)

mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

molecular weight (molekulova hmotnost)

nitrogen-phosphorus detector (dusiko-fosforovy detektor)

non-targeted analysis (necilena chemicka analyza)

non-targeted screening (necileny screening)

organophosphate flame retardants (organické fosforové zhasece hoteni)
polychlorinated biphenyls (polychlorované bifenily)

per- and polyfluoro alkyl substances (per- a poly fluoroalkylované latky)
persistent mobile organic compounds (perzistentni mobilni organické
slouceniny)

polar organic chemical integrative sampler (integrativni vzorkovac polarnich
organickych latek)

retention time (reten¢ni ¢as v chromatografické separaci)

solid phase extraction (extrakce na pevnou fazi)

semi-permeable membrane device (polopropustna membrana)
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Metodika definuje postup pro posouzeni vhodnosti aplikace vycisténé odpadni vody

a anaerobné stabilizovného kalu z Cistiren odpadnich vod v zemé&délstvi. Cilem je jejich
bezpecné pouziti v zemédélstvi z pohledu ochrany podzemnich vod a minimalizace rizik
spojenych s obsahem Sirokého spektra organickych mikropolutantd, které se ve vycisténych
odpadnich vodach a Cistirenskych kalech vyskytuji v riznych, ¢asové proménlivych smésich.

2.1 Legislativni a normativni ramec
Problematika organickych mikropolutantt ve vodach a kalech z COV neni adekvatné fesena na
urovni evropskych ani narodnich legislativnich dokumentl a pfisluSsnych norem ¢i metodik.

2.1.1 Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/741 ze dne 25. kvétna
2020 o minimalnich pozadavcich na opétovné vyuzivani vody

Cilem tohoto nafizeni je v nalezitych a nakladové efektivnich pfipadech usnadnit zavadéni
opétovného vyuzivani vody, a pro ty Clenské staty, které si preji nebo potfebuji opétovné
vyuzivat vodu, tak vytvofit ramec, ktery jim to umozni. Z pohledu jakosti zavlahové vody narizeni
v oddilu 2 pfilohy I tykajiciho se minimalnich pozadavk( na recyklovanou odpadni vodu uréenou
k zavlazovani definuje 4 tfidy kvality recyklované odpadni vody, pro které stanovuje pozadavky
na jeji kvalitu. Tyto poZadavky zahrnuji pouze mikrobiologické ukazatele a obecné fyzikalné-
chemické ukazatele BSK-5, nerozpusténé latky a zakal. Organické mikropolutanty jsou zminény
pouze v pfiloze Il tykajici se posouzeni rizik, kde se v podminkach tykajicich se dodatecnych
pozadavkl konstatuje, ze: ,Zvazeni pozadavku na kvalitu vody a monitorovani, které doplfuji
nebo zpfisfiuji pozadavky uvedené v oddile 2 pfilohy I, je-li to nutné a vhodné pro zajisténi
pfiméfené ochrany Zivotniho prostfedi a zdravi lidi a zvifat, zejména pokud existuji jasné
védecké dukazy o tom, Ze rizika pochazeji z recyklované odpadni vody, a nikoliv z jinych
zdroju.“ V zavislosti na vysledku posouzeni rizik se mohou tyto dodate¢né pozadavky tykat
zejména: a) tézkych kovu; b) pesticidl; c) vedlejSich produktt dezinfekce; d) IéCivych pfipravki;
e) jinych latek, které nové vzbuzuji obavy, v€etné znecistujicich mikrolatek a mikroplastu; f)
antimikrobialni rezistence. Nafizeni ale nijak nestanovuje konkrétni hodnoty limitd pro vyse
zminéné skupiny latek ani taxativné latky z téchto skupin nevyjmenovava.

2.1.2 Zakon 254/2001 Sh. o vodach a o zméné nékterych zakonu

Ugelem tohoto zakona je chranit povrchové a podzemni vody, jako ohroZené a nenahraditelné
slozky zivotniho prostfedi a pfirodni zdroje, stanovit podminky pro hospodarné vyuzivani
vodnich zdrojli, pro zachovani vodnich zdroj a predejiti stavu nedostatku vody a pro zachovani
i zlepSeni jakosti povrchovych a podzemnich vod, vytvofit podminky pro snizovani nepfiznivych
ucinkd povodni a sucha a zajistit bezpenost vodnich dél v souladu s pravem Evropskych
spolegenstvi. Uelem tohoto zakona je téZ pfispivat k zaji$téni zasobovani obyvatelstva pitnou
vodou a k ochrané vodnich ekosystému a na nich pfimo zavisejicich suchozemskych
ekosystému. Tento zakon problematiku vyuziti odpadnich vod k zavlaham nefesi, pouze v dilu 5
Ochrana jakosti vod v § 38 odst.9 konstatuje, Ze pfimé vypousténi odpadnich vod do
podzemnich vod je zakazano a dale uvadi, Zze vypousténi odpadnich vod neobsahujicich
nebezpelné zavadné latky nebo zvlast nebezpecné zavadné latky z jedné nebo nékolika
uzemné souvisejicich staveb pro bydleni, staveb pro rodinnou rekreaci nebo z jednotlivych
staveb poskytujicich ubytovaci sluzby, vznikajicich pfevazné jako produkt lidského metabolismu
a ¢innosti v domacnostech, pfes puadni vrstvy do vod podzemnich Ize povolit, pokud neni
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v daném pfipadé technicky mozné nebo s ohledem na zajmy chranéné timto zakonem nebo
jinymi pravnimi pfedpisy mozné nebo Zadouci, vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych.
Jinymi slovy, zakon upfednostiiuje vypousténi do povrchovych vod pfed vodami podzemnimi.

2.1.3 Narizeni vlady €. 401/2015 Sb. o ukazatelich a hodnotach pripustného
znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod, nalezitostech povoleni

k vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych
oblastech

Toto nafizeni vlady fesi problematiku odpadnich vod, pozadavky na ¢etnosti odbérl vzorki
vypousténych odpadnich vod a emisnich limitl pro né. Nezabyva se ale pouzitim odpadnich vod
pro zavlahy.

2.1.4 Narizeni vlady 416/2010 o ukazatelich a hodnotach pripustného znec€isténi
odpadnich vod a nalezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do vod
podzemnich

Nafrizeni vlady mimo jiné stanovuje ukazatele pfipustného znecisténi odpadnich vod a minimalni
Cetnost méreni miry znecisténi odpadnich vod. Opét toto NV nijak nezminuje problematiku
organickych mikropolutanti, mezi ukazateli zmifiuje pouze mikrobiologické ukazatele a obecné
ukazatele ChSK-Cr, BSK-5, amoniakalni dusik, nerozpusténé latky a celkovy fosfor.

2.1.5 CSN 75 7143 (757143) Jakost vod. Jakost vody pro zavlahu

Tato norma plati pro hodnoceni a pouziti vody k zavlaze. Dle této nomy se k zavlaze mize
pouzivat voda, ktera negativné neovlivni zdravotni stav lidi a zvifat, vySi vynost a kvalitu plodin,
pudni vlastnosti, jakost povrchovych a podzemnich vod a jinych slozek zivotniho prostredi.
Vzhledem k datu vzniku a platnosti normy, tj. zacatek 90. let minulého stoleti, se v normé

k posouzeni vody k zavlaham pouzivaji fyzikalni, chemické, biologické a radiologické ukazatele,
pficemZ mezi chemickymi ukazateli hodnoti zejména zakladni anorganické ukazatele, dale kovy
a metaloidy. Z organickych latek jsou v normé uvedeny pouze ukazatele tenzidy aniontove,
fenoly, uhlovodiky C10-40 a PCB. Problematiku organickych mikropolutantd (vyjma PCB) tudiz
tato norma nijak nefesi.

2.1.6 TNV 75 4310 Zavlahova zarizeni pro mikrozaviahy

Tato odvétvova technicka norma vodniho hospodarstvi je ur€ena pro navrhovani mikrozavlah
béznych zemédélskych plodin a specialnich zemédélskych kultur. Norma se z pohledu jakosti
zavlahovych vod odvolava na normu CSN 75 7143 a tedy nefesi problematiku organickych
mikropolutantu.

2.1.7 Metodika ,,Kritéria vyuziti méstskych odpadnich vod k zavlaze zemédélskych
plodin®

Tato metodika (Zavadil, 2008) vychazi z normy CSN 75 7143, tudiZ neFesi problematiku
organickych mikropolutantu, viz kap. 2.1.5.



2.2 Stav poznani a dostupna data

Na vodu a kal z Cistiren odpadnich vod je tfeba pohlizet jako na médium s vysokou variabilitou
jak ve slozeni mikropolutantu, tak v koncentracich téchto latek. Z pohledu legislativy je zfejmé,
Ze problematika organickych mikropolutantd a zejména jejich smési neni feSena. Obdobné v CR
existuje omezena mnozina informaci a slozeni odpadnich vod a Cistirenskych kalu. Tyto
informace nejsou pofizovany systematicky. Byly a jsou pofizovany zejména v ramci vyzkumu
a vyvoje, a to pouze na nékterych COV. V ramci fedeni projektu NAZV QK21020080 byly
provedeny analyzy sloZeni vy&isténych odpadnich vod a &istirenskych kalti z COV Hrdé&jovice
pro Ceské Budgjovice. Vysledky necileného screeningu ukazaly, Ze vy&isténé odpadni vody
obsahuiji tisice latek v riznych smésich. Pouze méné nez 5 % latek bylo mozno dostupnymi
metodami cilenych chemickych analyz identifikovat a stanovit jejich koncentrace (obr.2.2.1).

V Cistirenskych kalech byly provedeny cilené chemické analyzy, kde byl prokazan vyskyt 33
latek ze 77 zkoumanych. Identifikované latky patfi do riznych skupin z pohledu jejich zdroj(

a pouziti napf. léCiva, antikoroziva, bisfenoly, latky osobni péce apod. (KodeSova et al., 2024).

LC-HRMS/DIA necileny screening 8 vzorkt/ obdobi

/\
‘ lonizace ESI+ ‘ ‘ lonizace ESI- ‘
/ N
19854 signall (m/z + RT) 5186 signald (m/z + RT)
— T~
3893 sloucenin po odecteni blanku 963 sloucenin po odecteni blanku
« ~
671 sloucenin vykazuje shodu s pfesnou 172 sloucenin vykazuje shodu s pfesnou
hmotou monotizotopické molekulové hmotou monotizotopické molekulové
hmotnosti v dostupnych knihovnach hmotnosti v dostupnych knihovnach
605 slouéenin vykazuje éfc;du s MS? knihovnou Pouze 66 slouéenmykazuje shodu s MS?
hmotnostnich spekter mzCloud, z toho pouze knihovnou hmotnostnich spekter mzCloud, z
216 >50% toho pouze 216 > 50%

Jsme schopni identifikovat méné nez 5% sloucenin v odtékajici
odpadni vodé, které poskytuji signal v ESI

Obr.2.2.1 Poéty detekovanych a identifikovanych latek v odpadni vodé COV Hrdé&jovice pomoci
necileného LC/HRMS/DIA screeningu

SloZeni smési organickych mikropolutantd je proménlivé v Case (Golovko et al., 2014a, b).
Variabilita ve sloZeni polutantu je ilustrovana na obrazcich 2.2.2 a 2.2.3. Byly zjistény typicky
vy$Si koncentrace a pfitomnost napf. specifickych léCiv v sezéné respiracnich onemocnéni nebo
antihistaminik ve vegetacni sezéné apod. viz obr. 2.2.4 a 2.2.5.

Screeningové studie v Evropé prokazaly vyskyt stovek chemickych latek ve vycisténych
odpadnich vodach. Napfiklad 366 latek bylo zjisténo ve vodach z 56 evropskych COV (Finckh et
al., 2022), a 280 latek bylo identifikovano ve vodach ze 12 COV v povodi Dunaje (Alygizakis et
al., 2019). Tisice slou€enin bylo zjisténo v odpadnich vodach necilenym screeningem ve studii
Garcia-Vara et al. (2023). Z nich 158 latek bylo identifikovano cilené a v misté pouziti pro
zavlahu bylo ve vodé zjisténo 119 latek.
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Obr. 2.2.3 Variabilita polutantii ve vy¢isténé odpadni vodé COV v Hrdé&jovicich (vievo signély
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Obr. 2.2.4 Variabilita koncentraci 4-acetamidoantipyrinu (metabolit analgetickych
a antipyretickych lé¢iv tfidy antipyrin) ve vycisténé odpadni vodé COV v Hrdé&jovicich od dubna
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Obr.2.2.5 Variabilita koncentraci cetirizinu (antihistaminikum pro lé¢bu alergii) ve vycisténé
odpadni vodé COV v Hrdéjovicich od dubna do fijna 2021



Komplexni smési cizorodych latek, jako jsou organické mikropolutanty, které se bézné vyskytuji
v odpadnich vodach a Cistirenskych kalech, mohou mit rizny dopad na pfirodni ekosystémy i
zdravi Clovéka. Interakce mezi riznymi cizorodymi latkami mohou byt slozité a zaviset na
konkrétnich podminkach a kontextu. Tyto rdzné latky nebo u€inky se mohou vzajemné
ovlivhovat v kontextu smési nebo kombinaci nasledujicimi zpusoby: antagonismus, synergie

a aditivita.

Antagonismus se vyskytuje, kdyz dvé nebo vice latek nebo uc€inky pasobi protichGdnym
zplsobem a snizuji nebo potlacuji U¢inky jedna druhé. To znamena, Ze kombinace latek ma slabsi
ucinek, nez by mél jednotlivy ucinek kazdé latky samostatné. To muze zahrnovat konkurenci mezi
latkami o vazebna mista na receptorech organismu nebo vliv na riizné toxické mechanismy.
Antagonismus mUze byt nezadouci v nékterych situacich, napfiklad v Iékarstvi, kdy by kombinace
lékG mohla snizit jejich U€innost, v environmentalnich védach je tento zplUsob interakce naopak
zadouci. To maze byt dulezité pfi hodnoceni environmentalnich rizik, protoZe vysledny ucinek by
mohl byt mirnéjsi, nez by se oCekavalo na zakladé toxicity kazdé latky samostatné

Synergie je opakem antagonismu. Synergie nastava, kdyz dvé nebo vice latek nebo uginky
pusobi spolecné tak, ze zesiluji nebo posiluji u€inky jedna druhé. To znamena, ze kombinace
latek ma silnéjsi ucinek, nez by mél kazdy z nich samostatné. Synergie je negativni jev, pokud je
takovy uc€inek nezadouci. To mlze byt zvlasté problematické, protoze kombinace raznych latek
muze vést k neCekané silnym ucinkm na zivotni prostfedi a muze vyzadovat zvySenou
pozornost a regulaci.

Aditivita je termin, ktery se pouziva, kdyz dvé nebo vice latek nebo Ucinky pusobi nezavisle na
sobé a jejich kombinovany ucinek je pfesné souctem jejich jednotlivych Uc€inkd. V pfipadé
aditivity se kombinovany ucinek rovna sumeé ucinkl kazdé slozky samostatné. To znamena, ze
tyto latky neovliviuji navzajem své ucinky a vysledny efekt je pfesné pfedvidatelny na zakladé
znalosti jednotlivych toxickych latek. Aditivita se Casto pouziva pfi stanoveni celkové toxicity
smési latek v ramci ekologického rizikového hodnoceni. BohuZzel ne pro vSechny latky
vyskytujici se ve smésich v odpadnich vodach a Cistirenskych kalech nejsou k dispozici
potfebna data o toxicité. Proto tento pfistup nelze aplikovat, i kdybychom uvazovali isté aditivni
uCinek vSech latek ve smési, coz je v porovnani s uvazovanim antagonismu a synergie zjevné
jednodussi postup.

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze hodnoceni na zakladé cilenych analyz jednotlivych cizorodych
latek nemuze popsat celkovy koneény vliv na ekosystémy a zdravi ¢lovéka. Chemické analyzy
totiz nejsou schopny odhalit antagonistické, synergické ani aditivni ucinky cizorodych latek ve
smésich. Tuto problematiku fesi metody orientované na hodnoceni u€inku smési latek (effect-
based metody). V pfipadé, ze je tfeba rozkliCovat, ktera latka ze smési je zodpovédna za
pozorovany ucinek, daji se vyuzit principy tzv. Effect directed analysis (EDA) metody. Tato
metoda vyuZiva postupné frakcionace vzorku umoziujici vytipovani a izolovani u€inné skupiny
latek nebo chemického individua (Brack et al., 2016). BliZSi popis pouzitelnych analytickych
metod a ekotoxikologickych metod orientovanych na hodnoceni u€inku smési latek je uveden
v nasledujici kapitole 2.3.

2.3 Dostupné analytické metody

Pokud odhlédneme od kovu a anorganickych slou¢enin, metody pro stanoveni individualnich
organickych sloucenin ve stopovych mnozstvich prosly za poslednich 20 let vyznamnym
vyvojem, ktery zahrnuje masivni rozvoj kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostné
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spektrometrickou detekci a pfechod od méné selektivni detekce v plynové chromatografii (FID,
NPD a ECD) k hmotnostné spektrometrické detekci. Rozsah polarit stanovovanych slou€enin

a jejich pokryti separacnimi metodami jsou schematicky znazornény v obrazku 2.3.1. Stavaji
metody pro chemickou analyzu vody zahrnuji rozsahy polutantti pro monitoring zalozenych na
Stockholmské konvenci, seznamech prioritnich slou¢enin pro EU dle smérnice 2000/60/EC

a jejich dcefinych smérnic a také kandidaty REACH (Schmidt, 2018), oproti velmi perzistentnim
mobilnim a polarnim slou¢eninam (PMOC), které nejsou témito metodami podchyceny.

Pro tento relativné maly pocet slou€enin (255 slou¢enin GC, 181 HPLC na reverzni fazi) jsou
dostupné dobfe popsané a validované metody zaloZené na selektivni detekci pomoci nizko-
rozliSuji hmotnostni spektrometrie, vétSinou MS?, s vyuZitim kvadrupdlovych hmotnostnich
spektrometrd (Schmidt 2018). Zasadnim pfedpokladem pro aplikaci téchto metod je dostupnost
referenénich standardd. | kdyz byly publikovany velmi rozsahlé multiresidualni metody, které
zahrnuji desitky az stovky analytd (Grabic et al., 2012; Reemtsma et al., 2013), pokryti jiz
zminovanych prioritnich ¢i regulovanych polutant vyzaduje komplexni analytickou strategii,
ktera musi také reflektovat pozadované meze detekce (stanovitelnosti) a pozadované nejistoty
stanoveni v koncentracich blizkych koncentraéni urovni poZadovanych norem environmentalni
kvality. Naro¢nost takovych metod i pro cileny screening nékolika desitek novych podezielych
slou¢enin muze byt demonstrovana na schématu v obrazku 2.3.2, podle kterého byly
analyzovany vzorky vody a pasivnich vzorkovacu pro Norskou agenturu ochrany prostredi
(Norwegian Environment Agency, 2018).

Polarita/vlastnosti riznych typa organickych kontaminanta vody

Netékavé Tékavé

Rozpustné ve vodé Rozpustné v tucich

< Polarni Nepolarni >
(.

Farmaka

Pesticidy Q
UV filtry, sunscreeny, organofosforové zhasece horeni

Metabolity farmak, pesticid

Hormony

[ Perfluorované slouceniny ]

Obr. 2.3.1 Rozdéleni ¢asto sledovanych skupin analyt( podle polarity a separacni metody pro
Jejich analyzu (GC — plynova, LC — kapalinova chromatografie)
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GC-MS/MS po derivatizaci

Extrakce
rozpoustédlem

GC/MS/MS pro analyzu nepolarni polutant 2 analyzy

et EEEEE LC -ESI-MS/MS — cilené analyzy 3 analyzy

Extrakce na pevnou
fazi

Vzorky vody
Filtrace nebo cela voda

LC-APCI/APPI-MS/MS cilené analyzy

P&T-GC-MS pro
tékavé slouceniny

Obr. 2.3.2 Schéma komplexni analyzy polutantt ve vodé pro Siroky rozsah slouc¢enin

Z obrazku 2.3.2 je patrné, Ze cely postup ma nékolik bodl, které zasadnim zpusobem ovlivriuji
naro¢nost metody a také jeji meze stanovitelnosti. Prvnim z nich je definice matrice, to znamena
urcit, zda bude analyzovana cela voda (tedy v€etné koloidni frakce a pevnych &astic) nebo pouze
definovana filtrovana frakce. Od tohoto kroku se pak odviji i zvolené extrakéni postupy, kdy je
mozné pouzit automatizované in-line extrakce na pevnou fazi (on line) SPE vélenéné do LC-MS
metody a provadéné robotickym autosamplerem (Lindberg et al. 2014). Pro analyzu velkych
objemu vody &i pro analyzu celé vody je pak nutné pouzit metody jiné, kombinujici filtraci a off-
line SPE nebo jejich spojeni v jednom kroku (Golovko et al., 2018).

Pro reprezentativnost vzorku je dllezita metoda odbéru. U odpadnich vod je uzanci zaloZzenou
na validac¢nich studiich odebiran 24hodinovy ¢asové nebo pratokové proporcionaini slévany
vzorek (Ort et al., 2010a; Ort et al., 2010b). Pro testovani vycisténych odpadnich vod z vétSich
COV jde o technicky snadno proveditelné vzorkovani, ale problematické je to v pfipadé mensich
Cistiren nebo povrchovych a podzemnich vod. Neméné dulezita je pak denni a sezénni
proménlivost znecisténi (Golovko et al., 2014a; Golovko et al., 2014b).

Pasivni vzorkovani je pak moznost, jak zvysit reprezentativnost odbéru a zaroven preskocit
filtraCni a koncentrani kroky analyzy. Aplikace pasivnich vzorkovacul pro sledovani Sirokého
rozsahu polarnich latek v podminkach CR byla jiz publikovana véetné kalibrace pasivnich
vzorkovacl typu POCIS jak v odborné literature, tak i formou certifikované metodiky Vrany et al.
(2021a) a metodik Grabice et al., (2015; 2018). V tabulce 2.3.1 jsou uvedeny koncentracni
faktory a matrice pro dale diskutované jak cilené, tak i necilené a efektové metody chemické
analyzy vody.
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Tabulka 2.3.1 Prehled koncentracnich faktort pro rizné metody vzorkovani, Gpravy a analyzy
vzorkd vody.

Vzorkovani Typicka doba vzorkovani Filtrace [ Vzorkovany [ Objem pro Finalni Koncentraéni faktor
objem extrakci |objem vzorku

wcisténa odpadni voda | powchova/podzemni voda
SPE extrakce 24 hodin/bodové 24 hodin/bodové ano 11 0.1-11 1ml 100-1000
in-line SPE 24 hodin/bodové 24 hodin/bodové ano 0.11 1-5ml ekv. 5 pl 200-1000
off-line SPE
celé vody 24 hodin/bodové 24 hodin/bodové ne 1-31 1-31 0.1-1 ml 1000-33000
POCIS 14 dni 28 dni ne 14-31* vzorkovac 1ml 1400-3000
SPMD 30 dni 30 dni ne 80-200 | ** vzorkovaé 1ml 80000-200000
silikonova guma 30 dni 30 dni ne 50-150 | *** vzorkovaé 1ml 50000-150000

" standardni POCIS 41 cm?, ™ standardni SPMD 460cm?;, ™ jeden plat silikonu 100 cm?

V tabulce 2.3.1 jsou zahrnuty i komer¢né dostupné pasivni vzorkovace pro nepolarni latky
SPMD a POCIS, jejichz mobilita ve vodé a puadnim prostfedi je nizka a tomu musi odpovidat
koncentraéni faktory zvolené metody. Z tabulky je patrné, Zze metody se vyrazné liSi v mnoha
aspektech. Pokud budeme brat do uvahy pouze polarni polutanty, tak nejlepsich koncentracnich
faktor( (a potazmo i LOQ) dosahuje extrakce celé vody na extrakéni disky (Golovko et al.,
2018), ktera byla vyvinuta pro stanoveni progestagenu. Pro vétSinu ostatnich slou€enin jsou ale
pIné postacdujici ostatni metody.

Z praktického hlediska je zasadni rozdil mezi metodami, které jsou ukoncéeny finalnim extraktem
v rozpoustédle a in line SPE metodami. Tyto metody jsou sice vysoce automatizované, ale
spotfebuji veSkery vzorek pro danou analyzu. Z toho vyplyva nutnost skladovani pavodniho
vzorku vody do doby dokoné&eni analyzy. Vyhodou in-line SPE metod jsou naopak relativné
nizké objemy odebrané vody potfebné pro analyzy, které jsou vyhodné pro logistiku plosnych
monitoringUl (objemy transportované vody, chlazeni a také skladovani vzorku pfed analyzou).

V pfipadé analyzy pevnych vzorkd, tj. kalt, kompostu €i pdy, je situace komplikovanég;jsi
vzhledem k frakci, kterou chceme stanovit. Analogii mize byt stanoveni kovu, pro které mohou
byt pouzity rizné typy vyluhovatelnosti (vodou nebo 2M HNO3) nebo rozkladu (lu¢avkou
kralovskou nebo totalni rozklad pomoci kyseliny fluorovodikové). Stacionarni vyluhy &i desorpce
neodpovidaji mobilité organickych polutantd z kall do vodné faze. Coz jsme prokazali

v experimentech zaméfenych na desorpci farmak z rliznych typu stabilizovanych Eistirenskych
kalu (Grabic et al., 2022) a na vymyvani farmak z kal( aplikovanych na pudu (KodeSova et al.,
2019, 2024). Pro hodnoceni potencialniho vlivu polutantt v kalu na puadu by tedy mély byt
pouzity extrakty, které reflektuji maximalni mnozstvi slou€enin pfitomnych v kalech. Pro pevné
matrice existuji jak jednoduché postupy extrakce rozpoustédlem pomoci Quechers nebo

v ultrazvukoveé lazni (Golovko et al., 2016; Nguyen and Baduel, 2023), tak sofistikované
instrumentalni metody zaloZzené na automatizované soxhletové extrakci, tlakové extrakci
rozpoustédly nebo superkritickym CO; (Zuloaga et al., 2012). Finalni produktem je extrakt

v organickém rozpoustédle, ktery je analyzovan analogicky extraktim vodnych vzorka.

Metodu odbéru a zkoncentrovani vzorku pro dany typ monitoringu nebo hodnoceni je tedy
mozné vybrat z bézné pouzivanych a dostupnych postupl. MozZnost detekce organickych
sloucenin ve vzorku je dana prinikem nékolika faktord, jak je znazornéno v obrazku 2.3.3, ktery
byl vytvofen na zékladé ¢lanku (Hollender et al., 2023). Z obrazku je jasné, Ze jednoducha

13



chemicka analyza nemuze stanovit vSechny pfitomna chemicka individua ve vzorku a kompletni
charakterizace vzorku na zakladé chemickych analyz neni principialné mozna.

VSechny slouceniny ve
vzorku

Vsechny
extrahované/vzorkované
slouceniny

APl ionizovatelné slouéeniny

Chromatograficky pik

Detekovatelné
slouceniny

Obr. 2.3.3 Schématické znazornéni jednotlivych podminek, které vedou k detekci (kvantifikaci)
dané slouceniny ve vzorku. (Velikost ovalu neni proporcionalni mnoZzstvi slouc¢enin).

2.3.1Cilené chemické analyzy

Definici cilené chemické analyzy je znalost pozadovaného rozsahu analytd a dostupnost
referencnich standardd. Pokud mame k dispozici Cisté latky nebo alespon jejich technické
produkty, jsme schopni ovéfit a optimalizovat extrakci, ionizaci v APl a chromatografickou
separaci. Pro analyzu vody pomoci HPLC/MS je k dispozici fada technik od pfimého nastfiku
vody na chromatografickou kolonu azZ po extrakce na pevnou fazi. Orientacni srovnani technik je
zobrazeno na obrazcich 2.3.1.1 a 2.3.1.2. Z tohoto porovnani je patrné, Ze in line SPE technika
k tomu, Ze i v pfipadé selektivni sorpce (nebo spiSe absence interakce analytu se sorbentem) je
do LC MS systému vnesen analyt pfitomen v mrtvém objemu extrakéni kolony, jsou touto
technikou detekovany analyty, které jinak maji vysoké LOQ, tj. napf. clarithromycin,
erythromycin nebo telmisartan. In line SPE metoda je ¢asto pouzivana aplikace hlavné

z pohledu flexibility a automatizace analyzy pro velmi Siroky rozsah polutantl v riznych typech
vod (Bacaloni et al., 2007; Chen et al., 2023; Huntscha et al., 2012; Lindberg et al., 2014).
Metoda cilené analyzy ma ovSem omezeni, ktera vyplyvaji z podstaty LC-MS: Pro kazdou
ionizacni techniku, separaéni systém nebo extrakéni kolonu, je nezbytna dalsi analyza. Tato
omezeni se ovSem do jisté miry tykaji také ostatnich metod, které pouzivaji jiné extrak¢ni
techniky. Obecné Ize tedy konstatovat, Ze s poctem, a hlavné variabilitou vlastnosti analytu roste
pocet potfebnych LC-MS? analyz.

Pro analyzy specifickych polutantd jsou nezbytné jiné nez konvenéni separacni a extrakéni
systémy. Pro analyzy PMOC je nezbytné pouzit kombinaci nékolika sorbentl (iontoménice,
aktivni uhli a konven¢ni sorbenty) a také kombinace separacnich systému, kdy kromé
chromatografie na reverzni fazi (RP HPLC) je pouzita i HILIC nebo faze na bazi polymerniho
uhliku (Schmidt, 2018). Pro ultra stopové analyzy rezidui hormond nebo PFAS je ¢asto nutné
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pouzit kromé specifickych ioniza¢nich technik i vysoce selektivni detekci pomoci vysoko
rozliSujici hmotnostni spektrometrie (HRMS) (Fedorova et al., 2013; Golovko et al., 2018).

Bez extrakce, LC

Primy nastrik faze bez LOQ podile
10 pl omezeni, » Sloucinmy v
el ambientni MS fadu 102 -1pg/l

Bez extrakce, LC

Pfimy nastrik fize RP LOQ podle
100-500 pl kompatibilni se ;;?;:,Ciglg\i: /I
100% vody HE
In-line SPE Extrakce + mrtvy
objem extrakéni 104 — 102 pg/I
1-20ml LC kolony
SPE kolony,
disky Extrakce 10— 103 pg/I

100ml-3lI

Obr. 2.3.1.1 Porovnani technik analyzy vzork( vody

10

ELC/LC =100 ml 11

I H| ”y W yy |

[ng/L]

© LOQ

—

0.01

Obr. 2.3.1.2 Porovnani dosazenych mezi stanovitelnosti (LOQ) pro analyzu farmak ve vodé
metodami in line SPE (1 ml) s extrakci 0,1 a 1| vody (zkoncentrovani do 1 ml rozpoustédia)
s LC-MS? QqQ detekci
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Ve vysledku pak narlsta naro€nost takovéto komplexni analyzy (pocet analyz, mnozstvi LC-MS
(HRMS) systému nutnych pro detekci cilovych analytd, ¢as kvalifikované pracovni sily pro
analyzy), ktera nemusi byt proporcionalni ziskané informaci o vzorku. llustrativni schéma
komplexni analyzy vzorku vody v maximalnim mozné rozsahu polarnich polutantd
stanovovanych v LECHB FROV je uveden v obrazku 2.3.1.3. Rozsah cca 400 analyt(i je mozné
pokryt sedmi rliznymi LC-MS(HRMS) analyzami, coz odpovida cené okolo 1000 EUR/vzorek.
Pro pevné matrice bude schéma velmi podobné, ale s vy$Si cenou, ktera musi reflektovat
vysokou variabilitu riznych tfid polutanti a nezbytnost ¢isténi vzork( pro nékteré analyty, jako
jsou hormony v komplexni matrici kalt ¢i kompostu.

Cilené analyzy byly vyvinuty pro relativné velky pocet analytd s velmi variabilnimi fyzikalné
chemickymi vlastnostmi. Jejich kombinace pro pokryti celého spektra moznych polutantt pro
potfeby hodnoceni vlivu odpadni vody nebo kalu na dany systém je ale velmi naroéna,
nestandardni a také nemusi byt relevantni. Coz bylo prokazano i kombinaci cilenych analyz
s analyzami biologického efektu v pasivnich vzorkovadich (Sauer et al., 2023; Vrana et al.,
2021b).

Vzorek vody
Filtrace 10 ml + IS SPE disk extrakce 1-3 | vody — 100ul
extraktu

In-line SPE/LC-MS/MS - HRPS Hormony — LC-HRPS
Farmaka a OPFR+dalsi

drogy

Pest|C|.dy a PMOC
benzotriazoly
PFAS a deteregenty UV filtry, bisfenoly, triclosan

Obr. 2.3.1.3 Schéma komplexni analyzy vody pro polarni polutanty

Pro rozSifeni poc¢tu analytd, které mohou byt detekovany v jedné analyze, byly vyvinuty metody
necilené analyzy, jejichz aplikace na detekci neznamych sloucenin ve vzorcich vyznamné
narlsta hlavné posledni dekadé s rozSifenim cenové dostupnych LC-HRMS pfistroji (Hollender
et al., 2023).
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2.3.2Necilené chemické analyzy

Vzhledem k poétu moznych signall (slouc¢enin) ve vzorku, je necilena analyza polarnich
sloucenin spojena s dostupnosti rychle skenujicich hmotnostnich spektrometr s vysokém
rozliSenim pfesné hmoty a zaroven dostatecné citlivych pro detekci i minoritnich slozek

v komplexnich smésich. Toto kritérium splfuji analyzatory doby letu (TOF) a orbitalni iontové
pasti (OIT). Vzhledem k tomu, Ze pro uspésnou identifikaci neznamé slou€enin jsou potfeba
nejméné MS? data (MS/MS), jsou tyto hmotnostni spektrometry kombinovany do hybridnich MS,
vétsSinou s kvadrupdlovymi MS. Necilené analyzy se sestavaji z necileného sbéru dat, ktery je
mozné provadét v nékolika rezimech, které vétSinou kombinuji sbér vSech iontl v daném
rozsahu m/z (MS?) s datové nezavislymi MS2 experimenty (Alvarez-Ruiz and Picd, 2019;
Overdahl et al., 2021; Renaud et al., 2022). Takto ziskana data tedy obsahuji jak MS?, tak MS?
hmotnostni spektra nezbytna pro identifikaci.

Data ziskana necilenymi metodami Ize vyhodnocovat nékolika zpisoby (Ccanccapa-Cartagena
et al., 2019), které jsou schematicky znazornény v obrazku 2.3.2.1. Pro tyto ucely je mozné
pouzit jak komercné dodavané software, tak i tzv. open source programy, které umozuji

i vlastni tvorbu skriptd.

Cileny | ' Standardy, MS(/MS) spektra (a)

screening retencni cas (RT) dostupné

Neznamé znamé (seznam latek)

Co nezname a chtéli bychom znat
(biologicky efekt napt.)

HRMS data
Suspect
(full scan screenin ( . e . )
1 ) g Prvkové slozeni/ molekulova
MS!+ MS?) ..
hmotnost / transformacni procesy
____________________________ -
) )
Neznamé neznamé :
Profilovani .
neznamych I
I
I

Obr. 2.3.2.1 Znazornéni moznosti operace s daty, ktera jsou ziskana necilenymi metodami
analyzy.

Komplexni HRMS data umozniuji nejen identifikaci podezielych (suspect screening) sloucenin ve
vzorku napf. podle seznamt EU prioritnich polutantd, aplikovanych pesticidi nebo farmak
pouzivanych v dané zemi (Celic et al., 2021; Durig et al., 2019; Ng et al., 2022; Pochodylo and
Helbling, 2017; Yukioka et al., 2020), ale také jejich kvantifikaci nebo profilovani neznamych
sloucenin ve vzorcich.

Rozsah aplikaci je Siroky a saha od identifikace metabolitd znamych polutant napf. pesticidu
(Anagnostopoulou et al., 2023), pfes screening znecisténi perfluorovanymi slou¢eninami (Ng et
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al., 2022) az po studie pouzivajici strojové uceni a umélou inteligenci pro identifikaci zdroju
znecisténi a hodnoceni rizika identifikovanych sloucenin (Becker et al., 2023; Joseph et al.
2023). Zakladnim prvkem pro vSechny necilené metody a postupy je ovSem jistota identifikace.
Milnikem pro ur€ovani miry nejistoty, s jakou byl dany pik, definovany m/z a retencnim €asem,
ztotoznén s chemickym individuem, je ¢lanek Schymanski et al. (2014). V tomto ¢lanku je
definovano pét urovni jistoty identifikace, které jsou stru¢né specifikovany v tabulce €. 2.3.2.1.

Tabulka 2.3.2.1 Urovné nejistoty identifikace chemického individua podle Schymanski a kol.
(2014)

Uroveri | Jistota identifikace Minimalni pozadovana data
1 2 cni
1 potvrzena struktura referen¢ni standard MS?, MS?, RT, referencni
standard
. . shoda s knihovnou MS? MS?, MS?, referencni spektra
2 pravdépodobna struktura ; L
spekter v knihovné
diagnosticky dikaz MS?, MS?, experimentalni data
predbézny kandidat struktura, substituent, tfida MS?, MS?, experimentalni data
4 jednoznacné prvkové slozeni |izotopovy vzor, adukty MS?
5 presna hmota m/z, RT MS?

Standardizace a vzajemné porovnani ucinnosti jak méficich, tak i vyhodnocovacich metod jsou
zakladnimi parametry, které uréuji moznost aplikace dané metody pro regulatorni ucely, tj. napf.
posuzovani bezpecénosti aplikace vycisténych odpadnich vod a kalt na pudy. LC-HRMS
necilené metody maji obrovsky potencial. Nachazeji se vS§ak zatim ve fazi po¢ate¢niho ristu se
vSemi détskymi chorobami, a je velmi té€Zké vyhodnotit u€innost nikoliv méficich metod, ale
hlavné softwarovych vyhodnocovacich postupli. Neshody v prvnim kroku postupu tzv. peak
picking (identifikace signalu na daném m/z a pfisludného RT), coz je nejniZsi uroven jistoty
identifikace neznamé slouc¢eniny, mohou vést k zasadnim rozdilim v hodnoceni vysledk( NTS
(Hohrenk et al., 2020). Rozsahla recentni studie (Hollender et al., 2023) shrnuje doporuceni
asociace NORMAN pro cileny a suspektni screening, tak aby bylo dosazeno co nejvysSsi
harmonizace vysledkd NTS. Zaroven je v3ak v této studii konstatovano, Ze v sou€asnosti
neexistuje standardni operacni procedura, ktera by mohla byt obecné aplikovana pro necileny
screening.

2.3.3Metody analyzy biologického u€inku

Pocet chemickych sloucenin identifikovanych ve vzorcich slozek Zivotniho prostfedi neustale
narlstd, a to diky vySe uvedenym cilenym i necilenym sofistikovanym instrumentalnim
metodam. Tradi¢né byly pro hodnoceni toxicity odpadni vody a sedimentt pouzivany biologické
metody in vivo zalozené na organismech. Tyto metody jsou ovSem velmi limitované co do
prichodnosti vzorkl laboratofi a neschopnosti odlisit vliv chemickych polutantd od vlivu pH,
salinity a matrice vzorku (Escher et al., 2020). Pokrok ve vyvoji robotizovanych a vysoce
efektivnich in vitro metod analyz biologického ucinku zménil tradicni pfistup a obecné urychluje
proces hodnoceni rizik a zarover se vyhyba pouZziti testovacich organismu (Escher et al., 2020).
Zasadni vyhodou in vitro testl je pak mnozstvi vzorku potfebné pro analyzu.

Pro vybér vhodnych metod biologické analyzy efektu byl vyvinut koncept AOP (Adverse
Outcome Pathway), ktery popisuje propojeni interakce mezi xenobiotikem a danou biomolekulou
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s efektem na biologické urovni odpovidajici hodnoceni rizika (Ankley et al., 2010). Za timto
konceptem stoji mysSlenka, ze kaskada molekularnich reakci spousti nezadouci efekt na urovni
jedince, populace nebo ekosystému (Brack et al., 2016). Schéma AOP s vyznacenymi typy in
vitro testd a jejich porovnani s in vivo je uvedeno v obrazku 2.3.3.1.

Z prehledu je patrné, Ze moznych in vitro testu je relativné velky pocet. Vycet a frekvence nalez(
ve zbézné literarni reSerdi provedené v rozmezi publikovanych praci na WOS v letech
2013-2023 jsou uvedeny v obrazcich 2.3.3.2 a 2.3.3.3. Pro vétSinu téchto testl je typicky objem
pozadovany pro provedeni analyzy efektu in vitro v rozmezi 40—200 ul extraktu vzorku
(pasivniho vzorkovace, pudy, kalu ¢i odpadni vody) (Brack et al,. 2016), coz je dostate¢né malé
mnozstvi pro alikvotni podil z extraktu pro cilené €i necilené analyzy.

Bunécna odezva

~

| | Pocatecni i |
metabolis M udalost: |} bunétnd Odezva Odezva
mus 1o interakce i E odezva organizmu populace
11 scilem 1|
__________ | I S T T
Testy vazby i
Aktivace na receptor, Aktivace . i
AhR enzymatické opravy DNA, Testy toxicity na rybich
In-vitro receptoru testy, testy Zivotaschop embryich
poskozeni adaptivniho  nost bunék
DNA 2 stresu, Legislativné jde o in vivo
proteini mutagenita
Inhibi VI
EROD for:cols I:‘:fé Rist fas, inhibice pohybu
aktivita 2y F\;s Dafnii

Obr. 2.3.3.1 Metody analyzy biologického ucinku chemické latky podle (Brack et al., 2016),
Cervené jsou zvyraznény in vitro a modre in vivo metody
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Xenobioticka aktivita (Y190 CAR (constitutive adrostane receptor))
Progestagenni aktivita

Thyroidni aktivita
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Antimineralkortikoidni aktivita
Antiglukokortikoidni aktivita

Thyroidni aktivita

Retinoidni aktivita

Inflammation (NF-kB response)

PAH-like aktivita

Indukce cytochromu CYP1A1
Antibioticka aktivita

Inhibice metabolismu lipidd (Peroxisome proliferation, PPARY)
Genotoxicita

Metabolismus toxickych sloucenin (PXR)
Oxidativni stres

Glucocorticoini aktivita

Androgenni aktivita

Antiandrogenni aktivita

AhR aktivita

Estrogenni aktivita (ER)

0
Pocet ¢lankd 2013-2023, kdy byl dany uc€inek stanovovan

Obr. 2.3.3.2 Vycet metod stanoveni biologického ucinku na zakladé literarni reSerse v rozmezi
let 2013 az 2023 v matricich voda — pasivni vzorkovac¢
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Mutagenita

Mineralkortikoidni aktivita
Antiprogestagenni aktivita
Antimineralkortikoidni aktivita

Antiglukokortikoidni aktivita

Thyroidni aktivita
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Estrogenni aktivita (ER)

AhR aktivita
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Pocet ¢lanku, kdy byla dany G€inek stanovovan

Obr. 2.3.3.3 Vycet metod stanoveni biologického ucinku na zakladé literarni reSerse v rozmezi
let 2013 az 2023 v matrici puda.

Z praktického pohledu je cely rozsah dostupnych biologickych metod analyzy efektu pfilis
vysoky. Na pudorysu NORMAN a Spole¢né Implementaéni Strategie (CIS) pro Vodni ramcovou
smérnici 2000/60/ES vsak byly vygenerovany obecné postupy nejen pro definici rozsahu in vitro
testu, ale také pro jejich aplikaci na hodnoceni rizik vypousténi i aplikace vycisténych
odpadnich vod (NORMAN, 2019). Tento dokument doporucuje rozsah biotestu, které maiji
definovany specifické hodnoty tzv. Effect Based Trigger (EBT), coz jsou hodnoty odezvy testu
biologického uginku, pfi jejichz pfekroceni je indikovano potencionalni ekologické riziko. Seznam
analyzovanych efektd s hodnotami EBT, které se musi pouzit pro analyzu biologického ucinku je
uveden v tabulce 2.3.3.1. Pro hodnoceni jsou uvedeny dva soubory limitnich hodnot podle
(Escher et al., 2018; van der Oost et al., 2017). V dokumentu jsou také uvedena doporuceni pro
hodnoceni vysledkl analyz biologického ucinku, ktera jsou zaloZzena na poméru nalezené
hodnoty biologického ekvivalentu referenéni slou€eniny s hodnotou EBT.

Tento harmonizovany pfistup byl aplikovan v pfipadové studii kvality vypousténych odpadnich
vod v povodi Dunaje (Alygizakis et al., 2023). Vysledky byly velmi variabilni jak mezi efektovymi
metodami, tak i mezi studovanymi Cistirnami odpadnich vod a dokumentuji pouzitelnost metod
analyzy biologického efektu pro hodnoceni kvality vypousténé odpadni vody v navaznosti na
dokumenty NORMAN. Nezanedbatelnou skute¢nosti z pohledu vice rutinnich aplikaci je
komer&ni dostupnost téchto, jinak slozitych a naro¢nych metod viz napf.
https://biodetectionsystems.com!/ .
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Tabulka 2.3.3.1 Seznam in vitro biotestu s uvedenymi hodnotami EBT (Effect Based Trigger)

Aktivita EBT? EBT"
Estrogenni (ERa) 0.5 ng E2-eq/L 0.1 ng E2-eq/L
Androgenni (anti-AR) 25 ug Flu-eq/L 14 ug Flu-eq/L
Glucocorticoidni (GR) 100 ng DEX-eq/L

Dioxin-like (DR, Ahr aktivita) 50 pg TD-eq/L 50 pg TD-eq/L
Inhibice metabolismu lipidd (PPARy) |10 ng Ros-eq/L

PAH (PAH) 150 ng BaP-eq/L 6.2 ng BaP-eq/L
Oxidativni stres (Nrf2) 10 ug Cur-eq/L 21 ug Cur-eq/L
Pregnane X receptor (PXR) 3 ug Nic-eq/L 54 pg Nic-eq/L

Vyjadieno jako koncentracni ekvivalenty referennich sloucenin:
E2 = 17B-estradiol; Flu = flutamid; DEX = dexamethason; TD = 2378-TCDD; Ros =
rosiglitazon; BaP = benzo[a]pyren; Cur = curcumin; Nic = nicardipin

@ Van der Oost et al., 2017
b Escher at al., 2018

2.3.4Kombinace chemickych analyz a metod analyz biologického uc¢inku (EDA)
Evropska unie, v navaznosti na cile udrzitelného rozvoje Organizace spojenych narodu, pfijala
strategii pro netoxické prostiedi, ktera zahrnuje vyvoj mezioborovych feSeni pro monitoring

a management chemickych smési (Brack et al., 2019). Analyza biologického efektu je vhodnym
nastrojem pro hodnoceni ekotoxicity daného vzorku, ale neni Uplné vyuzitelna pro management
nebezpecnych chemickych latek. Navic komplexni chemické smési jako jsou vycCisténé odpadni
vody nebo kaly mohou vykazovat silné matricové efekty, které mohou maskovat nékteré
biologické ucinky chemickych individui v takovém vzorku (Escher et al., 2020). Z tohoto pohledu
je tedy zadouci, aby byly identifikovany biologicky aktivni slozky v takovych komplexnich
smésich. Identifikace na urovni 2 podle Schymanski stupnice Ize dosahnout pouze kombinaci
vySe uvedenych metod chemické a biologické analyzy. Pro postupy vedouci k uréeni

a stanoveni biologicky aktivnich slozek ve smésich se vZil termin u€inkem cilena analyza (EDA
— Effect Directed Analysis) a pokusy o syntézu obou postupu probihaji paralelné s vyvojem
jednotlivych metod (Brack et al., 2016).

Uroveri objasnéni biologického uginku pfitomnosti chemickych slougenin se zasadné li$i mezi
jednotlivymi stanovovanymi tginky (Sauer et al., 2023). Zatimco estrogenicita extrakt(i pasivnich
vzorkovacl povrchové vody byla v tomto ¢lanku vysvétlena estrogennimi hormony 17f3-
estradiolem, estriolem a estronem z vice nez 40 %, dal$i ucinky, jako anti-AR nebo PPARYy, byly
vysveétleny cilenymi i necilenymi (semi kvantitativné) stanovenymi slou¢eninami se znamym
uCinkem maximalné z 1,2 % vysledného ekvivalentu biologického ucinku. Tato a dalSi prace
dokumentuji jednak uzite€nost a nezbytnost hodnoceni celkového uc€inku komplexnich smési ve
vzorku, ale také nutnost identifikace biologicky aktivnich slozZek.

Pro uspésnou identifikaci chemickych individui ve vysoce komplexnich matricich je nezbytné
nutné snizeni poctu latek v analyzované smési (Brack et al., 2016). Existuje nékolik pFistup(

k EDA, zakladni rozdéleni vede mezi online a off-line metodami separace komplexni smési.
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V online metodach je vzorek po chromatografickeé separaci délen na dvé ¢asti, kdy jedna je
frak&né davkovana na desticky, kde dochazi po ukon&eni analyzy k detekci daného ucinku

a v druhé paralelné probiha necilena detekce pfitomnych chemickych slou¢enin pomoci HRMS,
viz obrazek 2.3.4.1 (Houtman et al., 2020). Nejedna se tedy o opravdovou online metodu,
protoze online jsou pouze sbirany frakce a vlastni analyza probiha az poté. Metoda je zalozena
na komercéné dostupném systému sestavajicim z chromatografu, frakcionatoru, robotizované
vysoce prostupné detekce in vitro testy (tabulka 2.3.3.1) a hmotnostniho spektrometru
operované v rezimu NTA. Vyhodou tohoto systému je vysledna kombinace efektogramu

s chromatogramem, ktery umoznuje vybér pouze téch ¢asti LC/MS signall, které se shoduji

s eluci biologicky aktivnich sloucenin. Nevyhodou je pak nutnost opakovat analyzu pro kazdy
sledovany efekt a relativné nizka citlivost biotestd z nekoncentrovanych malych frakci

Extrakce/prekoncentrace

l

LC separace

l

Frakcionace

2/3 biotest 1/3 full scan/DIA QTOF
Detekce efektu na Detekce
desticce chromatografického piku

\/

Kombinovany LC/MS/biotest chromatogram

Obr. 2.3.4.1 Schématické znazornéni online EDA/HRMS

V off-line metodach je provadéna separace extraktt vzorkd do frakci, které mohou pokryvat
riznou oblast chromatogramu a také mohou byt slu€ovany stejné frakce extraktl z opakovanych
nastfiku vzorkl. Jednotlivé frakce jsou pak zkoncentrovany na pfislusny objem a analyzovany
NTA a biotesty. PFislusné frakce s efektem pak mohou byt opakované frakcionovany za ucelem
dalSiho snizeni komplexity smési na LC systému s ortogonalnim chemismem separace (Brack
et al., 2016; Grabic et al., 2023) viz obrazek 2.3.4.2.
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NT analyza + efekt NT analyza + efekt

Obr. 2.3.4.2 Schéma ortogonalni 2 D chromatografické separace komplexni smési pro EDA

Komplexita chemické smési muze byt snizena oproti plvodnimu extraktu. Problémem ale zGstava
stale relativné vysoky pocet signalt pro NTA, které jsou obtizné identifikovatelné. Zejména pak
pokud jsou pro akvizici pouzity jednostupriové LC/HRMS/DIA metody, které nemusi poskytovat
kvalitni MS? spektra zvlasté pro malo intenzivni ionty. Vyhodou téchto postupl je vyssi citlivost
diky moznym opakovanim frakcionace a také moznost separace v 2 D.

DalS$im moznym uspofadanim je afinitni precisténi extraktu, kdy jsou ze vzorku selektivné
vyvazany slouceniny s afinitou k danému ligandu na sorbent s timto ligandem, a po odstranéni
vzorku zpétné eluovany do roztoku (Peng et al., 2016). Zasadni vyhodou tohoto uspofadani EDA,
které se také nazyva pull down assay, je vysoka mira selektivity. Principialné maze kromé
selektivni interakce receptoru a ligandu dochazet také k neselektivni sorpci na povrchu nosice
afinitniho sorbentu, tyto interference vSak muzeme velmi dobfe eliminovat pouzitim diferenéni
analyzy, kdy sorbent bez vzorku a nosi¢ sorbentu se vzorkem pouzijeme jako kontrolu pro
selektivné navazané slouceniny (Grabic et al., 2023). V tomto pfipadé muize byt pocet nalezenych
signalu redukovan na mnozstvi, které je mozné zpracovat do jisté miry i manualini interpretaci MS?
spekter ziskanych pouze pro zajmové signaly za dobfe definovanych podminek (izolaéni okno
1 m/z). Masivni pouZiti této metody je vSak zatim limitovano naro€nosti ziskani specifickych
afinitnich sorbentd.

Pokud shrneme stavaji stav vyvoje EDA, tak musime konstatovat, Ze jde o vysoce sofistikované

metody, které vedou k cili, tj. identifikaci biologicky aktivnich sloZzek smési, ale nachazeji se zatim
ve stadiu vyzkumu, ktery ma daleko k rutinnimu pouZziti v bézné praxi.
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3.1 Uvod

Metodika uvadi postup pro vyhodnoceni rizika vyplyvajiciho z pouziti odpadnich vod a kalu
zemédélstvi. Postup definuje pozadavky na frekvenci vzorkovani, uvadi pouzitelné vzorkovaci
techniky a analytické metody, specifikuje zplsob posouzeni vysledkd, jejich interpretaci

a klasifikaci. Tento postup je vhodny jak pro komunalni, tak priimyslové COV.

3.2 Vzorkovani

3.2.1 Frekvence vzorkovani

Vzhledem k variabilité slozeni odpadnich vod a kall je potfeba zajistit odbér reprezentativnich
vzorkl. Z pohledu frekvence vzorkovani je tfeba postihnout sezénni variabilitu ovlivnénou
proménlivymi vstupy rlznych latek i rozdily ve fungovani dané Cistirenské technologie v prabéhu
roku. Doporuéeny minimalni interval vzorkovani vyci§téné odpadni vody je 4x do roka v odstupu
minimalné 2 mésice mezi odbéry vzork(. Pro hodnoceni je tedy potfeba vyhodnotit alespon

4 vzorky reprezentujici vSechny sezony (ro¢ni obdobi) roku. Pro vyhodnoceni Cistirenskych kall
Ize aplikovat stejna pravidla jako pro odpadni vodu.

3.2.2 Vzorkovaci techniky

Vzhledem k vysoké ¢asové variabilité ve slozeni vzorku vycisténé odpadni vody je
problematické vyuziti bodovych jakozto i slévanych vzork(l. Bodové vzorky reprezentuji slozeni
pouze v dobé odbéru vzorku, v tomto pfipadé pfiblizné 4 sekundy z celého roku (1 sekunda na
odbér). Pro zvySeni reprezentativnosti takovychto vzorkd by jich muselo byt odebrano fadové
vice. Pro pokryti napf. 12 tydnu v roce by bylo potfeba odebrat 84 vzork(, coz by bylo ¢asové

i financné naro¢né. Pfi odbéru slévanych vzorkl by bylo potfeba vyuzit chlazené automatické
vzorkovace. PocCet vzorkl by se oproti bodovym vzorkud snizil, pokud by se nevzorkovalo dle
pozadavku prilohy 3 vyhlasky €. 293/2011 Sb. (vzorek typu B, 24hodinovy slévany vzorek) z 12
alikvott odebranych v intervalu 2 hodin. Pokud ano, pocet vzorku by neklesl, ale zvySila by se
reprezentativnost odbéru oproti vzorkim bodovym. Ke snizeni poc¢tu vzorkl na 28 by doslo,
pokud by se odebiral 3 denni slévany vzorek (z 12 dvouhodinovych alikvotl denné). Tento
postup je i pfes redukci poctu vzorku vzhledem k nutnosti pouziti chlazeného automatického
vzorkovace technologicky a finanéné narocny. Pro vzorkovani lze s vyhodou vyuzit metod
pasivniho vzorkovani. Tyto metody jsou finanéné méné narocnych a poskytuji Casové vazeny
prumér koncentraci v odpadni vodé za obdobi dvou az ¢tyf tydnu. Po dobu expozice pasivniho
vzorkovace dochazi i ke zkoncentrovani a stabilizaci latek v pasivnim vzorkovadi. Pfi pouziti
pasivnich vzorkovacu trva expozice pasivniho vzorkovace dle typu 2 tydny (POCIS) nebo

4 tydny (SPMD, silikonova guma). Tfi az 8 vzorkd ro¢né tedy pokryva 12 tydnl z celého roku
rozloZenych do vSech ro¢nich obdobi.

Existuje Fada typu pasivnich vzorkovacl dle toho, zda jsou navrZeny pro sledovani nepolarnich
nebo polarnich latek viz obr. 3.2.2.1. V CR se v naprosté vétsiné pouzivaji 3 typy vzorkovadi.

V ramci celostatniho rutinniho monitoringu CHMU, dale v rdmci prizkumnych typd monitoringu
Povodi Vitavy s.p., Povodi Labe s.p. a Vyzkumného ustavu vodohospodarského T.G.M., v.v.i.
se pouzivaji pasivni vzorkovace typu POCIS - Polar Organic Chemical Integrative Sampler
(Alvarez et al., 2004) pro polarni organické mikropolutanty a SPMD — Semi-permeable
Membrane Device (Huckins et al., 2002; 2006) pro nepolarni latky. V ramci rGznych vyzkumnych
projekt se na Gzemi CR pouzivaji i pasivni silikonové vzorkovace na bazi silikonové gumy pro
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sledovani nepolarnich polutantl (Smedes and Booij, 2012; Vrana et al., 2019). Z tohoto pohledu
je jejich pouziti na izemi CR dnes jiz vcelku rutinni zalezitosti.

PFi aplikaci pasivniho vzorkovani Ize vyuzit postupt uvedenych v Metodice sledovani
kontaminace povrchovych vod organickymi cizorodymi latkami pomoci pasivnich vzorkovacu
(Grabic a kol., 2015) a metodice Vyuziti pasivnich vzorkovact POCIS pro monitoring farmak
a pesticida v povrchovych vodach (Grabic a kol., 2018). Souhrnné porovnani je uvedeno

v tabulce 3.2.2.1.

Pro vzorkovani odpadnich vod je tfeba se fidit CSN 1SO 5667-10 Kvalita vod — Odbér vzork —
Cast 10: Navod pro odbér vzorkd odpadnich vod a CSN EN ISO 5667-23 Jakost vod — Odbér
vzork(l — Cast 23: Navod pro pasivni odbér vzorkil v povrchovych vodach.

Pro vzorkovani &istirenskych kalt je tfeba dodrzet postupy dle CSN EN/ISO 5667-13 Jakost vod
— Odbér vzorkt — (;ést 13: Navod pro odbér vzorkd kalt a 8ast CSN EN 1SO 5667-15 Jakost vod
— Odbér vzorkl — Cast 15: Pokyny pro konzervaci a manipulaci se vzorky kalu a sedimentu.
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Obr. 3.2.2.1: Prehled pasivnich vzorkovaclu a ¢etnost jejich pouZiti pro stanoveni ucinku
komplexni smési latek ve vodé za poslednich 10 let

26



Tab.3.2.2.1 Porovnani poctu reprezentativnich vzorkt pro jednotlivé vzorkovaci techniky

© =
+— N N
_ | = 3
° = o 9
= =< 5 = X o
® © o c o % — ® © g E o
3 X > 8 o3 © g >S g § 3 2
X = =0 O % € 0 c 0 =T T c
e [7] fus K= s 0 o
o5 0 .S S5 S O c O ¥=x S -
N g 0’8 &N o ® S w® QT w £ 2
> o oo x> = c w c w > c > o
Bodovy 84 | 1 sekunda nizka vysoka | nizka Cilené analytické metody
vzorek
Slévany 84 | 1den srozliSenim | vysoka | vysoka | nizka Cilené analytické metody
vzorek denni 2 hodiny
Slévany 28 | 3dny srozliSenim | vysoka | stfedni | nizka Cilené a necilené
vzorek 2 hodiny analytické metody
tfidenni
Pasivni 3-6 | 142 — 300 dni nizka nizka vysoka Cilené i necilené
vzorkovac * kontinualné analytické metody, metody
analyzy biologického
apPOCIS, P SPMD ucinku, EDA
a silikonova guma

"Pasivni vzorkovani — vysledky jsou pro POCIS limitovany variabilitou vzorkovacich rychlosti,
zde je nutné do budoucna harmonizovat postupy pfepoctu koncentraci v pasivnich vzorkovacich
nebo uzanéni hodnoty platné pro extrakty z pasivnich vzorkovaci

Omezeni:
Navrzené intervaly vzorkovani a vzorkovaci techniky Ize uplatnit pouze v pfipadé kontinualniho

vypousténi odpadnich vod, v pfipadé diskontinualniho vypousténi (zejména u mensich COV)
nelze tento postup pouzit. U COV s diskontinualnim vypousténim nepredpokladame potencial
takovéto Cistirny pro vyuziti odpadnich vod v zemédélstvi.

3.3 Postup posouzeni podminek bezpeéného vyuziti vody a kalt z COV
Postup je rozdélen do 4 kroku.

1. Vytvofeni planu vzorkovani tak, aby vyhovél pozadavkum této metodiky. V rdmci planu je
tfeba stanovit vzorkovaci misto, které zabezpeci odbér reprezentativniho vzorku,
bezpecnou instalaci a deinstalaci vzorkovacl véetné jejich zabezpeceni pred
nezadoucimi zasahy tfetich osob béhem vzorkovani a €asovy rozvrh vzorkovani.

V €asovém rozvrhu je tfeba pocitat s poSkozenim vzorkovacich zafizeni b&€hem
vzorkovani a vzorkovani je tudiz tfeba naplanovat na obdobi celkem 6 tydnd pro
pfipadnou opakovanou expozici pasivnich vzorkovacu.

2. Vlastni vzorkovani a analyzy extraktd pomoci kompletni sady metod analyzy

biologického ucinku doporucenych v kapitole 2.3.3 (tabulka 2.3.3.1).

Vyhodnoceni ziskanych vysledk( pro jednotlivé typy testl

Syntéza vysledku a vlastni klasifikace. Pfi vyhodnoceni musi byt pfihlizeno k principu

predbézné opatrnosti a je vhodné vyuzit pravidla ,one out — all out” tj. jeden vysledek

nevyhovél, cely soubor vysledkd nevyhovél (obr. 3.3.1). V pfipadé, Ze by bylo vhodné
zjistit, jaka latka nebo skupina latek je zodpovédna za nezadouci efekt a zpusobuje to, ze

neni bezpecné pouZiti, je tfeba aplikovat postupy EDA analyzy (obr. 3.3.2).

Hw
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Obr. 3.3.1 Postup pro posouzeni vhodnosti bezpecné aplikace odpadni vody a kalu na ptdu
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Obr. 3.3.2 Postup pro posouzeni vhodnosti bezpecné aplikace s identifikaci problematickych
latek bréanicich bezpecné aplikaci (EDA)
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Tato metodika se nové zabyva problematikou organickych mikropolutant. Otazka hodnoceni
vhodnosti aplikace odpadnich vod a Cistirenskych kalli v zemédélstvi z pohledu organickych
mikropolutantt nebyla dosud v CR Fe$ena. Metodika vyuziva metod pasivniho vzorkovani

a metod hodnoticich u€inky smési latek. Z pohledu novosti pfistupl nejsou obé skupiny
zminovanych metod rutinné vyuzivany v oblasti nakladani s odpadnimi vodami a Cistirenskymi
kaly. Doposud pouzivané metody vyuzivaji konvencéni pfistupy, tj. konvencni metody vzorkovani
(bodové, slévané, popf. smésné vzorky) a cilené chemické analyzy.

Znalost sloZzeni odpadni vody nebo Cistirenského kalu z pohledu komplexnich smési
organickych mikropolutantt je nezbytnym predpokladem pro spravné posouzeni vhodnosti jejich
aplikace v zemédélstvi z pohledu prevence rizika kontaminace podzemnich vod, zemédélské
produkce i pudy cizorodymi latkami. Vzhledem k tomu, ze v sou€asnosti nejsou informace

0 jejich kompletnim slozeni k dispozici, nelze bez téchto dat kvalifikované rozhodnout, zda je
jejich aplikace v zemédélstvi bezpecna. Metodika tudiz nabizi alternativni zplsob posouzeni,
pro které neni potfeba znat detailni chemické sloZeni. Uplatnéni metodiky se pfedpoklada

v pfipadé zaméru vyuzit vycisténych odpadnich vod a Cistirenskych kalt v zemédélstvi, typicky
pro zavlahy nebo aplikaci kall na zemédélskou pudu. Na zakladé vyhodnoceni vhodnosti
takovéto aplikace dle této metodiky je mozné pfispét ochrané jakosti podzemnich vod,
zemédélské produkce, pudy i lidského zdravi z pohledu organickych mikropolutantl. Pouziti této
metodiky mize byt souc€asti opatfeni na ochranu vody a pldy dle § 23a odst.1 pism. b zakona
254/2001 Sb. (Zakon o vodach), dale § 3 odst.2 zakona 334/1992 Sb. (Zakon o ochrané
zemédélského pudniho fondu) a § 69 odst. 1 zakona 541/2020 Sb. (Zakon o odpadech).

Tato metodika je zejména urCena pro podniky Povodi v ramci ¢innosti spravy povodi, v ramci
obecné ochrany vod pro vodopravni tfady, v ramci ochrany ptdy pak Ustfednimu kontrolnimu
a zkuSebnimu ustavu zemédeélskému.
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Aplikace této metodiky poskytuje efektivni vyuziti metod, které umozniuji reprezentativngjsi
odbér vzorku bez nutnosti odbéru vysokého poctu vzorka oproti konvenénim metodam
vzorkovani a vyhodnoceni rizikovosti aplikace komplexnich smési organickych mikropolutantd,
bez nutnosti provadét nakladné cilené analyzy stovek az tisict cizorodych latek, které se bézné
v odpadnich vodach a Cistirenskych kalech vyskytuji. Ekonomicky pfinos metodiky je omezené
vycislitelny, jelikoz vycisleni nakladd na cilené analyzy je zavislé na pouzitych analytickych
technikach a poctu cilovych analytu, které definuji pocet nutnych analytickych metod

a analytickych stanoveni. V tabulce 6.1 je uveden odhad porovnani nakladu na metody
necilenych chemickych analyz a metod biologického ucinku.

Tabulka 6.1 Odhadované naklady pro metody chemickych analyz a metod biologického tcinku

Matrice | Vzorkovac/ Extrakce Analyza | Interpretace a Celkem Komerc¢ni Metoda
SPE (K¢) (K¢E) (K¢) vyhodnoceni (K¢E) dostupnost
dat (Kc¢)
Silikon 1000 250 5000 " 20000 26250 Ne*
@ ‘©
POCIS 1000 250 6000 ™ 40000 47250 Ne* S i_‘; _&
= E =
Voda 250 250 11000 ™ | 60000 71500 Ne* 3 2 2
Z5 ©
Kal 250 11000 ™ | 60000 71250 Ne*
Silikon 1000 250 6000 " 5000 12250 Ano o
<
POCIS 1000 250 6000 ™ 5000 12250 Ano & % 2
= .= C
m .—
Voda 250 250 6000 ™ 5000 11500 Ano é 8 8
2
Kal 250 6000 ™ 5000 11250 Ano <

" GC-HRMS analyza

" 2 x LC-HRMS

** GC-HRMS + 2x LC-HRMS

" baterie poZadovanych biotesttl, cena odhadnuta na zakladé roc¢ni licence pro 150 vzorkd

*  vyhodnoceni necilenych analyz je v souc¢asné dobé zejména zalezitosti akademické sféry

Je tfeba konstatovat, Ze pouziti cilenych analyz nedokaze poskytnout informace o sloZeni
komplexnich smési cizorodych latek, tudiz je nasazeni tradi¢nich analytickych postupu pfi
zvazeni vysokych nakladl analyz a nizké informacéni hodnoté vysledkl zcela neefektivni
a neekonomické.

Z pohledu vzorkovani je mozné fici, ze na zakladé redukce vzork( odpadni vody z 84 bodovych
vzorku na 9 vzorkl (6 vzork( z pasivnich vzorkovacl pro polarni latky a 3 vzorky pasivnich
vzorkovacu pro nepolarni latky) dojde nepochybné k usporam jak pfi vzorkovani, tak pfi analyze
vzork(, jelikoz se vyznamné snizi poCet zpracovanych vzork(.

Je znamym faktem, Ze prevence byva efektivnéjsi a levnéjsi nez naprava vzniklého problému.
V pfipadé kontaminace podzemnich vod, nejsou dnes dostupné technologie pro efektivni
odstranéni komplexnich smési polarnich organickych mikropolutantt navic z velkych objemi
podzemnich vod, které mohou byt témito latkami zasazeny. Jejich odstranéni by bylo pouze
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teoreticky mozné za nepfiméfené vysokych nakladud, navic by naprava stavu trvala dlouhé roky
az desitky let. Z tohoto divodu je zabranéni vstupu cizorodych latek s negativnimi efekty
vyskytujicich se v odpadnich vodach a kalech do podzemnich vod tou nejméné nakladnou

vvvvvv

Pfipadné naklady na testovani vhodnosti aplikace vycisténé odpadni vody a kall v zemédélstvi
ma z logiky véci nést ten, kdo je bude chtit aplikovat a bude mit z takovéto Cinnosti uzitek. Ten
také bude muset predloZit vysledky tohoto testovani, aby prokazal, Ze takovato aktivita neohrozi
cenné zdroje podzemnich vod.
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