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ANOTACE

Predkladana diplomova prace byla zamétena na popis plisobeni estrogenti na zivé organismy
ve vodach a jejich analytickém stanoveni ve vzorcich povrchovych a odpadnich vod. Nejprve
byla optimalizovana chromatografickd separace estrogenii se spektrofotometrickou a
hmotnostné spektrometrickou detekci. Dale nasledovala optimalizace SPE extrakce pro
zakoncentrovani monitorovanych estrogent ze vzorkl vod. Zavérem byly analyzovany ziskané

extrakty s vyuzitim optimalizovanych HPLC/UV a HPLC/MS/MS technik.

Kli¢ova slova: hormonalné aktivni latky, estrogeny, extrakce na pevné fazi, kapalinova

chromatografie, hmotnostni spektrometrie

TITLE

Determination of estrogens in water.

ANOTATION

This thesis deals with the effect of estrogens on living organisms in water and on their analytical
determination in the water samples. First, the chromatographic separation of estrogens with the
spectrophotometric and mass spectrometric detection was optimized. Further, the optimization
of SPE extraction for concentration of the monitored estrogens from water samples was
performed. Finally, the extracts were analysed using optimized HPLC/UV and HPLC/MS/MS

techniques.

Keywords: hormone active substances, estrogens, solid phase extraction, liquid
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UvVOD

Cim dal tim Gast&ji slychavame o ochrang Zivotniho prostiedi. Je tfeba tiidit odpad, nezatézovat
ptirodu zbyte¢nymi obaly a pokud mozno vyuzivat hromadnou dopravu, ¢i alespon vyuzivat
spolujizdy. Je tfeba si uvédomit, Ze ochrana zivotniho prostiedi nespociva jen v tfidéni odpadu
nebo omezovani emisi do ovzdusi. Do zivotniho prostiedi se dostava i plno dalsich latek, u
kterych si nemusime uvédomovat jejich riziko. Den za dnem jsme vystaveni kosmetickym

piipravktim, 1é¢iviim nebo latkam, kterymi jsou oSetfovany potraviny.

Zejména léciva a pesticidy spadaji do skupiny hormondlné aktivnich latek, které nasledné

mohou ménit v organismu funkce, jez jsou fizeny hormonalné.

Ptitomnost hormonalnich latek ve vodnim prostiedi piedstavuje velmi zavazny problém. Ve
chvili, kdy se napf. léciva dostanou do fek ¢i rybnikli, mohou negativné ovlivnit Zivotni funkce,
ve vodach zijicich organismu [1]. Tyto latky pak zpusobuji neschopnost vodnich organismu se

rozmnoZzovat, vlivem projevu samicich pohlavnich znakl u samct.

Vyznamna skupina hormonalné aktivnich latek je i skupina estrogenti, obsahujici, mimo jiné,
ethinylestradiol, ktery je béznou soucasti hormonalni antikoncepce. Skrze lidské télo a dale
kanalizaci, se estrogeny dostavaji do zivotniho prostfedi, kde ptsobi jiz ve velmi nizkych
koncentracich. Pfestoze v Ceské republice klesd procento Zen uZivajicich hormonalni

antikoncepci, piedstavuje pritomnost estrogenii ve vodnim prostiedi zavazné riziko.

V poslednich letech byl také zaznamenan ibytek spermii u muzii, zvySena neplodnost a vyskyty
rakovin souvisejici s hormonalnimi poruchami [2, 3]. Je v8ak tohle pfi¢inou pouze zvySeného

vyskytu hormonalnég aktivnich latek?

14



1 TEORETICKA CAST

1.1 HORMONY A HORMONALNE AKTIVNiI LATKY

1.1.1 Hormony

Kazdy zivy systém, ve kterém dochazi k vymén¢ energie a hmoty s prostiedim, udrzuje stalé
vnitini prostiedi neboli homeostdzu. K tomuto ucelu jsou v organismech vyvinuty regulacni
systémy. Regulace je zaloZena na ovliviiovani aktivity enzymi pomoci aktivatort a inhibitort.
Mezi enzymy, substraty a produkty vznika zpétna vazba. Produkty tak mohou byt inhibitory a
substraty aktivatory apod [4].

Neurohumoralni regulaci, zaloZenou na komunikaci mezi buitkami, nazyvame extracelularni.
V piipadé¢ chemického charakteru regulace hovofime o hormonech, a v ptipadé

elektrochemické cesty, oznacujeme regulaci nervovou [4].

Hormony jsou ve své podstaté posly informaci mezi jednotlivymi ¢4stmi organismu. Jde o
chemickou latku uvolnénou specializovanymi buiikami s cilem ovlivnit funkci bunck v jiné
¢asti téla. Hlavnim znakem hormont je jejich malé mnoZzstvi k pifedani informace a vyvolani
zmény v organismu. Hormony jsou produkovany specializovanymi zlazami nebo endokrinnimi

organy, ale i buiitkami mozku nebo stiev [3, 5].

Hormony maji vyrazné regulac¢ni u¢inky. U ¢loveéka ptredstavuji hormony cca 60 chemickych
sloucenin. Jejich funkce je fidici, indukujici a mohou potlacovat enzymy. K cilovym organiim
se hormony dostavaji krvi a tkdfilovym mokem, ptipadn¢ mizou. Naptiklad lipofilni hormony
(steroidni) se navazi na transportni bilkovinu a ta jej dopravi k receptoru buiky. Poté projdou
pfes bunéénou membranu, v intracelularnim prostoru se na né navaze cytoplasmovy receptor,
ktery jej dopravi do jadra. Tam dojde k jeho pfijmuti, dojde k transkripci a ndsledné
proteosyntéze, ¢imz se vytvoii indukovany protein, ktery nasledné zptsobi bunéénou odpovéd’

na ovlivnéni hormonem [4].

Hormony 1ze rozdélit dle jejich chemické struktury na steroidni, aminokyselinové, peptidové a

proteinové [4].

Steroidni hormony sdileji cholesterol jako spole¢ny prekursor, a mohou byt rozdéleny do tii
hlavnich fyziologickych skupin: pohlavni hormony produkované ve vaje¢nicich (estrogeny,

progestiny) a varlatech (androgeny), steroidy produkované kiirou nadledvin (glukukortikoidy,
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meralokortikoidy a kalciferoly). Tyto hormony se déli do tfi strukturnich skupin: C-21, C-19 a

C-18 [3, 6]. Tato prace se bude dale zabyvat skupinou steroidnich hormont, estrogent.

1.1.2 Estrogeny

Estrogeny jsou Zenské pohlavni hormony skladajici se z 18 uhliki. Jsou to netékavé a vysoce
lipofilni latky majici tendenci se vazat na pevné ¢astice. V malé mite se vyskytuji i u muza kde
reguluji produkci a transport testikularni tekutiny. Estrogeny jsou vylucovany vaje¢niky,
placentou a ktrou nadledvinek. Jsou zodpovédné za metabolické a morfologické procesy
(vyvoj pohlavnich orgéani a jejich funkce) a zménu chovani béhem riznych fazi reprodukce.
Estrogeny jsou vylucovany z téla ve formé glukuronidovych kyselin nebo konjungovanych
sulfat. Konjugované steroidy jsou 10-50x vice rozpustné ve vod¢ nez pivodni estrogeny [3, 7-

10]. Chemicka struktura nejvyznamnéjSich estrogenti je uvedena na obrazku 1.

Estron (E1) Estradiol (E2) Estriol (E3)
(e} OH OH
MW 270,36 MW 272,37 MW 288,37 OH
HO HO HO
Ethinylestradiol (EE) OH Mestranol (MES) OH
MW 296,39 ——CH MW 310,42 ——CH
HO MeO

Obrazek 1 Chemicka struktura estrogenii [3; 8].

Estradiol (E2, obrazek 1), je hlavnim estrogennim steroidem. Pfi katabolizmu estradiolu
Vv jatrech vznikaji estron a estriol nebo glukuronované a sulfatované konjugaty, které jsou
vylu€ovany moc¢i. U Zen je estradiol syntetizovan a sekretovan v Graafovych folikulech ovarii.
Estradiol stimuluje rozvoj prvni ¢asti ovarialniho cyklu, kdy zptisobuje nariist obsahu proteini
Vv délozni svaloviné a hyperplazii endometria. Pisobi také na trovni hypofyzy, kde ovliviiuje

sekreci luteinizaéniho hormonu a folikulo-stimula¢niho hormonu. Béhem prvni ¢asti cyklu,
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vede progresivni zvySeni koncentrace estradiolu k silné sekreci luteinizacniho hormonu, ktery

spousti ovulaci [10].

Estriol (E3, obrazek 1) je syntetizovan v placenté z fetalniho adrenalniho prekursoru
dehydroepiandrosteron sulfatu. Jeho nizké hladiny béhem gravidity nebo nahly pokles pii
monitorovani ukazuje na ohrozeni plodu. Indikaci pro méfeni je zejména péce o téhotné
s preeklampsii, diabetem, hypertenzi, pti podezieni na hypotrofii plodu a pfi prendseni. Snizeni
volného estriolu v plazmé se vyskytuje u Downova syndromu a u poruchy fetoplacentarni
jednotky [10].

Ethinylestradiol (EE, obrazek 1) je silny, synteticky estrogen. Podstatny pro kontracepcni
ucinek je, na davce zavisly, inhibi¢ni efekt ethinylestradiolu a levonorgestrelu na uvoliovani
folikulo-stimula¢niho hormonu a luteiniza¢niho hormonu. Tim dochazi k prevenci rastu
folikuld a ovulace. Stejn¢ jako pfirozené se vyskytujici estradiol, ma ethinylestradiol
proliferativni u¢inek na epitel Zenskych pohlavnich organii. Stimuluje produkei cervikdlniho
hlenu, redukuje jeho viskozitu a zlepSuje jeho prichodnost. Ethinylestradiol urychluje rist
mlékovodi a potlacuje laktaci. Dale ethinylestradiol urychluje pritok krve riznymi tkanémi a
stimuluje proliferaci epitelu mocového ustroji. ZvySuje syntézu kolagenu v kiizi a retenci

extracelularni tekutiny [10].

Z diivodu Spatné gastrointestinalni absorpce a nedostatecného farmakologického efektu jsou
piirodni estrogeny (E1, E2, E3) malo pouzivany k 1écbé. Syntetické steroidni hormony
(napt. EE) maji lepsi terapeutické vlastnosti. Farmakologické ptipravky téchto hormont,
agonisté 1 antagonisté, se pouzivaji v nékterych indikacich pro substituci hormonalniho
nedostatku (menopauza), pro regulaci gonadové funkce (antikoncepce) nebo pii reprodukénich
poruchéch (endometrioza). Stale vice derivatl steroidnich hormont se specifickymi receptory
se pouzivaji i v onkologii. V tomto piipadé jde piedev$im o pouZiti antagonistti estrogenti pii

1é¢bé hormonalné citlivé rakoviny prsu ¢i neplodnosti [3, 6, 11].

1.1.3 Hormonalné aktivni latky

Hormonalné aktivni latky neboli endokrinni disruptory (ED), jsou definovany jako exogenni
latky nebo smési latek, které méni funkci endokrinniho systému a nasledné zpisobuji
nepfiznivé u¢inky na zdravi v organismu jedince. Tyto latky jsou jednim z mnoha
enviromentalnich polutantli, mezi néZ patii celd fada latek, které byly vyrobené k jinému
pouZiti, ale maji vliv na hormonélni soustavu organismu, a tak ovliviiuji pochody v téle, které

jsou fizeny hormonalné (rust, reprodukce) [2, 7, 11, 12].
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Biologické ucinky hormont syntetizovanych uvnitf organismu, jako jsou estrogeny, jsou
zprosttedkovany vysokym pocétem receptori umisténych v cilovych bunkach. Interakce
hormonu s jeho receptorem iniciuje kaskadu udalosti, které vedou k mnoha procesim
souvisejicich s timto hormonem. Exogenni chemikdlie se mohou navazat na receptor
a napodobovat nebo blokovat u¢inky ptirozeného hormonu. Takové slouceniny se vyskytuji
v bézn¢ dostupnych produktech napf. v hormonalni antikoncepci (17a-ethinylestradiol),
plastech nebo ¢isticich prosttedcich [2, 3, 7, 12, 13].

Do zivotniho prostfedi se ED dostdvaji s odpadnimi vodami z domdécnosti, nemocnic,
chemickych zavodi ¢i chovl zvitat. Mohou se také uvoliovat z plastii do potravin nebo jsou
vylou€eny lidskou a zvifeci moci ve formé sulfati nebo glukuronidovych kyselin (z 1éku,
hormonalni antikoncepce, potravin, riistové hormony). Dale se dostavaji do pidy a odtud do
povrchovych €1 podzemnich vod. Ve vnéjSim prostiedi dochazi k hydrolyze konjugovanych
forem, a tak dochézi k uvolnéni aktivnich hormont nebo jejich metabolitd. V ptipadé E2 nebo
EE se glukuronova kyselina mtize vazat na pozice Cz a C17.V ptipadé E3 na uhlik C1s. Obdobné
vznikaji i sulfatové konjugaty. Estrogeny mohou byt sulfatovany a glukuronovéany zaroven. Po
eliminaci substituce na uhliku Cs se konjugat stava opét aktivni formou. Pro substituce v dalsich

polohach jsou estrogenové receptory nespecifické [3, 14-16].

Estrogeny se takto dale hromadi v organismech, které jsou pozieny svymi predatory ci

konzumenty a putuji potravnim fetézcem [3, 14, 15].

Hormonaln¢ aktivni latky plisobi jiz ve velmi nizkych koncentracich a mohou vést k poruchdm
plodnosti nebo podporovat nadorova onemocnéni ¢i vyvojové vady [13, 17]. Tyto ucinky jsou
vysledkem chronické toxicity hormonaln¢ aktivnich latek. Vyskytu takovych latek,
V pfirozeném prostiedi, miizeme davat za vinu 1 vys$si pocet muzil postizenych rakovinou varlat

¢i snizenou kvalitou spermatu [3, 7].

Endokrinni disruptory maji dopad nejen na ¢lovéka, ale ovliviluji i ostatni savce, ptaky, plazy,
obojzivelniky a ryby. Tyto latky tak nemaji mit vliv jen na jedince nybrZ na celou populaci, ¢i
dale na ekosystém [2, 3].

Pohlavni hormony zptsobuji zménu pohlavi u nedospélych jedincti. Mohou vznikat nepravé
samice nebo nepravi hermafroditi. Zptsobuji neplodnost ¢i rakovinu dospélych jedinct.

Hormonaln¢ aktivni latky také ovlivituji prvky chovani a vzhledu, které souvisi s pohlavnim

zivotem (sekundarni pohlavni znaky) [2, 3].
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Dulezité je veédét, ze dospélého jedince, Zadnd hormondlné aktivni latka na opacné pohlavi
nepiemeni. Tento d¢j je mozny jen pied narozenim, po ném nebo v obdobi dospivani. Dospély
jedinec muze byt ohrozen ztratou plodnosti. Pokud na samici plisobi samic¢i xenohormony,
narusi jeji rovnovdhu a samice se stiava neplodnou. Uginky se neprojevuji hned, ale az

Vv prub&hu zivota, hlavné tedy v dospivani, anebo az v dalsi generaci [2, 3].

Endokrinni disruptory nejsou jen syntetické hormony ale i dalsi latky které piisobi na estrogenni
receptory. Mohou také reagovat s jinymi cili, které se podileji na signalizaci estrogenti. Mezi
takové latky se fadi napiiklad dal§i steroidy, diethylstilbestrolové slouceniny,
trifenylethylenové derivaty, difenylmethany, bifenyly, fenoly nebo polycyklické aromatickeé
uhlovodiky [18].

Nebezpedi téchto latek spociva v tom, Ze se vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (ng-L™)
a pti dlouhodobém plisobeni miizou mit negativni vliv na zivotni prostfedi a dale i1 na ¢lovéka.

Konkrétni tidaje o ptisobeni latek na ¢loveéka zatim nejsou dostupné [3, 19].

Hlavnim zdrojem pfirozenych 1 syntetickych estrogenli v Cistirndch odpadnich vod je
vyluovani estrogenii moci lidi ve form¢ konjugatti, glukuronidi nebo sulfatd. Hlavnim
produktem je piedevsim sulfatovy konjugat estronu [15, 20]. Diky aktivité B-glukuronidazy
jsou glukuronidové konjugaty pied piichodem do Cistirny odpadnich vod rozlozeny. Ovsem

sulfatové konjugaty pokracuji dale do Cistirny [20].

VétSina estrogent se v Cistirndch odpadnich vod zachytava v Cistirenskych kalech. Mala ¢ést
ovSem dale odtéka do vodnich tokl. Estrogeny maji vysokou tendenci se hromadit v pevnych
matricich (sediment). Lipofilni charakteristiky a vysoké hodnoty logaritmu rozd€lovaciho
koeficientu n-oktanol-voda (2,58 — 5,67) estrogenti, umoziuji sedimentu adsorbovat jejich
zna¢né mnozstvi, coz predstavuje hrozbu pro sedimentalni biotop. Pii anaerobnich a tmavych
podminkach dochazi k nizké biodegradaci a fotodegradaci steroidnich estrogent [21].
Estrogeny mohou v #i¢nim sedimentu dlouhodob¢ pietrvavat, prenaset se, nebo se rozptylit pies
rozhrani vodniho sloupce [22]. Udajné az 92 % estrogent, vstupujictho do fi¢niho systému, je

ulozeno v lozi sedimentu [11, 21].

Estradioly, které jsou obsazeny v hormonélni antikoncepci, jsou latky uméle vyrobené a presné
odpovidajici pfirozenym hormonim. Jejich nebezpeci spociva v tom, Ze jsou pravymi klici
K receptoriim a pusobi tak ve velmi malych, ¢asto nemétitelnych, koncentracich. Estradioly,
S polo¢asem rozkladu v fadu dni ¢i tydnd, nejsou perzistentni. Problém je v mistech, kde

dochazi k jejich trvalému piisunu, tj. vtocich pod distirnami odpadnich vod. Estrogeny
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ovliviiyji produkci a vyvoj volné Zijicich zivocicht a jejich nasledky se mohou objevit v dalSich

generacich [2, 3, 11].

Dle Ceské gynekologické a porodnické spoleénosti v Cesku pouziva hormonalni antikoncepci
54 % zen ve véku od 15 do 49 let. Ackoli ma antikoncepce své vyhody, je tieba klast diraz i
je vznik hormonaln¢ zéavislého karcinomu, zilni trombdzy a nasledné embolie. Tato rizika

klesaji ¢i stoupaji v zavislosti na mnozstvi hormont v antikoncepci [2, 3].

1.2 EXTRAKCE A UPRAVA VZORKU

Pt1 odbéru vzorkl v tsecich proudici vody, lze vzorkovat s minimalnim pouZitim vzorkovaci
techniky. Vzorky Ize odebrat pifimo do vzorkovnic. Pii odbéru vice dil¢ich vzork, do vice
vzorkovnic, musi byt splnéno, Ze jsou vSechny vzorky srovnatelné. Proto je vhodné&;si odebrat
jeden smésny vzorek, a tim pak plnit dal$i vzorkovnice. Pro odbér odpadni vody nejsou potieba
zvlastni postupy ani specidlni vzorkovaci techniky, kromé ¢astého vyuzivani automatickych

vzorkovaci [3, 23].

Vsechna zatfizeni pro odbér vzorku jsou predem desinfikovana. Pfed pouzitim je zafizeni
promyto metanolem pro odstranéni organickych kontaminanti [24]. Vzorky vod a sedimentt
jsou odebrany do tmavych lahvi a uchovany v chladu. Objem vzorku pro stanoveni estrogent
se pohybuje od 100 mL do 2,5 L [25-29]. V ptipad¢ sedimentu se vzorek odvazuje od 1 do
10 g [29]. Vzorek sedimentu se odebira od 0 po 5 cm od povrchu sedimentu [11].

Pti odbéru vzorku vody, nebo ihned po pievezeni do laboratoie se voda piefiltruje. Filtrace se
vétsinou provadi na filtrech z nylonu s velikosti poru 0,45 um. Dale se k filtraci pouzivaji filtry
ze skelnych vlaken nebo polypropylenové filtry [30]. V nékterych piipadech je upraveno pH
vzorku na 3-5 pomoci HC1 [29].

1.2.1 Extrakce pevnou fazi (SPE)

Zakoncentrovéani vzorku je nezbytn& nutné k dosaZeni limitu detekce na Girovni ng-L™. Vétsina
metod zahrnuje extrakci pevnou fazi (SPE). Spolecné s SPE se n¢kdy vyuzivd casové
naro¢néjsi ¢isténi napi. gelové permeaéni chromatografii [14, 20, 24, 29, 31].

Extrakce pevnou fazi je nejvykonngjsi technika dostupna pro rychlou a selektivni pfipravu
vzorku. Podstatou extrakce je zachyceni molekul latky na tuhém sorbentu, ptes ktery vzorek

protéka. Pii extrakci se vyuzivda chemickych vlastnosti molekul, které v disledku

mezimolekulovych interakci ulpivaji na sorbentu. Molekularnimi interakcemi jsou: van der
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Waalsovy sily (,,nepolarni* interakce), vodikové vazby a dipo6l-dipolové interakce (,,polarni*

interakce), kation-aniontové interakce [3, 32-34].

Metoda SPE je preferovana z diivodu experimentdlni jednoduchosti, snadné automatizace,
mens$i spotieby organickych rozpoustédel a dostupnosti Siroké Skaly sorbentd s rtiznou
selektivitou. SPE lze snadno automatizovat a navazat na dal$i instrumentdlni metody.
Vsestrannost SPE umoziuje jeji pouziti pro rizné ucely jako je: ¢isténi latky, zakoncentrovani

stopovych mnozZstvi latek, vyména rozpoustédel ¢i derivatizace [3, 25, 29, 33-36].

Zakladem extrakce je aplikace extrak¢nich kolonek o riznych velikostech a naplnich sorbentd.
Neékteré SPE kolonky jsou vyrabény pro jednorazové pouziti. Kapalny vzorek je veden ptes
SPE kolonku a slouceniny ze vzorku jsou zachyceny sorbentem v kolonce. Nezadouci ptimési
mohou byt z kolonky odstranény promytim vhodnym rozpoustédlem. Zadouci analyty jsou
eluovany elu¢nim rozpoustédlem a zaroven dochazi k jejich zakoncentrovani (obrazek 2).
Priitok kapalin vedenych ptes kolonku se urychluje vakuem na vystupu z kolonky, tlakem na

vstupu kolonky nebo centrifugaci [3, 33].

*
2
i

N
extrakce
susSeni

kondicionace

Obrazek 2 Postup pri SPE [37].

Jako naplné kolonek se pouZzivaji sorbenty podobné sorbentiim pouZzivanych ve vysokouc¢inné
kapalinové chromatografii (HPLC). V soucasné dobé je dostupnd Siroka Skéla sorbentl od
nepolarnich C18 a C8, polarnich fazi (silikagel, oxid hlinity) pfes iontové vyménné, po rizné

polymerni materialy. Polymerni materidly maji vyhodu ve své stabilité v Sirokém rozmezi pH.
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Béhem vybéru staciondrni fize jsou brany v tivahu chemické vlastnosti analytu a vlastnosti

pouzitého rozpoustédla [8, 34, 38].

Pro extrakci vzorkll vod je nejcastéji pouzivan oktadecylsilikagel C18 [14, 20, 31], HLB
(Hydrophilic-Lipophilic Balance), NH: faze a STRATA X (kopolymerni absorbent)
[11, 28, 30, 39-42]. HLB sorbent ma velky potencial pro extrakci sloucenin s vysokou
polaritou. Tento sorbent je mezi ostatnimi upiednostiiovan pro svou vynikajici schopnost

zachytit kyselé a neutralni analyty v Sirokém rozsahu polarity [29].

Kolonky obsahujici nepolarni sorbent C18 jsou vhodné pro extrakci nepolarnich latek
Z polarnich nebo stiedné polarnich matric. Jednd se tedy o extrakci s obracenymi fazemi, kde
hydrofilni silanolové skupiny jsou na povrchu oxidu kiemicitého (nosi¢) modifikovany
alkylovymi nebo arylovymi funkénimi skupinami reakci s odpovidajicimi silany. Retence
organickych analytdl z polarnich roztokl na tyto SPE materialy je ddna pfedevsim pfitazlivymi
silami mezi vazbami uhlik-vodik v analytu a funkénimi skupinami na povrchu oxidu

ktemicitého [43].

Sorbent LC-18 je standardni monomerné vazany oxid kiemicity. Oproti tomu sorbenty typu
ENVI-18 jsou vazany polymern¢, a tak pokryvaji vétsi ¢ast oxidu kiemicitého. Polymerni vazba
je odolnéjsi viici extrémnim hodnotam pH a je tedy vhodnéjsi pro environmentélni aplikace pro

zachyceni organickych sloucenin z okyselenych vodnych vzorku [43].

Vsechny véazané faze na bazi oxidu kiemicitého maji urcité procento zbytkovych
nezreagovanych silanolovych skupin, které ptsobi jako sekundarni interak¢ni mista. Tyto
sekundarni interakce mohou byt uzitecné pii extrakci nebo retenci vysoce polarnich analytii

nebo kontaminantd, ale mohou také nevratné vazat sledované analyty [43].

Vhodnost vyse popsanych sorbentii byla prokazana i pro extrakci fytoestrogent. Nejcastéji byly
vyuzivany kolonky LiChrolut RP-18, Sep-Pak Vac C18, Bond Elut-ENV, Bond Elut Plexa,
Amberlite, Florisil nebo LiChrolut EN [28, 30].

V nékterych ptipadech [44] poskytovala kolonka STRATA X-AW lepsi vysledky nez Oasis
HLB. Kolonky STRATA-X-AW obsahuji polymerni sorbent, ktery funguje na principu slabé
aniontové vymény. Hydrofobni kostra je spojena s diamino skupinou, ktera obsahuje jak
primarni, tak sekundarni aminy [45]. Sorbenty HLB jsou vodou smacitelné, polymerni reverzni
faze. Oasis HLB udrzuje vysokou retenci a kapacitu i v ptipadé, Ze je po kondicionovani suchy.

Tento sorbent je vhodny pro analyty o Sirokém rozmezi pH od 0 po 14 [46].
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Pro online extrakce se vyuzivaji polymerni sorbenty s molekularnim potiskem nebo
imunosorbenty [29]. V zavislosti na pouzitém sorbentu se pro aktivaci kolonek pouzivaji rizna

organicka rozpoustédla — acetonitril (ACN) nebo methanol (MeOH) [28, 30].

Mnozstvi extrahovaného vzorku zalezi na typu matrice a typu extrakéni metody. Pti extrakci
vzorki odpadnich vod silné ovliviiuje vytézek a citlivost extrakce matrice a objem vzorku. Maly

objem vzorku urychluje pfipravu, ale vede k niz§imu vytézku [29].

Kolonky byvaji kondicionovany dle pfedepsanych instrukci. Cilem kondicionovani je aktivace
funk¢nich skupin sorbentu. Nejcastéji se pouziva MeOH, ve dvojnasobném objemu, nez je
objem kolonky. Po aplikaci solvata¢niho Cinidla je nutné zabranit vysychani sorbentu
deionizovanou vodou. Po kondicionovani nasleduje ekvilibrace stacionarni faze, jejiZ cilem je
vytvofeni rovnovahy na stacionarni fazi, kterd bude co nejvice odpovidat situaci béhem
aplikace vzorku. Je provadéna rozpoustédlem co nejvice podobnym vzorku [20, 34]. Pti
aplikaci vzorku je nutné optimalizovat pritok, ktery je zna¢né variabilni. Béhem extrakce
estrogent z vod byva pritok volen od 5 do 10 ml/min [20, 34], ovSem zaleZi na typu a objemu

SPE kolonky.

Pfedposlednim krokem b&hem extrakce byva odstranéni interferujicich latek. K tomuto
odstranéni byva pouzivan jeden nebo vice promyvacich systémt. V tomto piipadé jsou
vyuzivana rozpoustédla, v nichz je analyzovana latka minimaIn€ rozpustna. K odstranéni soli
nebo jinych ve vodé rozpustnych interferujicich latek je casto pouzivana ¢ista voda nebo smési
s nizkym podilem organické slozky, tak aby doSlo k vymyti balastii a zdroven nedochazelo

Kk eluci pozadovaného analytu [34].

Zavérecnym krokem je eluce, pii které musime zvolit vhodné rozpoustédlo. Volba zavisi na
kompatibilité s findlni analytickou technikou. Pratok je voleny stejné jako pii vlastni extrakci
[34]. V piipadé estrogent se eluce bézné provadi methanolem [20, 28, 32, 47-50] nékdy
v kombinaci s hydroxidem amonnym (AmOH) [40] nebo dichlormethanem (DCM) [20]. Dalsi
studie uvadéji pouziti hexanu v kombinaci sacetonem [51] nebo ethylacetatu (EtAc)
v kombinaci s acetonitrilem nebo methanolem [40, 52]. Extrakt je po eluci vysusen v proudu
dusiku a rozpustén v methanolu [20, 27, 29, 50].

Ve vétsing piipadt se SPE provadi offline [20, 41, 42, 53-55], a zfidka kdy online. P¥i online
SPE je mozné zkratit dobu piipravy vzorku, zvysit propustnost a zlepsit citlivost, zejména
v kombinaci s kapalinovou chromatografii spojenou s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(MS/MS). Tato technika byla usp&$né pouZita pro stanoveni estrogenti v ptitocich do COV po
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derivatizaci s dansylchloridem. Nevyhodami online SPE jsou matri¢ni efekty, nizka flexibilita

a nadale i1 vysoka cena [29].

1.2.2 Dalsi mozZnosti extrakce

Vyraznym trendem Vv analytické chemii se stala miniaturizace extrakénich metod. Pti pfipraveé
vzorku obsahujici steroidni hormony zahrnuje miniaturizace metody mikroextrakce v pevné
fazi (SPME) [25, 56-58] a sorp¢ni extrakce za michani. Metody SPE a SPME jsou srovnatelné.
Technika SPME byla pouzita naptiklad pro ptipravu vzorkii obsahujicich anabolické steroidy
[29].

Vlédkna SPME jsou kiehka s nizkou sorpcni kapacitou a krvacenim hrubych filmovych povlakd,
coz mélo za nasledek vyvoj SPME v kapilafe. Wen a kol. [59] porovnaval monolit (polyether-
ether-keton-PEEK) v kapilaie a silikagelovou kapilarni kolonu. Vysledky ukazaly, ze
monoliticky materidl vykazoval velkou extrakéni kapacitu a citlivost pro analyzované ED
béhem kratké doby (cca 20 min). Celkovy Cas analyzy, zahrnujici extrakci, desorpci a
chromatografii, byl méné nez 34 minut. Navzdory témto novym metodam zustava SPE stéle
rozsitengjsi [29].

Pro extrakci estrogenti napf. zfi¢niho sedimentu uvadéji studie zrychlenou extrakci
rozpoustédlem. Své vyhody ma v malé spotiebé rozpoustédel a vétsi vytéznosti. Je zde
vyuzivano vysokych tlakt a teplot. DalSimi pouzivanymi metodami jsou ,,cloud point* extrakce

[60] nebo mikrovinné asistovana extrakce [29, 61].

1.2.3 Enzymaticka hydrolyza a precisténi

Ackoliv je aktivita estrogenovych konjugatt nizka, a ptredpoklada se, Ze v Cistirnach odpadnich
vod dochézi k jejich dekonjugaci, osvéd¢ilo se zapojeni hydrolyzy k pfeméné konjugovanych
forem na aktivni hormony. Enzymaticka hydrolyza se provadi ptfedevSim pro imunotesty a

plynovou chromatografii (GC) [3].

V nekterych ptipadech bylo vyuZito i vicestupiiové piecisténi vzorku zahrnujici SPE a gelovou
permeaéni chromatografii. Jednotlivé frakce estrogenli jsou shromazd’ovany, vysuSeny a
rozpustény v hexanu. Takto pfipravené frakce se nechavaji protéct pies NH2 extrakéni kolonku.
Nepolarni estrogeny jsou eluovany pomoci EtOAc a polarnéjsi sulfatové konjugaty pouzitim
3% NH4OH v methanolu. Nésledné dochazi k vysusSeni elu¢niho rozpoustédla, zpravidla pod
proudem N2 a vzorky jsou rozpustény v rozpoustédle blizkém mobilni fazi a analyzovany

kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS/MS) [20].
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1.2.4 Derivatizace

Chemicka derivatizace je forma upravy vzorku bézné pouzivand k vyraznému zlepSeni
tékavosti pro GC analyzu, nebo k piidani funk¢nich skupin pro zlepSeni citlivosti a selektivity
urcitého typu detekce pii analyze pomoci kapalinové chromatografie. Nejcastéjsi derivatizacni
reakce jsou esterifikace nebo silanizace fenolické -OH skupiny na analyzované slouc¢ening [3].
Derivatizacni pristupy lze rozdélit dle mista, kde derivatizace probiha: ptedkolonova,

postkolonova a derivatizace na koloné [62].

Na derivatizacni reakce a derivaty jsou kladeny nasledujici pozadavky. Derivaty musi byt
chemickd individua, které je dostatecné stabilni, reakce musi probihat kvantitativné a méla by
byt selektivni. Béhem reakci by nemély vznikat vedlejsi produkty a mély by probihat za
mirnych podminek [62].

Vyhodou pfedkolonové derivatizace je, ze nemusi probihat rychle (az desitky minut). Tato
derivatizace je experimentalné naro¢na a vyzaduje zkuSenost operatora [62]. EXistuje zde
spousta nevyhod. Derivatiza¢ni ¢inidla naptiklad zhorSuji uc¢innost kolony, nejsou-li po reakci
fadné¢ vymyty. Derivatizaéni cCinidlo nemusi rozliSovat mezi strukturné piibuznymi
slou¢eninami a produkuje stejné derivaty pro dvé rtizné slou¢eniny. Uprava vzorku miize tak

narusit separaci a nasledné tvar pika [3].

1.3 ANALYTICKE TECHNIKY

Koncentrace steroidnich hormonti ve vodach jsou velmi nizké (ng-L?) a jejich detekce je
obtizna, proto je zapotiebi uc¢innych predbéznych uprav, a hlavné selektivni metody separace a
citlivé detekce. V minulosti byly v oblasti stanoveni hormonti extenzivné aplikovany
imunotesty. Ty byly vSak postupné opoustény, kviili problémim s kiizovou reaktivitou
protilatek [29]. V soucasné dobé jsou nejpouzivanéj$imi metodami pro stanoveni hormoni
kapalinova a plynova chromatografie, nejcastéji ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem nebo

spektrofotometrickym detektorem [29].

Se spektrofotometrickym detektorem je obtizné dosahnout stopové analyzy. Vzhledem
k nizkym hodnotam limitu detekce LOD (fadu ng-L™ nebo ng-g™) jsou nejcast&ji pouzivanymi
metodami ke stanoveni estrogenit GC/MS, GC/MS/MS a zejména HPLC/MS a HPLC/MS/MS
[29].

Chromatografické metody spadaji do skupiny separacnich metod, které jsou zalozeny na

rozdilné distribuci délenych latek ve smési mezi dvé nemisitelné faze — mobilni a stacionarni.
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Aby dochazelo k separaci analyzované smési, musi existovat faizové rozhrani. Pti separaci latek
pak dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy délenych latek mezi mobilni a stacionarni
fazi. Rozdéleni slozek mezi obé faze popisuje distribucni konstanta Kp. Cim je hodnota Kp

latky vyssi, tim del$i dobu setrvavaji molekuly ve stacionarni fazi, a tim delsi je jeji retence
[62].

1.3.1 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni faze kapaln4 a stacionarni faze mize byt v podobé
tuhého sorbentu nebo kapaliny ukotvené na tuhém nosi¢i. Mobilni faze pak protéka
chromatografickou kolonou, jez obsahuje stacionarni fazi. Ve vysokouc¢inné kapalinové
chromatografii je mobilni faze ptfivadéna do systému pomoci vysokotlakého Cerpadla, které
zajistuje presny, spravny a bezpulsni prutok mobilni fize v rozmezi tlaki 30-60 MPa,
v ptipadech utra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) dosahuji tlaky az
150 MPa. Materialy pouzité¢ ke zhotoveni konstrukce musi byt odolné vic¢i korozi a vnitini

objem musi byt co nejmensi, aby byla umoznéna rychla vyména mobilni faze [62].

1.3.1.1 Kolony

Chromatografické kolony jsou vyrabény zejména z nerezové oceli, ktera je antikorozivni.
Stacionarni faze je umisténa v koloné¢ a mize byt tuha nebo chemicky navazana na nosic.
Stacionarni faze je mozno d¢lit dle riznych parametrt. Jednim z mnoha je dé€leni dle polarity
faze na polarni, nepolarni a amfoterni. Déale dle chemického sloZzeni na anorganické oxidy
(silikagel a oxidy zirkonicity, hlinity a titaniCity), chemicky vazané fize na bazi silikagelu,

polymerni, hybridni a stacionarni fazi na bazi grafitového uhliku [62].

Je vyzadovano, aby stacionarni faze byly chemicky i tepelné stabilni. Nesmi dochazet k reakci
mezi stacionarni a mobilni f4zi a nesmi se v ni rozpoustét. Tato skutecnost se projevuje
vymyvanim stacionarni faze, a tak sniZenim citlivosti detekce nebo jeji UipIné znemoZznéni.
Castice stacionarnich fazi jsou charakterizovany primérem ¢astic, tvarem, mérnym objemem

port, specifickym povrchem a primérnou hodnotou velikosti port [62].

Mezi polarni stacionarni faze patii nejcastéji pouzivany silikagel. Jedna se o anorganicky
sorbent, ktery se vyskytuje vamorfni formé SiO2-xH20. Aktivnimi centry na povrchu
silikagelu jsou silanolové skupiny. Diky mnoha vlastnostem je idedlnim nosi¢em pro piipravu
nepolarnich staciondrnich fazi vyuZzivanych pro separace v systémech s obracenymi fazemi

(RP), kdy mobilni faze je polarni a tvoii ji smé&s vody a polarniho organického rozpoustédla.
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Mechanickd odolnost silikagelu umoziuje jeho pouziti pfi vysokych tlacich aplikovanych

v HPLC. Ve styku s organickymi rozpoustédly se nesrazi a nebobtna [62, 63].

Silikagel lze ptipravit ve velmi Cisté formé s rizn¢€ upravenymi fyzikdlnimi vlastnostmi. Pro
ucely HPLC se ptipravuje silikagel s pomérné velkym specifickym povrchem, ktery nabyva az
150 m?-gt. Velikost ¢astic naplné v analytickych kolonach byvaji 3-5 pm. V kolonach pro
UHPLC byva velikost ¢astic pod 2 um. S rostoucim objemem po6ra klesa specificky povrch
adsorbentu, tim 1 distribu¢ni konstanta Kp a nasledné¢ retence separovanych latek. Selektivita

déleni na velikosti specifického povrchu nezavisi [63].

Hydroxylové skupiny silikagelu jsou bud’ izolované, jednoduché, dvojité nebo vzajemné
vazany vodikovymi vazbami. Rozmisténi silanolovych skupin na povrchu silikagelu zavisi na
zpusobu zpracovani silikagelu. Pti vysoké teploté dochazi k odstranéni silanolovych skupin
dvojitych a vazanych vodikovym mustkem, dochazi k ustéleni jednoduchych a izolovanych
silanolovych skupin. Pti jeste vysSSich teplotach dochazi k odstépeni volnych hydroxylovych
skupin a silikagel nabyva hydrofobnich vlastnosti. Povrch silikagelu je slabé kysely, a tak
zadrzuje pievazné bazické latky nez latky kyselé a neutralni, tim zptisobuje chvostovani pikt.
Tomuto jevu lze zabranit piidavkem slabé organické baze do mobilni faze. Je vSak nutné udrzet
pH mobilni pod 8, kdy dochazi k rozpousténi silikagelu. Jelikoz je povrch silikagelu kysely,

miiZze vystupovat jako iontoménic¢ [63].

Stacionarni faze, chemicky navdzané na nosi¢i, se pySni nékolika vyhodami: nedochazi
K vymyvani stacionarni faze z nosice, k jejimu rozpousténi a k mechanickému strhavani, dale
jsou odolné vii¢i zméné teploty a sloZzeni mobilni faze. Nejrozsifencjsi stacionarni fazi je

chemicky vazany oktadecylsilikagel C18 (obrazek 3) [62].

Reakci skupin Si-OH s alkylchlorsilany vznika chlorovodik, ktery je tfeba vazat triethylaminem
nebo pyridinem. V pfipadé reakce alkylchlorsilanu je R> ligand, podle né¢hoz odvozujeme typy
stacionarni faze, které se vyznacuji rtiznou polaritou a tim rozdilnou selektivitou (C8, C18,

fenyl, alkylfenyl) [63].

A

™,
3

Obrazek 3 Struktura oktadecylsilikagelu [63].
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Do skupiny chemicky vazanych polarnich stacionarnich fazi spada pentafluorfenylpropylova
faze (F5), kde se uplatiiuji n-donor/n-akceptorové interakce s vhodnym analytem. F5 ma tak
naprosto jinou selektivitu jak v systémech s normalnimi, tak obracenymi fazemi. Separace na

F5 je podobna jako na C18, jen je potfeba pouzit rozpoustédla o slabsi elu¢ni sile [62, 63].

Kromeé silikagelu se pouzivaji i nosice na bazi oxidi kovl, zejména oxidu zirkoni¢ité¢ho. Oxid
zirkoniCity lze pfipravit ve form&é monodisperznich poréznich kulovych castic. Takto
piipravené¢ kolony vykazuji srovnatelnou ucinnost se silikagelovymi kolonami. Nejvetsi
vyhodou ZiO: je jeho chemicka a tepelna stabilita. Oxid zirkonicity je stabilni v celém rozsahu
pH pfi vysokém tlaku a teplot do 200 °C. Extrémni stabilita oxidu zirkoni¢it¢ho ma za nasledek
to, Ze HPLC kolony mohou byt pouzity za extrémnich podminek (napf. ¢isténi kolony). Tim se
také sniZuje cena za analyzu a rozSifuji se mozZnosti pouZiti Sirokych chromatografickych
podminek. Oxid zirkoniCity lze pouzit v systému s normalnimi fazemi, cCastéji je vSak
pouzivany v systému s obracenymi fdzemi. Oxid zirkoni¢ity neobsahuje na povrchu silanolové
skupiny, ale jsou pfitomny adsorpéni centra charakteru Lewisovych kyselin. Tento fakt vede
k tomu, ze do mobilnich fazi se musi ptidavat pufry, které kompenzuji silné interakce téchto
center s hydroxylovymi, fosfatovymi ¢i karboxylovymi skupinami v molekulach latek. Povrch
oxidu zirkonic¢itého se modifikuje tenkou vrstvou polybutadienu, polystyrenu nebo pyrolyticky

vylouc¢eného uhliku, které lze pfipadné modifikovat ligandem C18 [63].

1.3.1.2 Mobilni faze

Volba mobilni faze je velmi dulezitd nejen pro lepsi separaci, ale i pro zlepSeni ionizace pii
detekci pomoci MS. Nejcastéji pouzivanou mobilni fazi v analyze hormonalnich latek je
kombinace vody a acetonitrilu [27, 31, 41, 42, 64, 65] nebo methanolu [20, 51]. Ruzné studie
popisuji ptidani kyseliny mravenéi (FA) do mobilni faze jak s methanolem [11], tak
s acetonitrilem [29]. Bylo popsano i ptidani kyseliny octové, fluoridu amonného [29] nebo
hydroxidu amonného [20]. Zda zvolit acetonitril ¢i methanol, pro separaci hormonalnich latek,
je diskutabilni. Acetonitril pfispiva ke spole¢né eluci konjugatii a volnych estrogenti. Oproti
tomu methanol poskytuje precizni chromatografické rozliseni s ohledem na konjugaty a oproti

acetonitrilu i zvySenou citlivost [20].

Po zvoleni mobilni faze je tieba urcit, zda bude separace provedena za isokratického sloZeni
mobilni faze, ¢i bude provedena gradientova eluce. V pribehu gradientové eluce dochézi ke

zmeéné slozeni mobilni faze ve prospéch slozky s vétsi elucni silou [62].
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1.3.1.3 Detektory
Detektory s diodovym polem

PDA detektory snimaji celé spektrum bez preruseni chromatografické separace. Zafeni je po
prichodu mérnou celou detektoru spektralné rozlozeno holografickou miizkou Na kazdou

z diod pak dopada zativy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru [62].

Kazda fotodioda je spojena s kondenzatorem, ktery je nabity na danou hodnotu. Po dopadu
zéteni na diodu vznikne fotoelektricky proud, ktery kondenzatory stiidave vybiji a nabiji. Proud
potiebny k dobiti je méfen a zaznamenan spolu s tdaji o absorbancich pii1 kazdé vlnové délce.
Spektralni rozliSeni je dano poctem diod na poli (512-1024 diod). PDA detektory umoziuji
detekci pii jakékoliv zvolené vinové délce, umoziuji porovnavat snimana spektra s knihovnou

spekter [62].
Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometry jsou velmi specifické a poskytuji idaje o identité latky. Vyuzivaji se
v bioanalytické a environmentalni praxi, ale také pro analyzy potravin. Dale jsou

napf. vyuzivany pfi vyzkumu a vyvoji novych farmaceutickych struktur [62].

Proces identifikace nebo kvantifikace probiha ve 3 krocich. V prvnim kroku dochazi k ionizaci,
kdy jsou neutralni molekuly v iontovém zdroji pfevedeny na ionty. Ve druhém kroku jsou ionty
Vv analyzatoru rozdéleny dle poméru m/z (hmotnost/naboj) a urychleny do detektoru. K dalsim
nezbytnym Castem piistroje patfi vakuovy systém, iontova optika slouzici k urychleni a

fokusaci iont a po¢ita¢ k ovladani pfistroje, sbéru a zpracovani dat [62].
lonizacni techniky

Pro ionizaci analyzovanych latek existuje mnoho riznych ioniza¢nich technik, jelikoz zadna
Z nich neni univerzadlni. Volba ioniza¢ni techniky je ovlivnéna t&kavosti latky, tepelnou
stabilitou, molekulovou hmotnosti a polaritou analyzované latky (obrazek 4).
Nejpouzivangj§imi technikami ve spojeni s HPLC jsou techniky pracujici za atmosférického
tlaku zahrnujici ionizaci elektrosprejem (ESI) a chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(APCI). V offline spojeni se pouziva ionizace desorpci laserem za ucasti matrice (MALDI)

[62].

Vyse zminéné techniky patifi mezi tzv. m€kké ionizacni techniky. Pfi ionizaci vznikaji

protonované molekuly, [M+H]", pfi zdznamu kladnych iontii, nebo deprotonované molekuly,
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[M-H]', pfi zaznamu zapornych iontl. NejSetrnéj$imi technikami jsou EST a MALDI, které jsou

vhodné pro analyzu velkych molekul, jakymi jsou napt. proteiny [62].

Nameéiena spektra pomoci mékkych ioniza¢nich technik neni mozné porovnavat s knihovnou
spekter. Pro syst¢ém HPLC/MS knihovny spekter neexistuji, jelikoz se spektra vyrazné lisi
Vv zavislosti na pouzité ionizacni technice, pracovnich podminkéch ¢i typu pfistroje. Knihovny
spekter jsou dostupné pouze pro elektronovou ionizaci, ktera je zastupcem tvrdych ionizacnich
technik [62].
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Obrazek 4 Rozdéleni nejpouzivanéjsich ionizacnich technik dle polarity a molekulové
hmotnosti analyzované latky [66].

ESI se fadi mezi mekké ioniza¢ni techniky, kterd se pouziva pro analyzu stiedné polarnich az
iontovy latek. ESI tvoii vicenasobné nabité ionty, a je tak moZno ionizovat molekuly s molarni

hmotnosti v fadech 100 tisic (biomakromolekuly) [67].

Bé&hem ESI je analyt pfiveden kovovou kapilarou, na které je vloZeno vysoké napéti. Pomoci
zmlzujiciho plynu na vystupu z kapilary vznikaji kapicky vzorku, které nesou na svém povrchu
velké mnoZstvi ndboje. Odpafovanim rozpoustédla dochédzi ke zvySovani hustoty povrchového
naboje, aZ pti dosaZeni kritické hodnoty dojde ke coulombické explozi, tedy rozpadu na dalsi,
mensi kapi¢ky s rozdélenim plivodnich nadboji. Opakovani tohoto procesu vede k uvolnéni

iontl [67]. Princi ESI je znazornén na obrazku 5.
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Obrazek 5 Princip ESI [67].

Bezvodé mobilni fize (halogenovand rozpoustédla) mohou zpilisobit potize pii ionizaci.
Vhodnymi mobilnimi fazemi jsou tékava rozpoustédla s pfidavkem riznych aditiv, kterymi

mohou byt kyselina mravenéi, octova nebo pufry mravencanu a octanu amonného [62].

Matricovy efekt muze mit za nasledek potlaceni nebo zesileni signalu cilovych analytt [29, 68].

Vzorky vod proto byvaji ,,spikovany* 5-100 ng-I"* smési standardii estrogenti [28, 52].
Analyzatory

Analyzator je umistén za iontovym zdrojem a ma za tikol rozdéleni iont dle poméru m/z, jejich
urychleni a jejich fokusaci. Nejb€znéji pouzivanymi analyzatory jsou kvadrupol (Q), piipadné
trojity kvadrup6l (QqQ) pracujici na principu ruzné stability oscilaci ionti v 2D nebo 3D
kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvencniho stfidavého napéti. DalSimi typy jsou
analyzatory doby letu (TOF), kde se uplatiiuje princip rizné doby letu iontl nebo orbitrap, ve

kterém dochazi k rozdéleni iontd dle rtizné frekvence harmonickych oscilaci [62].

Maximalni méfitelna hodnota m/z, rozlieni (schopnost separovat dva sousedni ionty) G¢innost,
line4rni dynamicky rozsah, citlivost a rychlost jsou diileZité parametry pii vybéru hmotnostniho

analyzatoru [62].

V mnoha ptipadech se hmotnostni spektrometry skladaji z vice rliznych analyzatord. Takto
kombinované analyzatory jsou oznaCovany jako hybridni. Hybridnimi analyzatory lze vyuzit
vyhody a potlacit nevyhody jednotlivych analyzatord, a tak dosdhnout lepSich vysledkd nez u
jednotlivych analyzatort [69].

specifického pfechodu mezi prekurzorovym a produktovym iontem daného analytu. Po separaci
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analyt na LC a jejich pfevedeni na ionty jsou tyto ionty vedeny iontovou optikou do prvniho
kvadrupdlu, ten propusti pouze zvolenou hmotu m/z (prekurzorovy iont). Prekurzorovy iont je
veden do kolizni cely, kde dochézi (na zaklad€ zvolené kolizni energie CP) k jeho fragmentaci.
Takto vzniklé produktové ionty jsou vedeny do ttetiho kvadrupdlu, kterym projde pouze nami

specifikovany produktovy iont o dané hmot¢ a tento produktovy iont je detekovan [70].

1.3.2 Plynova chromatografie GC

Navzdory vysokému rozliSeni, niz§im provoznim nakladim a snizenému mnozstvi odpadu
z rozpoustédel bylo GC méné pouzivano pfi analyze steroidii nez LC, pfedev§im kviili ndro¢né

ptipravé vzorku, ktera zahrnuje ¢asoveé naro¢nou derivatizaci [3].

V plynové chromatografii se jako mobilni fdze pouziva nosny plyn, ktery vzorek unasi kolonou.
Proto 1 vzorek musi byt ve formé¢ plynu. Nosny plyn musi byt vii¢i vzorku inertni, a nema tak
piimy vliv na separaci. Davkovac v plynové chromatografii musi zajistit odpateni vzorku v co
nejkrat$im Case. Nastiik vzorku se provadi injek¢ni stiikackou pies pryzove septum a bez délice

toku. Metoda je vhodna pro objemy 0,5-5 pL, které je tieba pro stopovou analyzu [3].

Separace pomoci GC se provadi riiznymi kapildrnimi kolonami. Jako nosny plyn se nejcastéji

pouziva helium s teplotnimi programy od 45 do 300 °C [3].

Plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii je nejrozsifenéjsi technikou pro
stanoveni estrogenti v extraktech odpadni vody. Oba bézné typy detekce hmotnostni
spektrometrie a v mensi mife tandemova hmotnostni spektrometric byly provedeny pii
70 eV [3]. Dalsim detektorem pouzivanym v GC je detektor elektronového zachytu, pii némz

se ziskavaji precizni chromatogramy, jelikoZ se zde neuplatiiuji matri¢ni efekty [25].

Vyhodou plynové chromatografie oproti kapalinové je dostupnost knihoven hmotnostnich

spekter uréenych k identifikaci neznamych latek v estrogenné aktivnich frakcich [3].

Derivatizace je nezbytna pro stanoveni estrogeni pomoci plynové chromatografie. Cilem
derivatizace v GC je zvysit t€kavost a zlepsit separaci. Analyza GC-MS bez derivatizace vede

k adsorbci na koloné a snizuje citlivost [3].

Nejcastéji pouzivanymi derivatizacnimi €inidly v GC-MS analyze steroiddi byly N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) [55], BSTFA s 1% trimethylchlorosilanem
(TMCS) a N-methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (MSTFA). BSTFA s1 % TMCS

vykazoval nejvyssi trimethylsilylacni silu a poskytla dostatecnou citlivost a selektivitu. Nekteré
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z derivatizacnich ¢inidel I1ze snadno syntetizovat z komeréné dostupnych vychozich latek

jednostupnovou reakei [29, 71].

Bylo také provedeno srovndni derivatizace anhydridem pentafluorpropionové kyseliny
s BSTFA a BSTFA + 1% TMCS za stejnych podminek (60 °C, 2hod). Tyto derivaty piirodnich

estrogent byly Iépe rozdéleny a byla prokazana vyssi citlivost nez u dalsich dvou ¢inidel [29].

Uginnost derivatizace, analyzovanych estrogenti, miize byt ovlivnéna i ultrazvukem. Studie
ukézaly, Ze alifatické hydroxyskupiny jsou derivatizovany obtiznéji neZ aromatické. Po
ultrazvuku byva provedena celkova silylace alifatickych i aromatickych hydroxskupin. Plocha

piku pro ethinylestradiol vzrostla po ultrazvuku ze 44 % na 219 % [29].

1.4 ANALYZA ESTROGENU POMOCI HPLC

V soucasnosti se HPLC/MS a HPLC/MS/MS stavaji Siroce pouZivanymi metodami pro
stanoveni estrogentl, v environmentéalnich vzorcich, diky jejich citlivosti a specificnosti. Na
rozdil od GC/MS neni HPLC/MS omezena té€kavosti a vysokou molekulovou hmotnosti
hormonti a umoznuje stanoveni konjugovanych i nekonjugovanych estrogent bez derivatizace

nebo hydrolyzy [29, 31, 42].

Pro analyzu redlnych vzorkt, jako jsou biologické tkang, tekutiny ¢i environmentalni matrice,
je spojeni HPLC/MS klicové, jelikoZz se jedna o velmi komplexni vzorky. Hmotnostni
spektrometr je jedinym detektorem, ktery dokaze potvrdit identitu analytu na zékladé

molekulové hmotnosti a strukturné specifickych fragmentt [62].

HPLC je relativné ¢asové naro¢na, proto se, pro analyzu estrogent, v posledni dobé cCastéji
uplatiiuje ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC), které nabizi lep$i rozliSent,

citlivost, rychlost a efektivitu [29].

Pfi stanoveni estrogenii se nejCastéji provadi kapalinovd chromatografie v systému
Sobracenymi fazemi. Nejcastéji pouzivand staciondrni faze je oktadecylsilikagel
[20, 27,72, 73], dale fenyl-hexylova, oktanova nebo pentafluorfenylpropylova (F5)
faze [29, 73].

Nasttik vzorku obsahujici estrogeny se pohyboval od 5 [52, 72] do 50 ul1[20, 27, 54] v zavislosti
na velikosti kolony. Priitoky mobilni fize byly voleny v rozsahu 0,1-0,8 ml-min™
[11, 20, 25, 72] v zavislosti na velikosti a typu kolony. Teplota na kolon¢ zpravidla byva
v rozsahu 20 °C az 40 °C [27, 52, 72]
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Estrogeny lze rovnéz detekovat pomoci spektrofotometrického detektoru pii vinové délce
280 nm [20]. Cast&ji byvé pouzit detektor s diodovym polem (PDA) [25; 30]. Pro svou citlivost

a specifi¢nost je vSak vice pouzivanym detektorem hmotnostni spektrometr [11, 26, 29, 62].

Pro stanoveni estrogenti pomoci HPLC/MS se pouzivaji ionizacni techniky ESI, APCI a
fotoionizace za atmosférického tlaku. Pfes nizké protonové afinity estrogenti byly ve vétsSing
ptipadi hormony ionizovany pomoci ESI pfi zaznamu zapornych iontt (-) [20, 41, 44, 51],
S progestogeny a fytoestrogeny, kde byla vyuzita ionizace ESI pii snimani kladnych iontt (+)
[31]. Z analyzatoru bylo popsano pouziti trojitého kvadrup6lu, iontové pasti nebo TOF. Pro

kvantifikaci byl vSak nej¢astéji pouzit trojity kvadrupol [29].

Typ ionizace hraje rovnéZ vyznamnou roli v analyze estrogend. lonizace elektrosprejem je
vétSinou pouzivana pii analyze estrogend, protoze dochdzi k potladeni matricového efektu.
Avsak pfi srovnani ESI a APCI ve smyslu vlivu matrice na analyzu estrogent bylo zjiSténo, ze
matricoveé vlivy byly snizeny pti pouziti APCI. Nicméné pii ESI byla prokazana vétsi citlivost

detekce u standardnich roztoku [20, 29, 42, 51].

Dal$im vyznamnym parametrem ovliviiujicim ionizaci estrogenti pii HPLC/MS analyze je
slozeni mobilni fize, a predevS§im pouziti vhodnych modifikatort. Je obtizné urcit, ktery
modifikator je optimalni, je nutné brat v tivahu typ latky, ionizaci a hmotnostni analyzator [29].
Ptidanim 40 mM hydroxidu amonného, za kolonou zptisobilo zlepSeni citlivosti estrogenti az o
146 % oproti pivodnimu signalu, diky lepSi deprotonaci fenolickych skupin u E1 a E3. U
ionizace APCI vSak ve vétSin€ pripadii stejné aditivum snizilo signal. ZvySeni citlivosti

HPLC/ESI(-)/MS bylo monitorovano pfi pfidavku TEA do mobilni faze [29, 44].

Porovndnim pouzitého analyzatoru pro stanoveni estrogent v fi€nich sedimentech se zabyval
Labadie a Hill [74]. Byl testovan analyzator doby letu (TOF) a trojity kvadrupol (QqQ). Pti
pouziti trojitého kvadrupdlu bylo dosazeno 13x niz$i hodnoty limity detekce a lepsi selektivity

nez u TOF analyzatoru [29].

Podobnych vysledkt bylo dosazeno i ve studii Farrého a kol. [75], ve které byly porovnavany
techniky UHPLC/Q/TOF/MS aHPLC/MS/MS (QqQ). Z hlediska citlivosti byl trojity
kvadrupdl o tad lepsi nez Q-TOF, avSak obé techniky vykazovaly excelentni selektivitu. Na
druhé strané s vyuZzitim UHPLC/Q/TOF/MS bylo dosazeno kratSich elu¢nich ¢asti. Souhrnné
Ize tici, ze pouZzitim QqQ v rezimu SRM se dosdhne velmi dobré citlivosti a nizkého Sumu na
pozadi, proto jsou touto technikou dosazeny nizké hodnoty LOD a limity kvantifikace (LOQ)
[29, 53, 76].
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1.4.1 Derivatizace v HPLC/MS

Ackoliv je HPLC/MS vSestranna a specifickd, ioniza¢ni uc¢innost se znacné li§i s typem
ioniza¢ni techniky a analyzované slouceniny. Ionizace estrogenti pomoci ESI a APCI byly
mén¢ ucinné nez u polarnéjsich sloucenin [77]. Studie se domnivaji, Ze chemicka derivatizace,
S pouzitim vhodnych derivatizacnich ¢inidel, by mohla zlepsit a zvysit pozorované signaly
v HPLC/MS. Citlivost detekce steroidi pomoci ESI a APCI se derivatizaci zlepsi
az 1000x [29].

Pro LC-MS analyzu estrogenti ve vzorcich vody byl nejcastéji pouzivanym derivatizacnim
¢inidlem dansylchlorid [29]. Jako derivatiza¢ni ¢inidla byla také pouzita Girardova ¢inidla T
(GirT) a P (GirP) pro neutralni steroidy v rezimu ESI (+). Jejich derivaty oxosteroidii by mohly
byt detekovany a identifikovany na sub-pikogramech pomoci ESI-MS. Nicméné¢, reaktivita 0xo
skupin se méni v riznych polohach [78]. Derivaty GirP byly také vhodné pro analyzu MALDI-
MS a byly charakterizovany na urovni 50 pg [29].

Dalsi derivatiza¢ni ¢inidlo pouzité pro karbonylové slouceniny v ESI(+) byl 2-hydrazino-I-
methylpyridin. Derivaty vykazovaly nejen vyssi citlivost, ale i lep$i chromatografické chovani
ve srovnani s GirP [29, 78].

Derivatiza¢nimi latkami pro steroidy s hydroxyskupinou pouzivané v rezimu ESI(+) jsou 1-
(2,4-dinitro-5-fluorfenyl)-4-methylpiperazin a 4-(4-methyl-I-piperazyl)-3-nitrobenzoylazid.

Tyto derivaty dosahly LOD ve femtomolarnim rozmezi [29].

Derivatizace pro LC-ESI(+)-MS byla také provedena s trifluormethansulfonovou kyselinou a
dansylhydrazinem jako derivatizatnim c¢inidlem. Zavedeni protonové afinitnich Cinidel do
analytu, bez zvySeni hydrofility, je uc¢inné pro zvyseni citlivosti v APCI(+). Acetylace
steroidnich hydroxyskupin je jednou z nejjednodussich derivatiza¢nich metod pouzivanych
v APCI(+), ale t¢inngj$i technikou pro zvySeni citlivosti steroidi obsahujicich oxoskupiny byla

methyloximova derivatizace [29].

Jiné studie také ukézaly lepsi citlivost u dansylchloridu nebo PFBBr v rezimu ESI (+), APCI
(+) a APPI (+), PFBBr derivaty v rezimu APCI (-) a nederivatizované analyty ukazaly, Ze jak
dansyl derivaty, tak PFBBr derivaty vyznamné zlepSily detekéni citlivost ve srovnani

s nederivatizovanymi slou¢eninami [29, 77].

Kombinace 10 mM kyseliny mravenci (pH 2,9) a acetonitrilu jako mobilni faze pro ESI (+) a

APPI (+) poskytla nejlepsi vysledky pro detekci dansylovych derivatl (2-3x vyssi citlivosti nez

10 mM FA a MeOH). 10 mM FA a MeOH byly optimélni pro APCI (+). Nejlepsi detekce
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derivati PFBBr byla dosazena s vodné-methanolickou mobilni fazi pii ionizaci APCI(+)

[29, 77].

Pro derivatizaci estrogenii byla testovana tifi derivatizacni ¢inidla, a srovnavéana
S nederivatizovanymi estrogeny v riznych environmentélnich matricich. Dansylchlorid v ESI
(+), p-toluensulfonat 2-fluor-I-methylpyridinu (FMPTS) v ESI (+) a pentafluorbenzylbromid
(PFBBr) v APCI (+) byly aplikovany jako derivatiza¢ni ¢inidla. Nativni estrogeny byly
detekovany v ESI (+) a APCI (+). S jednoduchymi matricemi (napf. pitnou vodou) se vytvareji
dansyl-estrogeny a nejvyssi intenzita signalu byla az 111X vyssi nez referen¢ni hodnoty a PFB-

estrogeny poskytly 3-9x lepsi intenzitu [29].

Porovnavaci studie ukazuji, Ze signaly nativnich steroidl (E1, E2, E3) byly lepsi s ESI (-) nez
s APPI (-), APCI (-). Dansylové derivaty métené pomoci UHPLC ve spojeni s ESI/MS poskytly
nejlepsi vykonnost v souvislosti s citlivosti a matricovymi efekty. V ESI poskytovaly také vyssi

intenzity sulfaty a glukuronidy [29].

Piesto moderni hmotnostni spektrometry také dosahuji nizké LOD bez derivatizace [25].
Kombinace QqQ s rezimem SRM usnadiuje vyvoj metod s nizkymi LOD a limity
stanovitelnosti (LOQ) a velkou identifikacni schopnosti u komplexnich vzorka. Citlivost

vyvinuté metody je ovlivnéna typem a stafim pouzitého analyzatoru [29].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 PRISTROJE A ZARIZENI

K ptipravé vzorkll a standardli byly pouzity mikropipety s nastavitelnym objemem Biohit-
Proline (Biohit, Helsinky, Finsko). Navazovani standardi bylo provedeno na digitdlnich
analytickych vahéach Sartorius (Gottingen, Némecko). Kalibraéni fady standardd byly
pfipravovany pomoci mikropipet Hamilton o objemu 10, 20 a 250 pl (Castight, Giarmata,
Rumunsko). K ¢isténi vzorku pred extrakci byly pouzity filtry Nylon 66 s velikosti porti 0,2 pm
(Labicom, Olomouc, Ceska republika). K filtraci vzorku pied vlastni analyzou byly pouzity

stiikackové filtry 0.45 um PTFE (Labicom, Olomouc, Ceska republika).

Pro extrakce pevnou fazi byla pouzita vakuovd pumpa Labobase (Freiburg, Némecko),
regulator tlaku CVC 3000 (Vacubrand, Wertheim, Némecko) a kolonky pro SPE, jez jsou

uvedené v tabulce 1.

Tabulka 1 SPE kolonky pouzité pro extrakci.

Nazev objem (ml) Zl;l:lil';o)st vyrobce
LC-18 6 45 Supelco
Strata C18-E 6 55 Phenomenex
Supelclean ENVI - 18 SPE | 6 20 Supelco,
Oasis HLB 3 30 Waters

K separaci estrogent byl pouzit kapalinovy chromatograf ve spojeni se spektrofotometrickym
detektorem PDA SPD-M30A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) nebo MS detektorem
QTRAP 4800 (AB Sciex, USA). Kapalinovy chromatogram byl sloZen z ¢erpadel mobilni faze
LC-20AD, autosampleru SIL 20AC (vS8e Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a termostatu kolony
LCO 102 (Ecom, Praha, Ceska republika).

Pro optimalizaci separace estrogenii byly pouZity chromatografické kolony uvedené
v tabulce 2. Kolony Ascentis Express (Supelco, USA) byly plnény povrchové poréznimi
casticemi, kolony Luna Omega (Phenomenex, USA) a Ascentis RP-Amide (Supelco, USA)

byly plnény poréznimi ¢asticemi.
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Tabulka 2 Chromatografické kolony pouzité pro optimalizaci.

délka
Nazev pramér (mm) zrnitost (um)
(mm)
Ascentis Express C18 150 3,0 2,7
Luna Omega PS C18 150 4,6 5,0
Ascentis RP-Amide 150 4,6 3,0
Ascentis Express RP-Amide 150 3,0 2,7
Ascentis Express C8 150 3,0 50
Ascentis Express F5 150 3,0 2,7

2.2 POUZITE CHEMIKALIE

Jako rozpoustédlo a mobilni faze byl pouzit methanol (gradient grade nebo LC-MS Cistoty);
(Sigma Aldrich nebo Honeywell, Riedel-de Haén, USA), acetonitril (gradient grade nebo LC-
MS ¢istoty); (Sigma Aldrich nebo Honeywell, Riedel-de Haén, USA) a deionizovana voda
upravena Cisticim zafizenim Mili-Q (Merck Milipore, Némecko). Jako aditivum do mobilni
faze byl pfidan mravencan amonny (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) nebo kyselina mravenci

99 % (BDL, Turnov, Ceska republika).

2.2.1 Standardy

Pro identifikaci byly pouzity standardy: Estron (> 99 %), B-Estradiol (> 98 %), Estriol (> 97 %),
17-a-Ethynylestradiol (> 98 %) a Mestranol (=99 %) zakoupené od firmy Sigma Aldrich, USA.

2.2.2 Realné vzorky

Pro optimalizaci byly pfipraveny modelové vzorky odpipetovanim 1ml a 10ul pracovniho
roztoku standard@ o koncentraci 1 mg-L*.Zkusebni 2L vzorek vody z feky Labe byl odebran
5. 11. 2018, z hloubky cca 20 cm pod hladinou a zkuSebni 2L smésny vzorek z ustiedni ¢istirny
odpadnich vod byl odebran 12. 11.2018. Z redlnych vzorkl bylo pak analyzovano 2L smésného
vzorku vody z vypusti Ustfedni Cistirny odpadnich vod v Ostravé (vzorek byl odebran dne
15. 4. 2019). A dale 2L vzorky vody z fek Labe a Chrudimky odebranych 16. 4. 2019,
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Z hloubky ptiblizné 20 cm pod hladinou. Vzorky byly odebrany v Pardubicich v blizkosti parku

Na Spici. Pfesné mista odbéru je zndzornéné na obrazku 6.

Obrazek 6 Mista odbéru redlnych vzorku-Labe a Chrudimka.

2.3 PRACOVNI POSTUP

2.3.1 Priprava vzorki, standardia a mobilni fize

Zasobni roztoky estrogend (c = 1 g-L?) byly pfipraveny navazenim jednotlivych standardf a
rozpusténim v methanolu. Mobilni faze byla sloZzena z methanolu a deionizované vody

s pridavkem 0,05mM mravencanu amonného.

Realné vzorky vod byly nejdiive zfiltrovany pies skladany filtr a nasledné pies vakuovy filtr

s filtra¢ni pfepazkou s velikosti péru 0,2 um.

2.3.2 SPE

Extrakéni kolonky byly vzdy aktivovany pomoci 6 ml MeOH a nasledné promyty 6 mL
destilované vody. Poté nasledovala aplikace 1 L modelovych vzorkl o rizné koncentraci. Na
zaklad€ nejvyssi extrakeni u€innosti byla vybrana extrakéni patronka Strata C18 — E, ktera byla
vyuzita pro extrakci estrogenli ze vzorkd vod. Extrakéni patronka byla aktivovana stejnym
zpusobem pomoci methanolu a po promyti vodou byly aplikovany 2 L vzorkli vod z feky Labe
a Chrudimky a UCOV v Ostravé. Vzorky byly pies kolonky prosavany rychlosti 5-10 mL-min-
! Po dokongeni extrakce byla kolonka promyta 10% roztokem ACN a nasledné byla provedena

eluce 6 mL 100% acetonitrilu.

Ptipravené extrakty byly vysusSeny pod proudem dusiku pii 40 °C a poté byly rozpustény
v 500 uL MeOH.
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2.3.3 HPLC

Pro analyzu estrogeni pomoci HPLC/UV byla pouzita kolona Ascentis Express CI18.
V priibéhu chromatografické separace byl udrzovan konstantni prutok 0,5 ml/min a teplota
kolony 30 °C. Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a redestilované vody. Analyza estrogenti

probihala za gradientové eluce 40-80% acetonitrilu, pti vinové délce 280 nm.

Separace pomoci HPLC/MS byla provedena na koloné Ascentis Express F5. V pribéhu
chromatografické separace byl udrzovan konstantni pritok 0,5 ml/min a teplota kolony 30 °C.
Mobilni faze byla sloZzena z methanolu a redestilované vody s ptidavkem 0,05mM mravencanu
amonné¢ho. Analyza estrogenti probihala za izokratické eluce 80% methanolu. Hmotnostné

spektrometricka detekce je popsana v kapitole 2.3.4.

2.3.4 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometr pii piimé infuzi pracoval za nasledujicich podminek:

e ionizace elektrosprejem pii snimani zapornych iontd (ESI-)
e curtain gas*: 10 psi,

e collision gas: medium,

e ion spray voltage: -4500 V,

e ion source gas 1*: 20 psi,

e ion source gas 2*: 0 psi,

e vstupni potencial: -10 V.
Meéieni pomoci HPLC/MS probihalo za nésledujicich podminek:

e ionizace elektrosprejem pii sniméani zapornych iontii
e curtain gas‘: 20 psi,

e collision gas:-medium,

e teplota: 400 °C,

e ion spray voltage: -4500 V,

e ,ion source gas 1 40 psi,

e ,ion source gas 2*: 50 psi

e vstupni potencial: -10 V,

e typ skenovani: monitorovani vybranych prechodii (MRM) — tabulka 3.
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Tabulka 3 MRM prechody jednotlivych estrogenii.

DP Time CE CXP
Standard MRM
V) (msec) V) (V)
El 269 —145 -120 40 -48 -9
E2 271—145 -120 40 -50 -7
E3 287—171 -120 40 -48 -9
EE 295—145 -120 40 -50 -9
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3 DISKUZE

3.1 OPTIMALIZACE HPLC/UV

Pro optimalizaci separace smési standardi estrogend (E1, E2, E3, EE a MES), pomoci
HPLC/UV, byla pouzita kolona Ascentis Express C18. Smés standardii obsahovala 10 pL
kazdého standardu v 1 mL. Na zaklad¢ informaci z literatury byla jako prvni testovana separace
pomoci mobilni faze, ktera se skladala z methanolu a deionizované vody s 0,1 % kyseliny
mravenci. Nejprve byl testovan linearni gradient 20-90 % methanolu za 10 minut (obrazek 7),

kde je patrna koeluce tii estrogenti (E2, E3, EE).

E2, EE, E1
16 A
E3 MES
12
)
RS
4 i
o T T T T T 1
6 7 8 9 10 11 12
¢as (min)

Obrazek 7 Separace smesi estrogenui (El, E2, E3, EE, MES) na koloné Ascentis Express C18;
gradientova eluce: 20—80 % MeOH ve vodeé (okyselené 0,1 % kyseliny mravenci) za 10 minut;
nastrik 10 uL; pritok 0,5 mL-min; detekce UV (280 nm).

Déle byly testovany gradientové eluce s rtiznou smérnici a riiznou pocate¢ni koncentraci
methanolu v mobilni fazi pro zlepSeni rozliSeni jednotlivych monitorovanych estrogend.
Vybrané testované gradientové ¢i isokratické eluce monitorovanych estrogend jsou zobrazeny
na obrazku 8. Jak je vidét na obrazku 8, ani béhem isokratické eluce (70 % MeOH) nedochézi
k dostate¢nému rozliSeni jednotlivych estrogenti. Proto byla zménéna organicka slozka mobilni

faze z methanolu na acetonitril.
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Obrazek 8 Separace smesi estrogenu (E1, E2, E3, EE, MES) na koloné Ascentis Express C18;
mobilni fdaze methanol/voda + 0,1 % kyseliny mravenci, podminky gradientové/isokratické
eluce jsou uvedeny u obrazku, nastiik 10 uL; priitok 0,5 mL-min’; detekce UV (280 nm).

Protoze bylo zjisténo, ze ptidavek kyseliny nikterak neovlivituje chromatografickou separaci
estrogentl, byla pouzita pro dal§i experimenty smés acetonitrilu a deionizované vody, bez
okyseleni. Separace probihala na stejné koloné€ a opé&t byly testovany rtizné gradientové eluce
liSici se strmosti gradientu a poc¢atecni koncentraci acetonitrilu v mobilni f4zi. Na obrazku 9 je
uvedena separace s linearnim gradientem 40-80 % béhem péti minut, kde jsou vSechny
estrogeny separovany s rozlisenim vice nez jednotkovym. Vzhledem K tomu, Ze se mestranol
bézné v ptirodé nevyskytuje, byla monitorovand smes estrogenii zjednoduSena a byly dale

analyzovany jen estron, estradiol, estriol a ethinylestradiol.
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Obrazek 9 Separace smési estrogenii (El, E2, E3, EE, MES) na koloné Ascentis Express CI8,
40-80 % ACN ve vodeé za 5 minut, nastrik 5 uL; pritok 0,5 mL-min; detekce UV (280 nm).

S vyuzitim této optimalizované separace byl analyzovan zkuSebni extrakt vody z feky Labe.
Vlivem matri¢nich efekti a nizké citlivosti detekce se vSak nepodafilo jednotlivé estrogeny
detekovat (obrazek 10). Proto bylo upusténo od spektrofotometrického detektoru a byla dale
optimalizovana hmotnostné spektrometricka detekce.
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Obrazek 10 Zkusebni extrakt z reky Labe. Ascentis Express C18;40-80 % ACN ve vodé za 5
minut; nastiik 5 uL; priitok 0,5 mL-mint; detekce UV (280 nm).

Kromé vzorku vody z feky Labe byl testovan i vzorek vody z UCOV Ostrava jenz byl
extrahovan dvéma SPE kolonkami, Strata C18 a LC-18. ProtoZe za gradientové eluce 40-80 %
ACN za 5 minut byl u vzorku z Labe pozorovén velky vliv matrice, byla u vzorki z UCOV pro

separaci vyuZzita gradientova eluce 30-80 % ACN za 5 minut (obrazek 11). Ani v tomto piipadé
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nebyla citlivost pro detekci estrogenti dostatecnd. Jak je patrné z obrazku 11, obé kolonky

poskytuji identické chromatogramy.
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Obrdzek 11 Zkusebni extrakt z UCOV Ostrava. Ascentis Express C18; 30—-80 % ACN ve vodé
za 5 minut; nastiik 5 uL; pritok 0,5 mL-min; detekce UV (280 nm).

Pro zjisténi citlivosti spektrofotometrické detekce byla proméfena kalibracni fada 14
standardnich roztokd estrogend v rozsahu koncentraci 0,02-10 pg-mL™. P¥i méfeni roztoku
0 koncentraci 0,02 ng-mL™ jiz nebylo moZné estrogeny detekovat. P¥i proméfeni roztoku o
koncentraci 0,03 pg-mL™ bylo mozné detekovat estrogeny E2, EE a E1. Ukazka separace je

uvedena na obrazku 12.
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Obrazek 12 Ukazkové separace dvou kalibracnich roztokii na kolone Ascentis Express CI8;
gradientova eluce 40-80 % ACN ve vodé za 5 minut; ndstiik 5 uL; pritok 0,5 mL-min; detekce
UV (280 nm).

Z diivodu nizké citlivosti spektrofotometrické detekce nasledovala optimalizace HPLC/MS
separace. Ackoli separace estrogenti s mobilni fazi slozené z acetonitrilu a vody byla
uspokojiva, s dostateCnym rozliSenim jednotlivych estrogenti, bylo zjisténo, ze pti pouziti
acetonitrilu jako organické slozky mobilni f4ze je ionizacni G€innost estrogenil velmi nizkd a
bylo nutné opét zacit s optimalizaci separace s metanolem jako organickym rozpoustédlem. Pti
pouziti metanolu byla ioniza¢ni u€innost mnohonasobné vyssi nez pii pouziti acetonitrilu. Jak
je zfejmé z prvni Casti optimalizace, pii pouziti oktadecyl silikagelové kolony a vodné-
methanolické mobilni faze nebylo mozné jednotlivé estrogeny od sebe oddélit s dostate€nym
rozliSenim (obrazek 8). Proto byla zvolena kolona s modifikovanym oktadecyl silikagelem
Luna Omega PS C18. Pfi pouZiti této kolony byly testovany rizné gradientové i isokratické

eluce, avsak k rozseparovani analyzovanych estrogeni nedoslo (obrazek 13).
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Obrazek 13 Separace smesi estrogeni (E1, E2, E3, EE) na koloné Luna omega PS CI8;
isokratickd eluce 76 % MeOH ve vodé; nastiik 5 ul; pritok 0,5 mL-min; detekce UV (280 nm).

Dalsi testovanou kolonou byla Ascentis RP-Amide, kde byly rovnéz vyzkouSeny isokratické 1
gradientové eluce. Nejlepsi separace bylo dosazeno pfi isokratické eluci 80 % MeOH ve vodg.
Piky odpovidajici jednotlivym analytim vSak byly Siroké a doba analyzy byla delsi, nez bylo

pozadovano (obrazek 14).
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Obrazek 14 Separace smési estrogenii (E1, E2, E3, EE) na koloné Ascentis Express Amide,
isokraticka eluce 80 % MeOH ve vodé; nastiik 5 uL, priitok 0,5 mL-min’t; detekce UV (280 nm).

Jelikoz byly ziskany pozitivni vysledky na koloné Ascentis RPAmide, byla déale testovana
kolona plnéna stejnou staciondrni fazi, ale s mens$imi povrchové poréznimi casticemi.
Ukazkové separace jsou zobrazeny na obrazku 15. Jednotlivé estrogeny byly rozdéleny pomoci
isokratické eluce 60 % methanolu ve vodé, avSak separace byla pfili§ dlouha. Pii testovani
gradientové eluce byla separace kratsi, avSak rozliSeni estrogeni EE a E1 bylo méné nez

jednotkové (obrazek 15).
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Obrazek 15 Porovnani eluce smési estrogenii (E1, E2, E3, EE) na koloné Ascentis Express RP-
Amide; podminky uvedené na obrdzku, nastiik 5 uL; priitok 0,5 mL-min’t; detekce UV (280 nm).

Dale byla testovana stiedné polarni oktyl silikagelova stacionarni faze, Ascentis Express C8.
Ani na této kolon¢ nebylo mozné rozseparovat skupinu estrogentt E1, EE a E2, které opé&t

eluovaly v jednom piku (obrazek 16).
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Obrazek 16 Separace smeési estrogenu (El, E2, E3, EE) na koloné Ascentis Express CS§;
isokraticka eluce 80 % MeOH ve vodé; nastiik 5 uL, priitok 0,5 mL-min’t; detekce UV (280 nm).

Posledni testovanou kolonou byla Ascentis Express F5. Opét byly testovany rizné podminky
eluce, jak gradientova tak isokraticka. U této kolony, kterd je vhodna pro separaci isomernich
latek byla pozorovana separace vSech studovanych estrogent s rozliSenim minimalné
jednotkovym ve velmi kratkém case (obrazek 17). Proto byla pro dalsi analyzu vybrana tato
kolona. Optimalni separace bylo dosazeno pii isokratické eluci 80 % MeOH ve vodé¢. Piednosti

isokratické eluce je eliminace ekvilibra¢niho kroku jako tomu je u gradientové eluce.
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Obrazek 17 Separace smesi estrogenii (E1, E2, E3, EE) na koloné Ascentis Express F35;
isokratickd eluce 80 % MeOH ve vodé; nastiik 5 ul; pritok 0,5 mL-min; detekce UV (280 nm).

Pro zjisténi citlivosti spektrofotometrické detekce s vyuzitim kolony Ascentis Express F5 a
vodné methanolické mobilni faze bylo proméfeno 10 kalibra¢nich roztokt s koncentracemi

0d 0,02 do 1 ug mL™. Citlivost detekce byla opét velmi nizka (0,08 pg-mL™).

3.2 OPTIMALIZACE HPLC/MS/MS

Béhem optimalizace byly pouzity kolony Ascentis Express C18 a F5. Pro kolony byl pritok
0,5 ml-mint. Nastiik vzorki i standardd byl vybran 10 pL.

Nejprve byly optimalizovany parametry pro hmotnostné spektrometrickou detekci v rezimu
MRM (multiple reaction monitoring — sledovani vybranych piechodti). Pro tento ucel byla smés
standardi zavedena do hmotnostniho spektrometru pomoci piimé infuze a pro jednotlivé
estrogeny byly vyhodnoceny parametry — deklastera¢ni potencial (DP), kolizni energie (CE) a
vystupni potencial kolizni cely (CXP). Tyto parametry jsou uvedeny pro jednotlivé estrogeny

VvV experimentalni ¢asti v kapitole 2.3.4.

Nejprve byla pouzita kolona Ascentis Express C18 a mobilni faze skladajici se z ACN a
okyselené deionizované vody. Koncentrace standardii ve smési byla 100 ng-mL™. Jak je patrné
z obrazku 18, intenzita jednotlivych pikl estrogent je velmi nizk4 z diivodu $patné ionizacni

uéinnosti v acetonitrilu.
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Obrazek 18 Separace na koloné Ascentis Express CI18; gradientova eluce 40-80 % ACN za 5
minut; nastrik 5 uL; pritok 0,5 mL-min; detekce ESI/MS, MRM - snimdni zdpornych ionti.

Nasledné byly provadény separace na stejné kolon¢, s mobilni fazi obsahujici MeOH. Byly
testovany riznd aditiva do vodné slozky mobilni faze (kyselina mraven¢i nebo mravencan
amonny). Pfidanim 0,05 mM mraven¢anu amonného doslo k podpofeni ionizace sledovanych
estrogentl, avsSak pti vyS§im obsahu mravenc¢anu amonného jiz dochdzelo k potlaceni ionizace.
Nasledné byly testovany rtzné gradientové ¢i isokratické eluce s cilem lepSiho rozliSeni

sledovanych analytti.

Jak je patrné z obrazku 19, za pouziti methanolu jako organického rozpoustédla bylo dosazeno

lepsi ioniza¢ni ucinnosti nez pti pouziti acetonitrilu.
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Obrazek 19 Separace na kolone Ascentis Express C18, isokraticka eluce 75 % MeOH ve 0,05
mM  mravencanu amonném; nastiik 5 uL; pritok 0,5 mL-min; detekce ESI/MS,
MRM — snimani zapornych iontu.

Déle byla provedena optimalizace separace na kolon¢ Ascentis Express F5 s mobilni fazi
obsahujici MeOH s ptidavkem mravencanu amonného, ktery se osvédcil jako vhodné aditivum
pro podporu ionizace sledovanych analytii. Separace sledovanych estrogenii je uvedena na
obrazku 20. Tato separace byla vybrdna jako optimalni z divodu nejlepSiho rozliseni

sledovanych estrogenti a zarovei nejlepsi ionizacni i€innosti.

o1



Int x-10¢

22

20

N AL

0.2 0.6 1,0 14 1.8 22 0 34 <as (min)

Obrazek 20 Separace na koloné Ascentis Express F35; isokratickd eluce 80 % MeOH ve
0,05 mM mravencanu amonném,; ndstiik 5 uL; pritok 0,5 mL-min; detekce ESI/MS,
MRM — snimani zapornych iontu.

S vyuzitim této separace byly analyzovany kalibracni roztoky studovanych estrogent.
Kalibrace byla provedena na jedenacti koncentracnich hladinich v rozmezi 1-500 ng-mL™.
Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupnym odmeéfenim standardniho roztoku o koncentraci
10 pg-mL™. Naméfené hodnoty kalibrace byly zpracovany v programu QC Expert a grafickymi
testy byly odstranény odlehlé body. Z kalibrace byly vyjmuty také body, které se nachazely pod
limitem stanovitelnosti. Parametry kalibra¢nich zavislosti, smérnice a usek, jsou spolu s jejich
smérodatnymi odchylkami, limitami detekce a stanovitelnosti a koeficienty determinace

uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4 Kalibracni parametry jednotlivych estrogenii.

retencni ¢as smérnice asek LOD LOQ R?
(min) (ng-ml?Y) | (ng-ml?)
El 2,72 3175,1(20,11) | 6056,3 (1214,3) 0,834 27,81 0,9992
E2 2,44 254,91 (5,128) | 1271,3 (363,4) 1,759 5,863 0,9952
E3 2,00 516,15 (6,925) | 2705,1 (490,7) 1,508 5,026 0,9978
EE 2,34 135,27 (3,74) | 1982,6 (289,6) 4,100 13,666 0,9939

3.3 OPTIMALIZACE SPE

3.3.1 Modelové vzorky

Ze zasobnich roztoki estrogenti (¢ = 1 g-L™?) byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci
jednotlivych estrogenti ¢ = 1 mg-L™?. Z tohoto pracovniho roztoku byly ptipraveny modelové
vzorky vody odpipetovanim 1 mL, 100 pla 10 pL. do odmérné batiky o objemu 1 L a doplnénim
deionizovanou vodou po rysku. Timto zptisobem byly ziskany modelové vzorky A (c=1 pg-L~
1, B (c=100ng-L?) aC (c=10ng-L?). Pro zakoncentrovani estrogentl z modelovych vzorki

byly pouzity extrak¢éni patronky uvedené v tabulce 1.

Postup extrakce byl u vSech patronek proveden stejnym zplisobem. Nejprve byla patronka
promyta methanolem, poté probé€hla ekvilibrace deionizovanou vodou a nasledné byl aplikovan
modelovy vzorek pii priitoku cca 8 ml-min™ (kapitola 2.3.2). Po eluci extrahovanych vzorkd
acetonitrilem byly jednotlivé extrakty vysuSeny pod proudem dusiku a pted HPLC analyzou
byly rozpustény v 500 pl methanolu a prefiltrovany ptes 0.45 um PTFE sttikackovy filtr. Pro

extrakéni kolonku Oasis HLB byly pro aktivaci a eluci pouZity poloviéni objemy.

Vytéznosti SPE extrakce pro jednotlivé estrogeny jsou znazornény pro kazdou kolonku

vV uvedenych tabulkach 5-8:
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Tabulka 5 Vyteznost extrakcni kolonky LC-18.

LC-18

¢ (pavodni) ¢ (po extrakci) vytéZnost
ng-L? ng-L?! (%)
El 103 65,5 63,6
E2 103 43,8 42,5
E3 102 41,8 41,0
EE 102 70,6 69,2

Tabulka 6 Vytéznost extrakcni kolonky Strata C18-E.
Strata C18-E

¢ (ptivodni) ¢ (po extrakci) vytéZnost
ng-L?! ng-L* (%)
El 103 90,3 87,6
E2 103 67,9 65,9
E3 102 63,1 61,8
EE 102 56,1 55,0

Tabulka 7 Vytéznost extrakcni kolonky Supelclean ENVI-18 SPE.
Supelclean ENVI-18 SPE

¢ (ptivodni) ¢ (po extrakci) vytéznost
ng-L? ng-L! (%)
El 103 66,2 64,3
E2 103 70,2 68,1
E3 102 46,7 45,8
EE 102 56,5 55,4
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Tabulka 8 Vyteznost extrakcni kolonky Oasis HLB.

Oasis HLB
¢ (pavodni) ¢ (po extrakci) vytéZnost
ng-L? ng-L?! (%)
El 103 49,6 48,2
E2 103 32,4 31,4
E3 102 23,4 22,9
EE 102 30,1 29,5

Dle namétenych hodnot na HPLC-MS/MS a vypoctu vytéznosti vyplyva, ze nejvyssi vytéznost

pro vSechny estrogeny poskytuje kolonka Strata C18-E a nejmensSich vytéznosti bylo dosazeno

s kolonkou Oasis HLB. Ukéazka separace extraktu z kolonky STRATA C18-E je uvedena na

obrazku 21.
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Obrazek 21 Separace extraktu z kolonky Strata C18-E na koloné Ascentis Express F5;
isokraticka eluce 80 % MeOH ve 0,05 mM mravencanu amonném; nastrik 10 uL; prutok
0,5 mL-min; detekce ESI/MS, MRM - snimdni zdpornych iontil.
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3.4 ANALYZA REALNYCH VZORKU

Vzorky vod z fek Labe a Chrudimky a dale z UCOV v Ostravé byly zpracovany dle postupu
uvedeného v kapitole 2.3.1. Vzorky vod byly filtrovany pies skladany filtr a nasledné vakuovou

filtraci pfes filtr s velikosti pora 0,2 pm.

Pro zjisténi moznosti adsorpce estrogenti na pevnych ¢asticich ve vodach byly filtracni papiry
extrahovany v ultrazvuku ve 40 mL MeOH, dale byly extrakty vysuseny pod proudem dusiku
a po rozpusténi ve 200 ul 80% methanolu a po filtraci ptes stiikackovy PTFE filtr byly
analyzovany optimalizovanou HPLC/MS/MS metodou.

Ptefiltrované vzorky vod byly extrahovany pies kolonku Strata C18-E dle postupu uvedeného
v kapitole 2.3.2. Kextrakci bylo brano vzdy 2 L vody, z divodu nizké koncentrace
monitorovanych estrogenti. Po SPE extrakci a nasledném rozpusténi vysuSeného eluatu
v 500 pL 80% methanolu byly extrakty piefiltrovany pies sttikackovy PTFE filtr a analyzovany
optimalizovanou HPLC/MS/MS metodou. Ve vsech analyzovanych extraktech povrchovych a
odpadnich vod nebyl detekovan ani jeden z monitorovanych estrogenti. Vzhledem k limitim
detekce estrogenii uvedenych v tabulce 4 a ucinnosti extrakce uvedené v tabulce 6 byla
koncentrace estrogenti v analyzovanych vzorcich vod mensi nez 0,952 ng-mL™ pro estron,

2,669 ng-mL* pro estradiol, 2,440 ng-mL™ pro estriol a 7,455 ng-mL? pro ethinylestradiol.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zvolit vhodnou extrakéni metodu a provést jeji optimalizaci
pro ziskani maximalniho vytézku estrogenii ve vodach. Sledovanymi analyty byly Zenské
pohlavni hormony ze skupiny estrogenti — estron, estradiol, estriol a ethinylestradiol. Dale bylo

cilem provést optimalizaci HPLC/MS/MS podminek pro stopovou analyzu estrogenti bez

ptedchozi derivatizace.

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe, kterd obsahuje zakladni informace o
hormonech, jejich G¢incich na vodni organismy, a dale teoretické zaklady pro piipravy vzorkl

pro uvedené analytické metody.

Na zaklad¢ informaci z literarni reSerSe byly navrZzeny a optimalizovany analytické postupy pro
stopovou analyzu estrogenti ve vodach. Pro izolaci sledovanych estrogenii byla pouzita
extrakce na pevné fazi, kterd byla optimalizovana pro Ctyfi extrakéni kolonky. Na zakladé
extrakce modelovych vzorkil a vytéZnosti pro jednotlivé estrogeny byla jako nejvhodnéjsi
vybrana extrak¢ni kolonka Strata C18-E. Dale byla optimalizovana chromatograficka separace
S cilem rychlé separace studovanych estrogent s maximalnim rozliSenim. Optimalni separace
bylo dosazeno pii pouziti kolony Ascentis Express F5, plnéné povrchové poréznimi casticemi.
ProtoZze pro stopovou analyzu estrogeni nebyl vhodny spektrofotometricky detektor
nasledovala optimalizace hmotnostné spektrometrické detekce v rezimu MRM. Byly testovany
riznd aditiva do mobilni faze a hledany co nejlepsi podminky ionizace estrogentl, protoze
obecné¢ jejich ioniza¢ni G¢innost je velmi nizka. Optimalni mobilni faze pro separaci a ionizaci
estrogenil ve stopové koncentraci byla 80% methanol s ptidavkem 0,05 mM mravencanu do
vodné slozky mobilni faze. S vyuZitim optimalizovanych SPE a HPLC/MS/MS metod byly
analyzovany redlné¢ vzorky vod, a to konkrétné z vypusti ustfedni Cistirny odpadnich vod
v Ostravé a z fek Labe a Chrudimka. Ani v jednom z analyzovanych vzorkd nebyl detekovan
monitorovany estrogen v koncentraci vy$si nez 0,952 ng-mL™? pro estron, 2,669 ng-mL™ pro
estradiol, 2,440 ng-mL™* pro estriol a 7,455 ng-mL™? pro ethinylestradiol, coZ jsou limity detekce
pouzité SPE-HPLC/MS/MS metody.
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