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NAZEV

Vyvoj jednoduché voltametrické metody pro stanoveni 17f-estradiolu v peroralnich

antikoncepcnich pilulkéach.

ANOTACE

Teoreticka Cast diplomové prace se zamétuje na zakladni charakteristiku, metabolismus,
vyskyt a analytické stanoveni 17f-estradiolu v riznych matricich. V ramci experimentalni
Casti byla optimalizovana square-wave voltametrie za ucelem vyvoje elektroanalytické
metody vhodné pro stanoveni 17B-estradiolu v komeréné dostupnych peroralnich
antikoncep¢nich pilulkach a kapslich pouzivanych pti hormondlni substituéni terapii.
Optimalizovana metoda byla validovana a vysledky byly porovnavany s referencni
chromatografickou metodou, kterou byla vysokoucinna kapalinova chromatografie se

spektrofotometrickou detekeci.

KLICOVA SLOVA

Estradiol, cyklicka a square-wave voltametrie, antikoncepéni pilulky.

TITLE

Development of a simple voltammetric method for the determination of 17p-estradiol in oral

contraceptive pills.

ANNOTATION

The theoretical part of the thesis is focused on the basic characteristics, metabolism,
occurrence, and analytical determination of 17-estradiol in various matrices. As part of the
experimental part, square-wave voltammetry was optimized to develop an electroanalytical
method suitable for the determination of 17p-estradiol in commercially available oral
contraceptive pills and capsules used in hormone replacement therapy. The optimized method
was validated, and the results were compared with the reference chromatographic method,

representing the high-performance liquid chromatography with spectrophotometric detection.

KEYWORDS

Estradiol, cyclic and square-wave voltammetry, contraceptive pills.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
E2 — 17B-estradiol

EE2 — 17a-ethinylestradiol

DNG — dienogest

COV - ¢isti¢ka odpadnich vod

SHBG - globulin vazajici pohlavni hormony
ECD - endokrinni disruptory

MIP — molekularn€¢ imprintované polymery
BQEIC — benzimidazo[2,1-b]chinazolin-12(6H)-on-5-ethylimidazolester
LOD — mez detekce

LOQ — mez kvantifikace

HPLC — vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
LC — kapalinova chromatografie

GC — plynovéa chromatografie

LSV — linedrni voltametrie

CV — cyklicka voltametrie

DPV — diferenc¢ni pulzni voltametrie

SWV - square-wave voltametrie

HMDE — visici rtut'ova kapkova elektroda
NPs — nanocastice

RIA — radioimunoanalyza

SPE — extrakce na pevné fazi

LLE — extrakce kapalina-kapalina

MS — hmotnostni spektrometrie

Cl — chemicka ionizace

ESI — elektrosprejova ionizace

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku
HRP — kienova peroxidaza

u-SPE — extrakce mikropevnou fazi

DPSE — disperzni extrakce na pevné fazi
m-SPSE — extrakce na magnetické pevné fazi

SBSE — sorp¢ni extrakce michaci ty¢inkou
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SCSE — sorp¢ni extrakce kolacem

FPSE — sorp¢ni extrakce tkaninou

UV — ultrafialova oblast

VIS — viditelna oblast

ELISA — kvantitativni imunoanalyza s enzymem vazanym na imunosorbent
CLETA — chemiluminescen¢ni enzymova imunoanalyza
RAM — material s omezenym piistupem

FLD — fluorescen¢ni detektor

MSPE —extrakce magnetickou pevnou fazi

MCNTs — magnetické uhlikové nanotrubice

MWCNTSs — vicesténné uhlikové nanotrubicky

PDA — polydopamin

BRP — Britton-Robinsonuv pufr

DME - kapajici rtutova elektroda

CE — kapilarni elektroforéza

ISE — iontové selektivni elektrody

H>Q — pyrokatechol

Q — benzochinon

MeCN — acetonitril

GCE - elektroda ze skelného uhliku

AUE — zlata elektroda

PtE — platinova elektrody

CPE — nevodna uhlikova pastova elektroda s tenzidem
BDDE — borem dopovana diamantova elektroda

SCE — nasycena kalomelova elektroda

MO — mineralni olej

RP-HPLC-DAD - chromatograficka metoda s izokratickou eluci na reverzni fazi s DAD

detektorem
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UVoD

Téma diplomoVé prace vychazi z vlastniho zajmu autorky35 o0 problematiku uZzivani
peroralnich antikoncepc¢nich pilulek a v nich obsazenych hormonti. Hlavnim pfedmétem této
prace se proto stalo screeningové elektrochemické stanoveni hormont 17f-estradiolu,
ethinylestradiolu a dienogestu, jez jsou nejbéznéjsimi slozkami hormonalnich 1é¢iv. Tyto
1é¢iva spadaji do skupiny endokrinnich disruptorti, které nasledné mohou ménit reprodukéni a
vyvojové funkce organismu. 17p-estradiol jakozto piirodni estrogen, vykonava v lidském téle
funkci steroidniho hormonu, ktery je dulezity pti pohlavnim dospivani, rdstu pohlavnich
organt a vyvoji sekundarnich pohlavnich znakti. Na druhou stranu jejich vysoky pfijem mutze
zpusobit zdravotni komplikace, a ztohoto divodu se stalo stanoveni téchto hormonu
ustfednim tématem diplomové prace.

V tvodu prace jsou popsany fyzikalné-chemické vlastnosti, metabolismus a vyskyt
estradiolu, jakoZto nejvyznamnéjsiho estrogenu. Estradiol se vyskytuje v celém téle, zejména
v cilovych organech pohlavnich hormont, jako jsou prsa, vajeniky i dé¢loha, dale
Vv zivoCisnych  potravinach (zejména v tuénych mléénych vyrobcich).  Synteticky
ethinylestradiol a dienogest je mozné nalézt v téméf vSech prodavanych antikoncepénich
lécich. Prace struéné uvadi i rizika uzivani hormonalnich 1€k, véetné jejich dopadii na zivotni
prostiedi, kam se dostavaji zejména nespravnou likvidaci téchto 1é¢iv. Dalsi ¢ast pojednava o
tradi¢nich 1 modernich instrumentalnich analytickych metodach vyvinutych pro stanoveni
estradiolu v biologickych vzorcich, potravinach, 1é¢ivech a zivotnim prostiedi, pficemz vétsi
prostor byl vénovan metodam elektroanalytickym.

Experimentalni ¢ast se zamétuje na popis elektrochemického chovani nejen estradiolu,
ale také ethinylestradiolu a dienogestu, s cilem vyvinout zcela novou voltametrickou metodu
pro jejich kvantifikaci ve vybranych vzorcich 1é¢iv (Estrofem, Bonadea, Mistra). Tyto realné
vzorky se rovnéz analyzovaly pomoci referencni metody kapalinové chromatografie, kdy
vysledky ziskané obéma principialné riznymi analytickymi pfistupy byly porovnavany.

Znalost obsahu hormonti Vv hormonalnich pfipravcich je dilezitou soucasti jejich
vyvoje, vyroby, distribuce a vhodnosti pouziti. Tudiz je vysoka poptavka po jednoduché,
rychlé a finan¢né nenaro¢né analytické metodé. Z tohoto divodu by mohla nové vyvinuta
voltametricka metoda nalézt své uplatnéni ve farmaceutické analyze. Nicméné vyzvou
zUstava analyza potravinatskych a klinickych vzorkt, kde se koncentrace estradiolu v tu¢nych
mléénych vyrobcich pohybuje okolo 100 nmol1™? a vséru se nachdzi Vrozmezi

3,7x1072-1,5 nmol-I"%, kde i slozitost matrice miize vyznamné rusit voltametrické stanoveni.
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TEORETICKA CAST
1 Estradiol

Estradiol (E2) se fadi mezi pfirodni estrogeny ze skupiny steroidnich hormont. Jeho
syntetickou formou pouzivanou ve farmacii je ethinylestradiol (EE2). E2 se produkuje
endogenné vSemi savci, a to ve vajecnicich u Zen a ve varlatech a nadledvinach u muzt. Jeho
hladinu reguluje dostupnost androgennich prekurzora. E2 fidi fadu fyziologickych tkond,
jako je vyvoj téla, ovulace, menstruacni cyklus, téhotenstvi a poceti, spermatogeneze,
metabolismus minerall, sacharidii, bilkovin a lipida. Plsobi jako rGstovy hormon pro tkané
reprodukcnich organi tim, ze podporuje vyvoj vaginalni vystelky, zldzového délozniho Cipku,
endometria, myometria a vystelky vejcovodu. Dale se podili na vyvoji mlécné zlazy, udrzeni
zdravych kosti, kiize, jater a mozku [1].

Nejcastéji se E2 zjistuje jako soucast vySetieni hormonu folikularniho a Zlutého
teliska. Nedostatkem E2 trpi zeny obvykle v obdobi menopauzy a souvisi s vyssim rizikem
srde¢nich chorob nebo osteopordzy. Synteticky estradiol se pouziva zejména pii hormonalni
1écbé (napt. v menopauze) a Vlécich proti nezadoucimu otéhotnéni — hormonalni
antikoncepce. Pii hormonalni 1é¢b¢ hrozi narust rizika rakoviny vaje¢nikti a prsu. Vyzaduje se
tedy vyvoj vysoce citlivych metod detekce E2, aby byla poskytovana vhodna synteticka
davka béhem lé¢by. Uzivani hormonalni antikoncepce s obsahem E2 vSak rovnéz nese sva
rizika, jako je vyssi pravdépodobnost kardiovaskularnich onemocnéni, Zilni trombdzy a cévni
mozkové piihody. E2 také zvySuje hladinu plazmatického reninu a angiotensinu, ktery
zpusobuje retenci sodiku a vody v téle, coZz ma za nasledek hypertenzi [2].

Co se tyce zivotniho prostiedi je E2 pfitomen v odpadnich vodach a vypoustén do
povrchovych vod z &isti¢ek odpadnich vod (COV). Nizka rozpustnost a lipofilni povaha E2
zpusobuje jeho navazani na pevné substraty, a tudiz nedochazi k rozpousténi E2 ve vodnych

roztocich [3,4,5].

1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti estradiolu

E2 je na vzduchu stabilni bila krystalicka latka bez zapachu. Pfti tepelném rozkladu E2
vznika Stiplavy kouf a drazdivé vypary [6]. Vyskytuje se ve dvou izomernich formach, alfa a
beta. Beta-estradiol ma nejvétsi fyziologickou aktivitu ze vSech pfirozené se vyskytujicich
estrogent. Alfa-forma je relativné neaktivni [7]. Obr. 1 zobrazuje chemicky vzorec
17B-estradiolu.
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Obrazek 1. Chemicky vzorec E2 [3].

Bod varu E2 je 445,9 °C, zatimco bod tani se rovna 178,5 °C (body tani derivata E2:
estradiol 17-valerat 144-145 °C, estradiol 17-heptonat 94-96 °C) [6]. E2 se dobie rozpousti v
organickych rozpoustédlech, jako je aceton, ethanol, dioxan, méné rozpustny je v rostlinnych

olejich a §patné rozpustny ve vodé (3,90 mg-12 pii 27 °C) [8].
y

1.2 Metabolismus estradiolu

E2 se u Zen syntetizuje procesem steroidogeneze z testosteronu, a to ve Zlutém télisku
vajeénikt. Dale ho v obdobi téhotenstvi produkuje placenta. U muzi vznika ve varlatech a
nadledvinach stejnym procesem. E2 se transportuje krvi navazan na plazmové bilkoviny.
Siln¢ se vaze na transportni globulin SHBG [9].

Exogenné podavané estrogeny se v lidském téle metabolizuji stejnym zptsobem jako
endogenni estrogeny. Metabolicka pfeména probiha ptfedevS§im v jatrech a stievech a je
zalozena na oxidac¢nich procesech. Prvni fazi je oxidace E2 v poloze C17 za vzniku estronu.
Tento proces je sice reverzibilni, nicméné tvorba estronu je rychlejsi nez jeho zpétna redukce
na E2. Dalsim oxida¢nim krokem je hydroxylace estronu. Tato reakce je jiz ireverzibilni a
probihda bud’ na A-kruhu (katalyzovana cytochromovymi enzymy CYP3A4 a CYP1A2) za
vzniku 2-hydroxyestronu nebo na D-kruhu za vzniku 16-hydroxyestronu. 2-hydroxyestron se
nazyva jako ,,dobry* estrogen, zatimco 16-hydroxyestron je povazovan za ,Spatny‘ estrogen,
protoze zvysuje riziko vzniku rakoviny prsu [10]. Oba hydroxylované estrony jsou dale
metabolizovany na koneéné metabolity (jako napf. estriol), které jsou z organismu
vylu¢ovany moci s glukuronidovymi a sulfatovymi konjugaty [9]. Na Obr. 2 jsou zobrazeny

dv¢ hlavni metabolické cesty estronu: 2-hydroxylace a 16a-hydroxylace [11].
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Obrazek 2. Metabolismus E2 v téle ¢loveka [11].

1.3 Obsah estradiolu ve vybranych vzorcich

E2 vykonava v lidském téle funkci steroidniho hormonu, které jsou dulezité pii
pohlavnim dospivani. Podporuji rist zenskych pohlavnich organti (délohy, pochvy) a vyvoj
sekundarnich pohlavnich znakii. U dospélych Zen jejich hladina kolisa v pravidelném
mési¢nim rytmu (menstruaéni cyklus). Hladina v krvi se pohybuje v rozmezi 18-915 pmol-I™2.
Syntetické estrogeny se pak pouzivaji ve farmacii na tpravu ovulace a menstruacniho cyklu
(hormonalni antikoncepce), k hormonalni substitu¢ni terapii u zen po menopauze, ¢i v
produktech pouzivanych v dermatologii. Estradiol vsak nalezneme 1 vV zivocisnych
potravinach (napf. ve smetan& 450 nmol-1%, podmasli 150 nmol-1", mléce 30 nmol-1"%), kam
se dostava ze zvirat, kterym jsou podavany hormony, ale i v plodinach, jez byly hnojeny
hnojem. Do vodnych tokt se estradiol dostava z Cisti¢ek odpadnich vod (koncentrace E2

v odpadnich vodach je okolo 0,4 ng:I™t) z diivodu nespravné likvidace 1é¢iv [12,13].
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1.3.1 Biologické vzorky

Za biologicky vzorek se povazuje jakykoli spravné odebrany biologicky material, at’
uz se jedna o krevni sérum, mo¢ ¢i sliny vysetfovaného pacienta. V biologickych matricich se
bézné stanovuje E2 a EE2, jehoZz strukturni vzorec je zobrazen na Obr. 3. Po nich nasleduje
estron a v nejmensim mnozstvi estriol. Estrogeny se mohou nachazet v celém téle, zejména v
cilovych organech pohlavnich hormont, jako jsou prsa, vajeniky a d¢loha. V télnich
tekutinach lze E2 stanovit v krvi, moci a slinach. U fertilnich Zen zavisi jeho koncentrace na
fazi menstruac¢niho cyklu. Je tedy vhodné pti jeho stanoveni uvést den cyklu. Krevni vzorek
se ziskava ze zily na pazi pacienta, vzorek moci je testovan jako kvantitativni 24hodinovy
sbér moci. Vzorek slin se ke stanoveni E2 pouziva pouze ve specialnich ptipadech [12].
Normalni hodnoty E2 v séru se nachdzi u muzi vrozmezi 10-50 pg-ml™?, u Zen pied
menopauzou 30-400 pg-ml™?, u zen po menopauze 0-30 pg-ml™? a u déti méné nez
10 pg-mlI~1 [3].

1.3.2 Léciva

Lécivem se rozumi latka nebo kombinace latek, které prostfednictvim svého tcinku
obnovuji, upravuji nebo ovliviuji fyziologické funkce lidi ¢i zvirat. V roce 1960 byla poprvé
pouzita kombinovana peroralni antikoncepce. Od té doby ji uzivaji miliony zen, aby se
vyhnuly nechténému téhotenstvi. Témét ve vSech prodavanych antikoncepénich lécich je
obsazena kombinace hormoni dienogest (DNG; ze skupiny progestini), jehoz strukturni
vzorec je uveden na Obr. 3 a EE2 (patfici do estrogenti) jehoz strukturni vzorec je uveden na
Obr. 4 [14,15,16]. E2 je pak nejvice vyuzivan pifi hormonalni Substitucni 1é¢bé u Zen
predevsim po menopauze [17]. Krom¢ tabletovych piipravkd (peroralnich, vaginalnich)
existuji i pripravky podavané injekéné, transdermalné a implantatovou formou. Na Obr. 5
jsou uvedeny bézné formy antikoncepce [18]. Dale Tab. 1 zobrazuje obsah E2, EE2 a DNG

ve vybranych komer¢nich hormonalnich ptipravcich [13].
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Obrazek 3. Chemicky vzorec DNG [15].
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Obrazek 4. Chemicky vzorec EE2 [14].
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Obrazek 5. Antikoncep¢ni formy [18].
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Tabulka 1. Vybrané komer¢ni hormonalni pfipravky.

Komer¢ni nazev AKktivni latka Obsah (mg) Forma
Linoladiol N E2 0,1 krém

Estrace E2 0,1 krém

Diecyclen EE2 2/0,03 tableta
Yosefinne drospirenon/EE2 3/0,02 tableta
Lindynette gestoden/EE2 0,075/0,02 tableta
Sidreta drospirenon/EE2 3/0,03 tableta
Estrofem E2 2 tableta
Mistra DNG/EE2 2/0,03 tableta
Bonadea DNG/EE2 2/0,03 tableta

Poznamka: Obsah hormont v krémech se uvadi vzdy na 1 g pfipravku a v tabletach na 1 tabletu.

1.3.2.1 Peroralni tablety

Polocasy rozpadu rdznych estrogenovych piipravka jsou v rozmezi 1-12 hodin,
pficemz se rizni dle zptusobu podani [12]. Existuji dva druhy perordlni antikoncepce, tj.
kombinovana hormonalni antikoncepce (obsahujici estrogeny i gestageny) a gestagenni
antikoncepce (obsahujici pouze gestageny). Pfi priichodu gastrointestinalnim traktem se
tableta rychle rozklada, uvolnéné hormony se absorbuji a nasledné jsou v jatrech
metabolizovany. Nicmén¢ biologicka dostupnost oralnich estrogenii se pohybuje pouze mezi
2-10 %. Esterifikace E2 (napf. estradiol valerat) zlepSuje jeho vstfebavani. Nejdiive tak
dochazi ke Stépeni esterll a az poté k uvolnéni endogenniho estradiolu. Hlavnimi metabolity
jsou estron, estron sulfat a estron glukuronid. Az 15 % podané davky E2 se absorbuje jako
estron, 25 % jako estron sulfat, 25 % jako estradiol glukuronid a 25 % jako estron glukuronid
[13,19].
1.3.2.2 Transdermalni pripravky

Za transdermalni pfipravky se povazuji krémy a naplasti, jeZ obsazené aktivni latky
pomalu uvolnuji ptes kiizi do krevniho fecisté. Tyto ptipravky udrzuji konstantni hladiny E2
po dobu 1 tydne. Zajimavé je, Ze biologickd dostupnost estradiolu po transdermalnim podéani
byva az 20krat vyssi nez po peroralnim podani, a to pravdépodobné z divodu pozménéné
metabolické cesty v jatrech. Transdermalni zpiisob podavani E2 ptitahuje v poslednich letech
stale veétsi pozornost, a to nejen kviili lepsi biologické dostupnosti, ale také proto, ze na rozdil

od oralni cesty je dosazeno pfirozengj$iho poméru koncentraci E2 a estronu v plazmé [17].
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1.3.2.3 Téliska zavadéné do pochvy

E2 se ucinné vstiebava také pies sliznici pochvy. Nejznamé&j$im produktem je
nitrodélozni hormonalni télisko, coz je maly, pruzny, pfedmét ve tvaru ,, T, ktery se zavadi do
délohy. Obsahuje malé mnozstvi syntetického hormonu progestinu, ktery v téle pomaha
zabranit spermiim prostoupit pies délozni hrdlo do délohy. Zivotnost se uvadi minimalné tii
roky bez jakéhokoli vyjmuti. Dale stoji za zminku tzv. krouzek, ktery se zavadi na 3 tydny,
poté se na jeden tyden vyjme a nasledné se zaveden krouzek novy. Jedna se 0 kombinovanou

metodu hormonalni antikoncepce [13].

1.3.3 Potraviny
Potravinou se rozumi vyrobek nebo latka uréend pro vyzivu lidi. Primérny piijem
hormonti v potravinach pro dospélého ¢lovéka ¢ini 0,1 pg estrogenti za den, coz je velmi malo
ve srovnani s endogenni produkci v lidském téle. Dva nejvétsi zdroje estrogennich sloucenin
jsou maso a mlééné vyrobky. Maso obsahuje estrogeny v rozmezi od 3 do 5 ng-kg ' a mléené
vyrobKy jich obsahuji vétsinou jesté vice. Jelikoz jsou steroidni hormony lipofilni povahy,
koncentruji se v mléénych vyrobcich v zavislosti na obsahu jejich tuku. To je divod, pro¢ se
nachazeji nejvyssi hodnoty ve smetané a v masle. Obsah E2 v nékterych mléénych vyrobcich
je shrnut v Tab. 2 [3].
Tabulka 2. E2 v mléénych vyrobcich v pg-ml™ nebo pg-g [3].
Mlécény vyrobek Obsah E2

Kravské mléko

Rije 84 pg-mlt
Pozdni biezost 49 pg'ml ™t
Lutealni faze 29 pg'ml !
Smetana <30 pg'ml?
Syr 10 pg-g?
Maslo 82 pg-gt

Takto vysoké koncentrace E2 (i ostatnich estrogennich sloucenin) v mlé¢nych
vyrobcich jsou zjevnym problémem zejména z diivodu ¢asté konzumace téchto vyrobka celou
populaci. Takto velky pfijem estrogennich sloucenin muze piedevSim u déti pfispivat ke
vzniku rakoviny v pozdéjsim Zivoté. Kromé ZivociSnych produktd mohou byt vyznamnymi

zdroji estrogend i rostliny. Mezi nejrozsifenéj$i a nejznaméjsi druhy fytoestrogenti patii
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isoflavony, které se naptiklad nachazi v so6jovych produktech, nebo flavony, které se

nachazeji v zelené listové zeleniné a bylinkach.

1.3.4 Zivotni prosti-edi

Kontaminanty Zivotniho prostfedi, které nepfiznivé plsobi na endokrinni systém
zivych organismu a narusuji jejich fyziologické procesy, jsou oznaCovany jako endokrinni
disruptory (ECD). Zahrnuji velkou skupinu pfirodnich i syntetickych estrogent. Jednim z
nejvyznamnéj$ich ECD je pravé E2, proto je jeho monitorovani v zivotnim prostiedi velmi
dulezité [4].

Endokrinni systém uvolfiuje hormony, které pusobi jako tzv. chemicti poslové, jelikoz
koordinuji a reguluji komunikaci mezi buitkami, interaguji s receptory v bunkach, spoustéji
specifické reakce a podili se na normalni biologické funkci organismu, jako je rust,
embryonalni vyvoj a rozmnozovani. ECD narusuji tuto normalni komunikaci mezi poslem a
receptorem v buiice tak, Ze chemicka informace neni spravné interpretovana. ECD mohou
napodobovat pusobeni pfirozené produkovanych hormont, coz bunky vede K
neopodstatnénym reakcim, jako je produkce hormond v nevhodnou dobu nebo v nadmérném
mnozstvi (agonisticky ucinek). ECD se ale také mohou vézat na receptory, a zabranit tak
navazani ptirozenych hormont (antagonisticky ucinek) nebo se mohou vazat na transportni
proteiny v krvi, a zménit tak mnozstvi pfirozenych hormont pfitomnych v ob&hu.
V neposledni fadé mohou ECD zasahovat do metabolickych procesi ovliviyjicich syntézu a
kontrolu pfirozenych koncentraci hormonti [3].

Hojné se ECD pouzivaji u zemédélskych zvitat, protoze mohou urychlit jejich rust.
Vysledkem je také zvySend produkce mléka. Nicméné estrogeny podavané zvitfeti mohou
skoncit v jejich mase ¢i mléce. Nadmérna konzumace potravin kontaminovanych estrogeny
vede ke zdravotnim problémim konzumenta [5]. Védci zatim definovali pét hlavnich
kategorii nepfiznivych G¢inki u zivo¢icht, které mohou Souviset s expozici ECD. Patii mezi
né rakovina a poruchy kardiovaskularniho, imunitniho, nervového a reprodukéniho systému
zpusobujici vyvojové zmény (neplodnost, piedcasna puberta ¢i endometridza) [3,5]. Bylo
prokazano, ze mensi zvitata trpi po expozice ECD deformaci embrya a imrtnosti, zhorSenou
reprodukci, poruchami rastu, problémy se Stitnou zldzou, oslabenym imunitnim systémem, ¢i
feminizaci. U ryb zijicich v blizkosti komunalnich odpadnich vod bylo pozorovano tzv.

intersexualni chovani (samci ménici se na samice) [3].
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ECD se do zivotniho prostfedi dostava ze dvou hlavnich zdroji: voda z hnojem
hnojenych poli a nespravna likvidace 1éCiv. Prosla nebo prebyte¢na estrogenni 1éciva, jako je
antikoncepce nebo hormonalni 1éky, jsou castéji splachovany do kanalizace nezli
zlikvidovany na skladce. Dostavaji se tak do odpadnich vod v jejich aktivni formé. Tyto
slouceniny se transformuji a stavaji se ECD. Klasické postupy cisténi odpadnich vod jako
koagulace, usazovani, prosta sedimentace a nékdy i dezinfekce chlorem vsak 1é¢iva, ECD
nebo jejich metabolity u¢inné neodstranuji. Hormonalni metabolity a 1é¢iva jsou pak piimo
transportovany do povrchovych vod a nasledné zpisobuji expozici volné Zijicim Zivo¢ichiim,
véetné ryb a jinych savcu [4]. V tuto chvili neni jasné, zda se podobné tcinky vyskytuji u
lidské populace. Kromé toho mohou ECD ovlivnit nejen exponovaného jedince, ale i
nasledujici generace. Kontaminace podzemni vody estrogeny je ale minimalni, protoze se
svou fenolickou skupinou pomérné pevné vdzou na Svrchni ¢astice pudy. Na Obr. 6 jsou
ukazany zdroje estrogenti kontaminujici zivotni prostfedi. K navySeni celkové koncentrace
hormont Vv zZivotnim prostiedi pfispiva pochopiteln€ i jejich endogenni produkce ¢lovékem.

Tab. 3 ukazuje koncentrace E2, které vyprodukuji zeny za den [3].

Méstské oblasti

Hormonalni
antikoncepce

[LY 3 ) K,
|} )| ‘u 2 '.' ':. ..:- ’E
=l o™, B
* £ s -
R ! m nchov dobytka a hnij Hormonalni terapie

Obrazek 6. Zdroje E2 v zivotnim prostiedi [18].

Tabulka 3. Typické koncentrace estradiolu produkovanych zenami mo¢i [3].

Faze Produkce (ug/den)  Vylucovani mo¢i (ng/den)
predpuberta 13 0
fertilni Zeny 82695 0,3-5

24



1.3.4.1 Proces odstrafiovani estradiolu v ¢istickach odpadnich vod

K odstranéni steroidnich hormont (véetnd E2) v ¢&isti¢kach odpadnich vod (COV) se
uspésné pouziva Siroka Skala technologii Gpravy vody. Tyto pokro¢ilé techniky ¢iSténi sice
snizuji vypousténi E2 do vodnich tokl, ale jsou finan¢n¢ ndkladné. Jedna se zejména o
fyzikalné-chemické upravy vod, které vétsSinou zahrnuji sorpci na pevnou fazi (SPE), filtraci
pfes membrany, chemickou koagulaci, oxidaci ozonem a degradaci pomoci ultrafialového
(UV) zafeni.

Adsorp¢ni proces na pevné ¢astice miize ucinné odstranovat ECD z vodnych systému
[3]. Mezi nejpouzivangjsi sorbenty se fadi modifikovany oxid kfemicity, na jehoZ povrchu
jsou navazany zbytky alkylovych fetézct, granulované aktivni uhli a hydrofilné-lipofilni
sorbenty. Bézné SPE sorbenty se vyznacuji nizkou selektivitou, ¢imz se snizuje jejich
uc¢innost. Lepsi alternativou ke klasickym sorbentim mohou byt sorbenty na bazi molekularné
imprintovanych polymera (MIP). MIP jsou syntetické materidly ziskané technologii
molekulového imprintovani (otisku), které tak maji pro dany analyt predem Stanovenou
selektivitu a specifitu. Sorbenty na bazi MIP jsou snadné na ptipravu, levné a vyznacujici se
vysokou fyzikalni odolnosti [4].

Aktivni uhli snadno odstranuje estrogenové slouceniny, nicméné jeho Uc¢innost je
ovlivnéna povrchem, povrchovym pH, porovitosti a povrchovym nabojem. Vysoka
koncentrace organické slozky v odpadni vodé vSak muize ucpat pory ve struktuie sorbentu a
tim snizit jeho kapacitu a G¢innost. Pravé nasyceni a inaktivace vazebnych mist jsou velkymi
nevyhodami, tudiz je nezbytné sorbent piidavat v nadbytku. I kdyz je aktivni uhli u¢inné pfi
snizovani koncentraci ECD v odpadnich vodach, neni pro mnoho zaiizeni COV ekonomicky
schiidnou moznosti.

Utinnost membran pro odstrafiovani ECD zavisi na velikosti slouéenin, chemickych
podminkach a materialu membrany. Odstranéni E2 je mozné pifes membrany s malymi pory
(nanofiltrace a reverzni osmoéza). Lze dosahnout az 90% Gc¢innosti. Naproti tomu membrany s
velkymi pory (ultrafiltrace a mikrofiltrace) nelze na odstranéni estradiolu pouzit viibec. Tyto
technologie jsou pfilis drahé a produkuji odpad, ktery vyzaduje dal§i zpracovani. Dalsi
nevyhodou membran je zanaseni poru, které je nutné pravidelné cistit.

Jako chemické koagulanty se v COV pouzivaji zejména soli hliniku a Zeleza.
Nejvhodnéjsim a nejspolehlivéjsim koagulantem pro odstranovani piirodniho i syntetického
E2 je polyaluminium chlorid.

Oxidace ozonem se pouziva k odstranéni nebo chemické preméné estrogennich

sloucenin na mén¢ Skodlivé latky, které predstavuji mensi riziko pro Zivotni prostiedi.
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Utinnost oxidace E2 ozénem souvisi s pH, chemickym slozenim vody a teplotou. P¥i expozici
E2 a jeho slougenin ozonem v koncentraci 2-10® mg-1"? Ize dosahnout vice nez 95% t¢innosti.

Vysokoenergetické ultrafialové svétlo se Siroce pouziva pro mikrobialni dezinfekci
vody. UV zafeni muze degradovat estrogenni slouceniny piimou fotolyzou. Aby bylo UV
oSeteni G¢inné, Vv slouceniné musi byt pfitomen chromofor (tj. latka je schopna absorbovat
svételnou energii) a energie svétla musi byt adekvatni k rozbiti chemickych vazeb ve
struktuie slouceniny. UV degradace estrogennich slou¢enin se vétSinou pouziva pouze pfi

Gipravé pitné vody. V COV se aplikuje velmi ztidka kvili sloZitosti matrice [3].

2 Analytické metody pro stanoveni estradiolu

Jelikoz se E2 vyskytuje v potravinach a v zivotnim prostiedi vétSinou ve velmi
nizkych az stopovych koncentraci, klade se velky diraz na vyvoj vysoce citlivych
instrumentalnich metod, jako je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) a plynova
chromatografie (GC) s hmotnostni detekci (MS), imunotesty a elektrochemické metody.
Nicméné¢ uvedené metody jsou ¢asové naro¢né na pripravu vzorku, pouzivaji draha ¢inidla a
vyzaduji dobie vysSkoleny persondl. Neékteré ztéchto problémit lze odstranit volbou
voltametrické analyzy, ktera se stala pfedmétem i tohoto vyzkumu. Z elektrochemickych
metod je voltametrie nejpouzivangjsi pro svou jednoduchost a vysokou citlivost. Nej¢astéji se
pouzivaji rtutové kapkoveé elektrody a nejrtiznéjsi uhlikaté materialy, jako je skelny uhlik,
grafit, borem-dopovany diamant a jejich povrchové modifikace vodivymi a katalyticky

ucinnymi nanomaterialy a polymery [21].

2.1 Stavajici instrumentalni metody

Do dnesni doby bylo vyvinuto né€kolik analytickych metod pro stanoveni E2 v mnoha
matricich. Kromé vyse uvedenych metod lze E2 stanovit i fluorescenéni spektrometrii [22] ¢i
kolorimetricky [23]. V praxi dominuje GC-MS a HPLC se spektrofotometrickou detekci
v UV a viditelné (Vis) oblasti. Nicméné kvili polarité a nizké tékavosti estrogend vyzaduje
GC analyza E2 derivatizaci, ktera je casové naro¢na, nesetrna k zivotnimu prostredi a pokud
neni provedena spravné, muze vést i k nepfesnym vysledkim. Naproti tomu elektrochemie,
fluorescen¢ni spektrometrie a Ramanova spektroskopie vyzaduji méné narocné kroky upravy
vzorku pted analyzou. V Tab. 4 je uveden piehled vyhod a omezeni nékolika

instrumentalnich metod, které se bézné pouzivaji pfi stanoveni E2 [24].
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Tabulka 4. Porovnani vyhod a omezeni riznych analytickych metod [24].

Metoda Vyhody Omezeni
Chromatografie Vysoka presnost, automaticka Manualné i ¢asove naro¢na
detekce ptiprava vzorku, pouziti

organickych rozpoustédel,
dlouha doba analyzy, riziko
ztraty analytt, U GC-MS
nutna derivatizace

Elektrochemie Rychla odezva, nizka cena, Relativné nizka stabilita a
vysoka citlivost, snadna obsluha,  reprodukovatelnost
rychly screening (i v terénu)

Ramanova Rychla a citliva, nedestruktivni, ~ Slaby Ramantv rozptyl,

spektroskopie in-situ analyza relativné nizka stabilita a
reprodukovatelnost pro
substraty SERS

Fluorescence Vysoka citlivost a selektivita Fluorofory mohou ztratit

svou schopnost fluorescence
v procesu fotobéleni

Kolorimetrie Cenové vyhodna, jednoducha, Problémy s rozpoznanim
in-situ analyza barevnych zmén pouhym
okem, pomérn¢ nizka
citlivost

Poznamka: SERS; povrchové rozs§ifena Ramanova spektroskopie.

2.1.1 Estradiol v potravinach

VétSina védeckych praci zamétend na vyvoj a validaci analytické metody pro analyzu
potravin demonstruje svou pouzitelnost na vzorcich zivocisného ptivodu obsahujici zvysena
mnozstvi estrogent, jako jsou mlééné a masné vyrobky. Vzhledem ke slozitosti
potravinovych matric je dulezité pied samotnou detekci E2 odstranit ptirozené se vyskytujici
interferenty. U Zzivoci$nych potravin interferuji zejména bilkoviny a tuky. K vysrazeni
proteinti a extrakci E2 u masa a mléénych vyrobku se ¢asto poziva acetonitril. Pfima detekce
mize byt pouzita u tekutych mléénych vyrobki (pf. mléko) s pouzitim MIP [24].
2.1.1.1 Extrakce estradiolu z potravin

Extrakce je béznym krokem pfipravy vzorku pted vlastni analyzou, ktera slouzi
k zakoncentrovani a purifikaci vzorku. Pro extrakci estrogenit se vedle konvencnich SPE
sorbentll pouzivaji | inovativni materialy, jako je funkcionalizovany magneticky material a
MIP. Piehled nekterych extrakénich technik v konkrétnich potravinovych matricich je shrnut
v Tab. 5 [5].
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Tabulka 5. Extrak¢éni metody pro stanoveni E2 v potravinovych matricich [5].

Extrakéni Matrice Analyza LOD Linearni Poznamky
metoda (pg1™) rozsah
(pg1™)

Extrakce Maso HPLC 1,4-8,7 10-1x10° Zvysena
magnetickymi FLD adsorpcni
kovalentnimi kapacita a snadna
organickymi regenerace po
strukturami sorpci
Extrakce Miéko UHPLC 0,6-11 — Simultanni
magnetickymi MS/MS analyza az 21
nanocasticemi slou¢enin
potazenymi
polydopaminem
Extrakce MIléko HPLC 0,03-03  1-1x10° Snadné
magnetickymi UV-Vis regenerace po
uhlikovymi sorpci, vysoka
nanotrubicemi s schopnost vazby
SrTi adsorbentem
Smés grafen Mléko LC 0,7 5-250 Konjugovany
S vicesténnymi FLD systém pro
magnetickymi synergickou
uhlikovymi adsorpci
nanotrubickami

Mlécné UHPLC — — Jednoducha a

vyrobky MS/MS rychla metodika,

souc¢asna extrakce
22 slouéenin

Poznamka: FLD; fluorescenéni detektor, UHPLC; ultra vysoce ucinna
kapalinova chromatografie.

2.1.1.2 Derivatizace estradiolu

Derivatizace je bézny postup Upravy vzorku, ktery se provadi nejcastéji u
chromatografickych technik, a to za ucelem zlepSeni separace ¢i detekce analytu. K
derivatizaci estrogent Se cCasto pouziva dansylace nebo silylace. Méné¢ znamym
derivatiza¢nim ¢inidlem je benzimidazo[2,1-b]chinazolin-12(6H)-on-5-ethylimidazolester
(BQEIC). BQEIC se vaze na fenolickou skupinu E2 (Ar-OH) za vzniku fluoreskujiciho
derivatu. Vede k vysokym procentim vytéznosti (92,6-98,5 %) a nizkym detekénim limitim
10,5 ng-I"t. Diky piitomnosti terciarnich aminovych skupin, které maji silnou ioniza¢ni

schopnost, Ize BQEIC pouzit také v hmotnostni spektrometrii [5].
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2.1.1.3. Detekce estradiolu v potravinach

K analyze E2 v potravindich i farmaceutickych vyrobcich v praxi dominuje
HPLC/UV-Vis technika [25]. Pro vzorky potravin je vSak nutné zafazeni obohacovacich
kroki za pouziti nejcastéji SPE kolonek. Tab. 6 zobrazuje pichled ruznych analytickych

metod vyvinutych pro stanoveni E2 v potravinach [24].

Tabulka 6. Aplikace raznych metod analyzy E2 v potravinovych matricich [24].

Vzorek Metoda Linearni rozsah (ug-1™') LOD (ug:l™)
Mléko GC-MS 0,2-20 0,02
Miléko HPLC 0,5-100 0,25
Mléko Elektrochemie 1x1076-1x107* 1,3x10°6
Mléko Elektrochemické imunotesty 0,04—7,0 0,02
Mléko Fluorescence 9,5x107°-0,1 0,1
Mléko Fluorescenéni imunotesty — <2,7x1073
MIéko Kolorimetrie — 0,25
Susené mléko HPLC-UV — 0,8-1,2
Susené mléko Kolorimetrické imunotesty 0,037-1,48 3,7x1072
Maslo GC-MS 1-300 0,3
MiIéko, jogurt, HPLC-UV 2,72-2,7x10° 4,09

hovézi, veproveé,

kufeci maso

Ryby HPLC 2-1x10° 0,42
Vejce LC-MS/MS 0,540 5x10°3

Poznamka: LC-MS/MS; kapalinova chromatografie S tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Elektrochemické metody, fluorescenéni analyza a Ramanova spektroskopie pfitahuje v
posledni dobé stale vétsi pozornost. Nevyzaduji totiz téméf zadnou piipravu vzorku, ¢imz se
minimalizuje ztrata analytu a manualni a ¢asova naro€nost celé¢ analyzy. Obecné feceno,
elektrochemické metody se vyznacuji nizkou citlivosti, nenaro¢nosti instrumentace a
jednoduchou obsluhou. To je také divod, pro¢ se vyuzivaji jako rychlé screeningové testy Vv
monitorovani v terénu [24].

Aptamerové senzory vyuZzivajici kratké tiseky DNA nebo RNA se pouzivaji kvili
jejich vysoké selektivité, citlivosti a minimalni pfipravé vzorku. Tyto senzory jsou zaloZeny
na elektrochemickych, fotochemickych a optickych metodach. Pro lepsi specificitu a rychlou
detekci se pouzivaji také imunosenzory vyrobené s pouzitim magnetickych a povrchové
modifikovanych nanocastic [4]. Pro soucasnou detekci vice estrogenti se pouziva povrchem
zesilena Ramanova spektroskopie [24], znama téz jako SERS.

Vzhledem k bioakumulaci E2 v tucich se nové metody detekce E2 zamétuji na

rychlost a citlivost ve stopovych nebo dokonce az ultrastopovych hladinach. ZlepSenim

piedapravy vzorku nebo inovace metod detekce miize mnoho technik zasadné snizit své
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limity detekce. Stale ale neni vyvinuto dostatek ucinnych metod pro in-situ detekci E2

Vv realném Case. Jejich realizace je dulezita pro zamezeni vstupu E2 do potravnich fetézcu [4].

2.1.2 Analytické metody ve farmaceutické analyze estradiolu

Utelem analytickych rozborti farmaceutickych piipravki s obsahem estrogent a
progestini je ov¢fit vyrobcem deklarovany obsah, aby nemohlo dojit k poskozeni nebo
zhorSeni zdravotniho stavu pacienta. Prvni oralni tobolka s estrogeny uvedena na trh
obsahovala 1 mg E2 a 100 mg progestinu. Nyni uz jsou davky hormoni v tableté podstatné
niz$i, a to v koncentracich 15-35 png E2 a 3 mg progestinu na tabletu. Kombinace E2 a
progestinu v jedné davce povazuji 1ékafi za idealni formu hormonalni antikoncepce. Na zavér
je nutné si uvédomit, ze rozdily v chemické struktuie aktivnich latek (strukturni analogy) a
jejich nizka rozpustnost ve vod¢ cCasto zpusobuji problémy pii vyrobé farmaceutickych

produktt, které by mély vhodnou biologickou dostupnost [17].

2.1.2.1 Priprava vzorku ve farmaceutické analyze

Piiprava vzorku k analyze u farmaceutickych ptipravki je podstatné jednodussi nez u
potravinovych nebo environmentalnich vzorkd, jelikoz se zde téméf nevyskytuji rusivé prvky
matrice. Piiprava vzorku je tak prakticky stejna bez ohledu na metodu stanoveni. Jako
rozpoustédlo se pouziva napt. methanol ethanol, aceton, acetonitril, roztok Britton-
Robinsonova pufru (BRB) obsahujiciho alkohol, fyziologicky roztok pufrovany fosfatem,
chloroform, izopropylalkohol nebo vodné roztoky s organickymi rozpoustédly. Kazda tableta
se vzdy nejprve dikladné rozetfe v tfeci misce tlouckem a rozpusti v doporucovaném
rozpoustédle. Pro rychlejsi rozpousténi je vhodné pouzit ultrazvukovou lazen. Pocet
rozpusténych tablet Se stanovi na zakladé obsahu estradiolu na tabletu a pozadované
koncentraci vzorku. Podobné se rozpusti pozadované gramy piipravku ve formé krému. Aby
se zabranilo autooxidaci vzdu$nym kyslikem, uchovava se takto pfipraveny roztok estradiolu

ve tmé a chladu [17].

2.1.2.2 Analytické metody ve farmaceutické analyze estradiolu

Jako metodu detekce pro stanoveni E2 ve farmacii lze pouzit napf. radioimunoanalyzu
(RIA), jenz je velmi citlivou a selektivni metodou. RIA pouziva pro stanoveni E2 specifické
antisérum ve spojeni s jodovanym derivatem E2. Po inkubaci pfes noc (16—18 h) se protilatka
E2 separuje od nenavazaného estradiolu pomoci druhé protilatky. Po odstfedéni se stanovuje
radioaktivita vzorku. Koncentrace E2 se zpétn¢ vypocita pomoci pocitacového programu ze
standardni kiivky estradiolu [17].
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Metoda HPLC-UV/Vis je schopna stanovit soucasn¢ vSechny hormony obsazené
v antikoncepénich lécich. Nejpouzivangj$im typem je separace V systému s obracenymi
fazemi, pii niZ se pouzivaji standardni C8 nebo C18 kolony a smés acetonitril/voda (1:1) jako
mobilni faze. Nastaveni jediné vinové délky pro soucasnou detekci estrogent a progesteronu
literatura neuvadi kvili rozdilim v jejich UV absorp¢nich spektrech. Estrogeny vykazuji
maximalni absorbanci pfi 205 nm, zatimco progesteron ma UV maximum pii 245 nm. V této
diplomové praci se optimalizovala HPLC metoda s UV detekci pro separaci E2, EE2 a DNG
v izokratickém elu¢nim rezimu s 50% vodnym acetonitrilem (v/v) pti vinové délce 280 nm,
jenz poslouzila jako referencni metoda.

Dalsi faktorem, ktery se musi vzit v uvahu je relativn€é malé mnozstvi estrogent ve
srovnani s progesteronem Vv téchto kombinovanych lécich. Metoda tedy musi byt schopna v
jediném kroku stanovit estrogeny v nizkych koncentracich a progesteron ve vysSich
koncentracich. E2 existuje ve dvou izomerech o a B, ktery se pouziva v lécich. Je zadouci, aby
metoda byla schopna oddé¢lit i tyto dva izomery, protoZe izomer a je Vtomto piipadé
kontaminantem [26].

Voltametrické metody byvaji ¢asto vhodné pro rychlé a citlivé stanoveni estradiolu ve
vzorcich, kde se vyskytuje pouze jedna forma aktivni latky. Z davodu stejného
elektrochemického chovani (elektrodové reakce) nelze totiz rozpoznat napiiklad E2 od EE2, a
tudiz u komplexnich 1é¢iv je mozné voltametricky stanovit pouze jejich sumu. Pro dosazeni
nizké citlivosti se preferuji akumulacni kroky (adsorpce na povrch nebo extrakce do vnitiku
elektrodového materialu) v ramci stripping analyzy. Pro méfeni v prutoku Ize provést také
amperometrickou detekci E2 pomoci totoznych elektrod. Optimalni potencial se obvykle
pohybuje kolem +0,8 V v zavislosti na pH nosice s optimalnim pritokem 1,5 ml-min~t [21].

Estrogeny nelze redukovat na kapajici rtut'ové elektrodé (DME), protoze neobsahuji -
nebo B-nenasycené karbonylové skupiny. Nastésti nékteré derivaty estriolu a E2 to umoznuji.
V piipad¢ stripping voltametrie jsou estrogeny elektroaktivni pomoci dusitanu sodného ve
form¢ nitroderivat. Pfedbézné experimenty ukazaly, Ze nitroderivaty estriolu nebo E2 jsou
siln¢ adsorbovany na rtutové elektrody, kdy je mozné redukovat vzniklou nitroskupinu.
Pomoci tohoto jevu je dosahovano extrémné citlivych a rychlych adsorpénich stripovacich
postupt. Tento pfistup je pomérné jednoduchy, protoze neni nutné oddélovat piibuzné

slouceniny, a nitrované estrogeny mohou byt stanoveny piimo ve smési [27].
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2.1.3 Analytické metody v enviromentalni analyze estradiolu

V ekoanalyze se klade velky diiraz predevsim na citlivost vyvinuté metody, ponévadz
i velmi nizké koncentrace estrogent ¢i progesterond (a dokonce i jejich metabolitt) mohou
napachat dalekosahlé skody, pii nichz jiz Casto nelze provést ani sanace kontaminované
lokality. Obsah estrogent ve vodach se procesem ¢isténi odpadnich vod pouze snizuje [28].
Ve vodnich biotopech se estrogeny detekuji na trovni ngl™, a b&né pouzivané
chromatografické metody se tak neobejdou bez nutnosti zakoncentrovani vzorku [4].
2.1.3.1 P¥iprava vzorkii ze Zivotniho prostredi

Po odbéru odpadnich nebo povrchovych vod se vzorky okyseli ptidinim HCI/H2SO4
na pH = 24 a prefiltruji, aby se odstranily suspendované ¢astice, které mohou interferovat.
Vodné matrice Ize filtrovat pfes rizné materidly jako sklenéné vladkno, nylon nebo nitrat
celuldzy, aby se zamezilo ztratdm analytu v dasledku sorpce. Snizenim pH se zabrani
mikrobialni aktivité, a umozni tak jeho uchovani bez zmény slozeni. Biodegradaci vzorku lze
minimalizovat pfidanim azidu sodného. Jako konzervaéni ¢inidlo lze pouzit rovnéz metanol.
Po této predipravé se do vzorka cCasto piidavaji vnitini standardy. Kromé izotopicky
znacenych molekul E2 se pro tyto ucely pouzivaji deuterované slouceniny, jako je ECD
bisfenol [28].

SPE a extrakce kapalina-kapalina (LLE) jsou nejpouzivangjsi techniky pro
zakoncentrovani estrogenti ze vzorkl vody. Tradi¢ni (off-line) technika SPE je casové
naro¢ny proces a rizikem je ztrata analytu a kontaminace vzorku. V moderngjsi on-line SPE
se extrakéni krok pf¥imo spoji s chromatografickou technikou, coz snizuje pravdépodobnost
kontaminace, ztraty analytu, zkracuje dobu piipravy vzorku a zvySuje reprodukovatelnost a
opakovatelnost extrakéniho procesu. Tato automatizace snizuje i potiebny objem vzorku a
rozpoustédel, coz vyrazné snizuje naklady. Pln¢ automatizovanou metodou on-line
SPE/UHPLC-MS/MS je mozné provést analyzu do 15 min s vytéznosti vice nez 70,1 % pfi
vyprodukovani pouhych 2 ml odpadu. Nevyhodou on-line SPE je zdlouhavy proces
optimalizace, ktery predstavuje pro analytiky pomérné velkou vyzvu [4].

Konven¢ni techniky pro zakoncentrovani vzorkt (SPE nebo LLE) vyzaduji velka
mnozstvi rozpoustédel a jsou Casové narocné a tézkopadné. Z tohoto divodu je snaha
vyvinout nové techniky, které budou Setrnéjsi k zivotnimu prostredi a budou vyzadovat méné
rozpoustédel, méné krokli a méné casu. V poslednich letech vedly rtzné Upravy k
miniaturizaci a zjednoduseni SPE. Byly vyvinuty nové analytické metody, vcetné
mikroextrakce na pevnou fazi (SPME), extrakce na disperzni pevnou fazi (DSPE),

(mikro)extrakce na magnetickou pevnou fazi (MSPE), extrakce pevnou fazi, ktera je na bazi
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molekularné imprintovanych polymeri (MISPE), sorpéni extrakce na magnetickém michadle
(SBSE) a extrakce sorpcni tkaninou (FPSE) [4]. Mikroextrakce na sorbentem potaZenou
ty¢inku, ktera je predstavena na Obr. 7 se ukazuje jako velmi u¢inna pii sledovani stopovych
hladin hormond ve vodnich matricich, v¢etné povrchové vody, moiské vody, vody z

vodovodu a odpadni vody [29].
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Obrazek 7. Mikroextrakce na sorbentem potazenou ty¢inku [29].

Tyto mikroextrakéni ty¢inky jsou relativné levné, snadné k piipravé a staci velmi malé
mnozstvi sorbentového natéru. Provedeni je jednoduché: do vzorku vody ve sklenéné baiice
se vlozi ty¢inka potazena sorbentem a konven¢ni teflonové magnetické michadlo. Extrakce se
provadi na magnetické michaci desce. Po mikroextrakci se ty¢inka se sorbentem vyjme cistou
pinzetou, nékolik sekund se susi hadiikem, ktery nepousti vlakna, a analyt se desorbuje
pomoci Smési rozpoustédel acetonitrilu/hexanu/acetonu pii pokojové teploté¢ 60 min.
Nasleduje krok odpafeni rozpoustédla, rozpusténi odparku v Cistém acetonitrilu a analyza
kapalinovou chromatografii [29].

Selektivita technik SPE muze byt zesilena sorbenty na bazi MIP. Pouziva se zde
kyselina methakrylova jako funkéni monomer, ethylenglykoldimethakrylat jako zesit'ujici
¢inidlo, ethynilestradiol jako templat a acetonitril jako rozpoustédlo. Pomérné bézna je i
extrakce magnetickymi ¢asticemi. Povrch téchto ¢astic je modifikovan riznymi biologickymi
materidly, jako jsou protilatky, které diky specificnosti vazby antigen-protilatka umoziuji
jejich pouziti jako biosepara¢niho nastroje.

Aktivovany kal a sedimenty v odpadnich vodach jsou komplexni pevné matrice, které
predstavuji problém pfi stanoveni. Vzorky sedimentu a kalu se ¢isti pomoci SPE pies patrony
silikagelu nebo florisilu s pridavkem NaSOs, ktery vysusi organicky extrakt. Kromé toho se

pouziva oxid kiemicity v kombinaci s aminopropylovym zbytkem, coZz vytvofi Stacionarni
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fazi zasaditého charakteru. Polarni oxidy kfemicité s aminopropylovou vazbou, které jsou
hydrofilngjsi nez oxid kfemicity, zvysSuji potencial sorbentu adsorbovat polarni interference z

nepolarnich extraktd, v nichZ je pfitomny E2 [28].

2.1.3.2 Metody detekce estradiolii ve vzorcich z Zivotniho prostiedi

Detekce a kvantifikace estrogenii ve vzorcich zivotniho prostiedi se provadi
instrumentalnimi  nebo biologickymi metodami. Doposud byla vyvinuta a nasledné
optimalizovéna fada metod pro stanoveni E2 v tomto typu matrice a vétSina z nich jsou
metodiky zalozené na chromatografii. GC spojena s MS a tandemovou MS byla vyvinuta jako
prvni a je stale Siroce pouzivana. Ve vétsing ptipadt byla GC-MS analyza vodnych i pevnych
matric (kald nebo sedimentt) provedena s elektronovou ionizaci. | tak mize byt chemicka
ionizace také pouzita pro stanoveni estrogent v Zivotnim prostfedi. Tato technika je Setrn&jsi
k Zivotnimu prostfedi nez LC, protoZze mobilni faze je nahrazena plynem. GC ma fadu
omezeni. Nepodporuje pfimé analyzy estrogentl, coz vyrazn¢ komplikuje a prodluzuje dobu
ptipravy vzorku. Estrogeny jsou tepelné nestabilni, proto je nutné derivatizace a ptevedeni na
tékavejsi slouceniny. Silylace je nejoblibengjsi metodou derivatizace estrogent. Vysledné
derivaty (silylestery) se vyznacuji vyssi t€kavosti, tepelnou stabilitou a jsou vhodn&jsi pro
GC-MS. Silylace také zvySuje citlivost detekce v hmotnostnim detektoru [4].

HPLC je druha nejpouzivanéjsi metoda pro analytické stanoveni E2 ve vzorcich vody,
kald a sedimentli. Tato technika podporuje pfimé analyzy estrogennich sloucenin bez nutnosti
derivatizace. Metoda také poskytuje mnohem reprodukovatelnéjsi vysledky nez kapilarni
elektroforéza (CE). Nejpouzivanéjsi detektory v HPLC jsou spektrofotometrické detektory a
také detektory diodového pole (DAD), které poskytuji celé absorpéni spektrum zkoumané
slou¢eniny [4]. Pfi LC-MS/MS analyze estrogennich chemikalii v fi¢ni vod¢ a odpadnich
vodich zCOV mize predchozi chemicka derivatizace s dansylchloridem nebo
pentafluorbenzylbromidem zlepsit ionizaci a zvysit méfené signaly (citlivost). Dalsi
derivatiza¢ni ¢inidlo je p-nitrobenzoylchlorid, ktery reaguje s hydroxylovymi a fenolickymi
skupinami E2 za vzniku fluoreskujiciho derivatu. Ve srovnani s GC-MS je metoda
LC-MS/MS citlivéjsi na matricové interference, coz ma za néasledek sniZzeni poméru signalu k
Sumu. Aby se minimalizovaly u¢inky matrice, je nutna selektivni extrakce, pfecisténi vzorku
a ucinna LC separace. Z ioniza¢nich technik je chemicka ionizace v negativnim moédu
dominantni technikou pro stanoveni estrogent v environmentalnich vodnych nebo pevnych
extraktech. Poskytuji nejintenzivnéjsi signaly a vykazuji méné matricovych efektli nez ostatni

techniky ionizace. Ackoli GC-MS, GC-MS/MS i LC-MS/MS jsou schopny monitorovat
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podobné koncentrace analytu, tandemové techniky MS, zejména GC—-MS/MS, poskytuji nizsi
limity detekce a jsou selektivnéjsi, ¢imz zabranuji faleSné¢ pozitivni identifikaci.
Mezilaboratorni srovnani analytickych metod prokazalo, ze nejlepsi technika je zalozena na
LC-MS/MS v kombinaci s kalibra¢ni technikou izotopového zfed’'ovani. Meze detekce (LOD)
ziskané chromatografickymi technikami s detekci MS jsou obecné v jednotkach ng-1t pro
kapalné matrice a ng-g * pro pevné latky [28].

Na druhé strané¢ metody elektrochemické detekce umoziiuji dosaZeni stejné nizkych
limitt detekce, jako jsou limity uvadéné pro techniky MS (tj. na hladinach ng-1?), a to za
velmi nizkou cenu instrumentace. Ptimé elektrochemické stanoveni E2 ve vzorcich
z zivotniho prostfedi neni mozné bez zakoncentrovani. Elektrochemicka oxidace estrogennich
slou¢enin na povrchu elektrody ale pfitahuje zajem analytikti nejen kvuli nizkym pofizovacim
nakladtim, vyhodou je i jednoducha obsluha, pienosnost, vysoka citlivost a rychla odezva. Pro
dosazeni vyssi citlivosti pak elektrochemicka detekce obvykle probiha pomoci pulsni
techniky.

V dnes$ni dobé je popularita elektromigraénich technik na vzestupu kvili jejich
vyhodam, jako je maly objem vzorku, minimalni spotieba ¢inidel, kratkd doba analyzy a
vysoka separacni uc¢innost. Analyza estrogenti pomoci CE se ovSem vyznacuje méné
uspokojivou opakovatelnosti nez v ptipadé HPLC. Pro stanoveni estrogent ve vzorcich vody
Ize pouzit micelarni elektrokinetickou chromatografii spojenou s MS, jez zvladne tplnou
separaci estrogenti do 11 minut a hodnoty LOD jsou v rozmezi 8801100 ng-17* [4].

Zatimco instrumentalni analyza vzorkd Zivotniho prostfedi muize umoznit identifikaci i
kvantifikaci jednotlivych cilovych sloucenin, biologické techniky lze pouzit ke stanoveni
celkové endokrinné-disruptivni aktivity. V ptipad¢ estrogennich latek se tato aktivita obecné
vyjadiuje jako tzv. celkova estrogenita. Stanoveni estrogenity nam poskytuje dalsi dulezité
informace o vzorku. Klasické analytické metody totiz neberou v tivahu potencialni interakce
mezi slouceninami nebo pifitomnost sloucenin, které ackoli nejsou znamy, mohou mit vliv na
celkovou estrogenni aktivitu. Rozeznavame dva druhy téchto testl: in vivo a in vitro. Bézné
pouzivané in-vitro biologické testy vyuzivaji specialné geneticky modifikované kvasinky, a
chemicky aktivovanou luciferdzu reagujici na estrogen. Testy na bazi kvasinek jsou méné
citlivé na nesterilni podminky, nez testy zaloZzené na pouziti bunéénych linii savcti nebo ryb.
Celkova estrogenita hodnocena biologickymi testy se obecné vypocita srovnanim s aktivitou
ptirozeného estrogenu E2 a pievede se na ekvivalent estradiolu (EEQ). LOD se pohybuji od
0,02 do 0,68 ng-I"t EEQ pro kapalné matrice a 0,04 ng-1"* EEQ pro sedimenty [28].
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Imunotesty, jako je enzymova imunosorp¢ni analyza (ELISA) a chemiluminiscen¢ni
enzymova imunoanalyza (CLEIA), Ize také pouzit ke stanoveni estrogeni ve vodach ¢i jinych
vzorcich. Imunologické testy jsou nakladné, snadno se pouzivaji a maji Siroké pouziti. Tyto
techniky neumoziuji soucasné stanoveni vice slou¢enin a mohou byt omezeny zkiizenou
reaktivitou. Kombinace instrumentalnich a biologickych nastroji je cenna a zadouci, protoze

v

mize poskytnout komplexngjsi informace [28].

2.1.4 Estradiol v klinické analyze

Pokud jde o biologické matrice, E2 se stanovuji hlavné v plazmé a tkanich savci
(vCetn¢ lidi), ryb a bezobratlych. Analyza endogennich estrogend je naro¢na kvuli jejich
nizkym koncentracim. Navic se jejich hladiny snizuji s vékem a pfi nékterych onemocnéni,
jako jsou kardiovaskularni onemocnéni a diabetes mellitus 2. typu. Rozsah koncentraci E2
cirkulujici v krvi je 18-915 pmol-I"1. Specifické stanoveni E2 je naro¢né kvili pfitomnosti
izomerd E2 a jinych steroidu v biologické matrici, které pti stanoveni interferuji [30].

Nicmén¢ kvantifikace E2 v tkanich a biologickych tekutinach je nezbytna pro kontrolu
spravné hladiny v téle a predejiti tak zdravotnim problémim nebo pro odhaleni mozné
interakce peroralni antikoncepce se soubézné podavanymi léky. Naptiklad pfitomnost téchto
latek v srsti skotu je jasnym dikazem zneuZivani steroidd V hospodaiském primyslu.
Analyzuje se ale také i1 plazma ¢i tkané vodnich Zivocichl, a to za Ucelem zjiSténi miry
bioakumulace estrogenti. Analyzou estrogent v télech vzdusného hmyzu (bezobratlych) je
pak mozné odhalit, zda konzumaci vody a vodnich zivoCichi (s pozitivnim nalezem

estrogentl) probiha ptenos téchto latek do suchozemskych Zivocichu [28].

2.1.4.1 Priprava vzorku ke klinické analyze

Schematické znazornéni zpracovani biologickych vzorkd ke stanoveni E2 a EE2 je
prezentovano na Obr 8. Vzorky plazmy a séra se obecné upravuji pomoci LLE po ptidani
odpovidajicich vnitfnich standardd. Protoze vétSina analytickych technik pro stanoveni
estrogent vyuziva detekci MS, jsou vnitini standardy casto izotopicky znacené (deuteriem
nebo *3C) cilové analyty. Pro LLE estrogenii se pouziva nékolik rozpoustédel, jako je methyl-
terc-butylether nebo ethylacetat, nebo smési rozpoustédel, jako napiiklad diethylether/hexan
(70:30, v/v), dichlormethan/methanol (2:1, v/v) nebo hexan/ethylacetat (75:25, viv). Po
extrakci se organicka a vodna faze obecné odd¢li odstfedénim.

Klinické vzorky bohaté na bilkoviny, jako je matefské mléko, se musi nejprve
podrobit kroku precipitace a separace bilkovin. Ziskany supernatant se nasledné extrahuje

bud’ tradicni technikou LLE smési rozpoustédel dichlormethan/methanol nebo
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miniaturizovanymi technikami, jako je mikroextrakce v kapalné fazi pomoci dutého vlakna s
pouzitim 1-oktanolu jako extrakéniho rozpoustédla. S oblibou se vyuzivaji duta vlakna z
oxidu kfemicitého potazena MIP, jez slouzi k zadrZeni/oddéleni estrogent ze vzorku, a to i v
on-line rezimu. Lze také vyuzit mikroextrakci zaloZenou na tvorbé disperzniho systému.

Pevné biologické vzorky, jako jsou lidské a zvifeci tkané, jsou komplexni matrici
vyzadujici nejprve homogenizaci s organickymi rozpoustédly nebo pufrovacimi roztoky.
Homogenat se pak muze bud’ podrobit gelové permeaéni chromatografii na odstranéni lipida
z tkani, nebo extrakci za pouziti riznych technik, jako je extrakce dichlormethanem za
zvysené teploty a tlaku, ¢i matricova disperze na pevné fazi s adsorbentem C8 a eluci smési
rozpoustédel methanol/aceton. Dale se k ¢isténi tkanovych extraktt pouziva i dvourozmérna
kapalinova chromatografie. Extrakty se vkladaji do ptedkolony snaplni RAM (material s
omezenym pfiistupem), kterd pracuje v tandemu s kolonou C18. RAM se také pouziva k
odstranéni proteini ve vzorcich mozkomisniho moku. Pro vyssi vytéznost vsak mohou byt
homogenaty pred extrakci navic jesté lyofilizovany [28].

Vsechny extrakty z kapalnych i pevnych vzorki lze dale Cistit a zakoncentrovavat
pomoci SPE a SPME. Tento postup Ize provadét s riznymi sorbenty a eluenty. E2 a EE2 jsou
hydrofobni slouceniny, a proto je lze ¢istit pomoci nepolarnich sorbentd. Pouzivaji se i
inovativni pevné faze, jako je celulézova tkanina. Mozné je i postupné ¢isténi pomoci
patronek s aminopropylem vazanym na oxid kfemicity, které jsou vzhledem ke svym
polarnim funkénim skupindm mnohem hydrofilngjsi nez klasické oktadecylsilikagelové faze,
a tedy Gc¢inné pro odstrafiovani polarnich interferentti [28]. Dale se pouziva sorp¢ni extrakce

na michadle Tyto techniky minimalizuji objem rozpoustédel na aroven mikrolitra [31].

Vzorky bohaté na bilkoviny Plasma o o
(mate¥ské mléko) T a Lidské a zvifeci tkané

sérum

Precipitace a separace :
bilkovin Homogenizace s
( . ) organickymi rozpoustédly
entrifugace
| | }
(< Lyofili Extrakce za pomoci
HF-LPME DLLSME LLE —>| SPE [+ | "€ —| ASE mph
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Obrazek 8. Schematicka strategie zpracovani biologickych vzorku [28].
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2.1.4.2 Metody detekce estradiola v klinickych vzorcich

Pro stanoveni estrogeni v télnich tekutinach existuje nékolik metod, které jsou shrnuty
v Tab. 7. Imunoanalyza se po mnoho let jevila zlatym standardem pro kvantifikaci estrogent
v séru nebo plazmé¢. Tato technika je ale casové naro¢na a nachylna ke kontaminaci, coz mize
mit za nasledek nizkou pfesnost a omezenou citlivost. Metody souvisejici s protilatkami casto
vyzaduji samostatny test pro kazdy biomarker, tj. nelze stanovit vice hormont najednou.
Proto se stale castéji ke stanoveni estrogenti v biologickych vzorcich pouzivaji
chromatografické metody spojené s MS i tandemovou MS detekei, Které se vyznacuji
vysokou specifitou, nizkymi LOD (idealné pg-g~* ptipadné pg-ml™?), moznosti soucasné
analyzy vice sloucenin. E2 a EE2 lze pfitom pomérné jednoduse ionizovat elektrosprejovou
ionizaci, chemickou ionizaci za atmosférického tlaku i fotoionizaci za atmosférického tlaku
[28]. Jelikoz estrogeny nejsou piili§ tékavé ani dostateéné termostabilni, piedstavuje HPLC
nejpouzivanéjsi analytickou techniku pro stanoveni estrogenti v klinickych matricich [30].

Mezi dal$i casto pouzivané techniky patii CE, micelarni elektrokineticka
chromatografie, biosenzory, HPLC s fluorescenéni detekci, modifikované elektrochemické
senzory, elektro-chemiluminiscence a chronoamperometrie.

Tabulka 7. Analytické metody stanoveni E2 a EE2 v télnich tekutinach [28].

Vzorek Piiprava vzorku Derivatizace  Analyticka technika

Plazma LLE smési diethylether:hexan — LC-MS/MS
(70:30, v/v), SPE na C18
sorbent a eluci  smési
methanol:voda (75:25, v/v)

Sérum LLE methyl-terc-butyleterem  — LC-MS/MS
srazeni acetonitrilem, — CE s UV detekci pti
odstred’ovani, SPE na MIP 210 nm
sorbent a eluci methanolem
Mozkomis$ni mok  Centrifugace, dansylchlorid, LC-MS/MS
60 °C, 15 min

2.2 Elektroanalytické metody v monitorovani estradiolu

Objektem zajmu elektrochemie je studium elektrodovych reakci v roztocich a
taveninach, jenz se oznacuji jako elektrolyty. Analyty (v tomto piipadé estrogeny) se oznacuji
jako depolarizatory, nebot” béhem své anodické oxidace odevzdavaji elektrony z m orbitalti
(konjugovany systém dvojnych vazeb) za vzniku kation radikald, jenz podléhaji dal§im
reakcim. Mnozstvi proslého ndboje pfimo odpovidd mnoZzstvi preménéného estrogenu, tedy
jeho koncentraci (c) v elektrolytu. Nicméng, literatura uvadi dvé rizné reakéni cesty anodické

oxidace E2. Tudiz bylo nutné v této diplomové praci se alesponn pokusit objasnit (detailngji

38



popsat) elektrodové chovani E2 (potazmo EE2) a dienogestu (DNG), jenz byva ve
farmaceutickych ptipravcich rovnéz ptitomen spolecné s estradioly.

VétSina praci tykajicich se stanoveni E2 v biologickych vzorcich a farmaceutickych
ptipravcich je zalozena na HPLC a RIA. Piestoze jsou tyto metody citlivé a specifické, jsou
také ekonomicky nakladné a ¢asové naro¢né. Naproti tomu elektrochemické metody mohou
predstavovat jistou alternativu, vhodnou predevsim ve farmaceutické analyze, kde ptitomna
matrice (plniva, pojiva, rozvoliiovadla, vlh¢iva atd.) nerusi samotné stanoveni. Obecné plati,
7e elektroanalytické metody jsou rychlé a levné, a kvuli tomu Se spiSe uplatiiuji jako
screeningové testy. V kritickych situacich, aniz by bylo vyZzadovano -centralizované
laboratorni testovani, napft. pti kontrolach kvality vody a zivotniho prostiedi, je jejich vyznam
nepopiratelny. Konkrétné pii analyze E2 nebo EE2 ve vodé je nutné vzorek nejprve
zakoncertovat pomoci vhodné techniky zdavodu jejich velmi nizkych koncentraci
[32,33,34,35]. Konkrétni elektroanalyticka metoda pouzita v praktické ¢asti této diplomové
prace je voltametrie a jako vzorky se zkoumaji riizna farmaceuticka 1é¢iva s obsahem E2 nebo
EE2 spolu s DNG. Z elektroanalytického hlediska pievladaji spiSe voltametrické metody na
slozit¢ modifikovanych elektrodach ve vodnych prostiedi. Z diivodu nizké rozpustnosti E2 a
EE2 (3,6 mg-1"! pii 27 °C) a nerozpustnosti DNG ve vodg, byla snaha v této diplomové praci
provadét méfeni v Cisté organickych rozpoustédlech na holych uhlikovych elektrodach, a to
vse za ucelem vyvinout jednoduchou elektroanalytickou metodu pro monitorovani estrogenti

a DNG (progesteronu) v antikoncepci.

2.2.1 Potenciometrické snimani estrogenti

Pfestoze je tato diplomova prace vénovana piedev§im voltametrickému Stanoveni
estrogent, je nutné z metodologického (vyvojového) hlediska uvést i potenciometrické
indikaéni senzory, oznaCované jako iontové selektivni elektrody (ISE), jenZ maji vysokou
afinitu k cilovému analytu. Tato vysoka afinita je zpusobena pfitomnosti predem
definovanych specifickych rozpoznavacich dutin pfitomnych ve skeletu polymerni
membrany. V pfipad¢ potenciometrického snimani E2 se vyuZziva pro pfipravu MIP membran
funkéni monomer (methakrylova Kkyselina) a sitovadlo (ethylenglykoldimethakrylova
kyselina).

Z praktického hlediska se sleduji zmény membranového potencialu indukované
disociovanym E2 v tlumivém roztok 50 mmol-I" uhli¢itanového pufru o pH = 10,5. Tyto ISE
vykazuji $iroky linearni rozsah stanoveni, vysokou mechanickou stabilitu, selektivitu a

presnost, rychlou odezvu (<10 s) a nizky limit detekce 1,5 pmol-I"* E2. Aviak u biologickych
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vzorklli miize dochazet k nezddouci adsorpci pifitomnych latek z matrice, coz Casto vede ke
Spatné reprodukovatelnosti méfeného signalu. K zamezeni uc¢inku matrice lze pouzit nafedénti,
jenz muze byt u klinickych vzorkd problematické. Tyto senzory se uspé$né pouzivaji pro
stanoveni E2 v nékterych télnich tekutinach, ale pfedevSim v analyze farmaceutickych

ptipravki, dnes jiz pii rutinnich stanovenich [33].

2.2.2 Voltametrické stanoveni estrogenit

Voltametrii Ize definovat jako elektrochemickou techniku zalozenou na méteni proudu
Vv zavislosti na zméné potencidlu pracovni elektrody pii elektrolyze analyzovaného roztoku.
Jelikoz v praxi pievladaji elektrody s velkou pracovni plochou, pouziva se konven¢ni
tiielektrodovy ¢lanek se systém, jenz se sklada z pracovni, referentni a pomocné elektrody.
Jakoz to referentni elektrody se osvéd¢ily kalomelova (Hg/Hg2Clo]3 mol-I™t KCI) a
chloridostibrna (Ag|AgCI|3 mol-I™? KCI) elektroda. V piipadé pomocné elektrody bohaté
postaci pouzit jakykoliv inertni materidl, jmenovité platinovy drét ¢i pliSek, grafitovou tycku,
ocelovy hrot. Vybér materidlu pomocné elektrody zavisi vzdy jen na chemické stabilité
v daném pracovnim roztoku.

EE2 je synteticka forma E2, ktera se vyskytuje zejména v antikoncepcnich
ptipravcich, které jsou pfedmétem voltametrického méteni této diplomové prace. E2 i EE2
jsou elektroaktivnimi slou¢eninami [36], jenz se lisi pfitomnosti nitrilové skupiny, jenz nema
zadny vliv na anodické chovani obou forem. Na zakladé tohoto faktu, l1ze zcela ur€ité
predpokladat totozné elektrochemické chovani. Tudiz je az prekvapivé, ze se literatura
v tomhle ohledu rtizni (porovnejte reakce na Obr. 9 a 10).

Literatura uvadi, ze v obou pfipadech je oxidacni proces fizen difGizi a je nevratny
[36], piicemz elektrooxidace E2 se tcastni stejny pocet elektrond a protont, jak je zobrazeno
na Obr. 9 [21]. Odezva E2 se pozoruje pii +1,1 V az +1,15 V. EE2 se také oxiduje v poméru
elektronti a protont 1:1, ale dochazi zde k pfenosu dvou elektront a dvou protont, jak je
ziejmé z Obr. 10 a jeho odezva se pozoruje pii +1,2 V. Pokud by tomu tak bylo, tak za
stejnych podminek, by mél EE2 dvojnasobné¢ vyssi naméfené proudy. Tento predpoklad a
nesrovnalost uvadénych reakci je rovnéz predmétem experimenti uvedenych v praktické

¢asti.
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Obrazek 10. Navrhovany elektrochemicky oxida¢ni mechanismus EE2 [36].

Kombinované antikoncep¢ni piipravky neobsahuji pouze EE2, ale také DNG. Je tedy
nutné také uvést jeho predpokladané elektrochemické chovani (elektrodovou reakci).
Oxida¢ni mechanismus, ktery je zobrazen na Obr. 11 zavisi na cyklohexanovém kruhu, ktery
ma vysokou progestogenni uc¢innost DNG [34]. Odezva DNG na uhlikovych elektrodach se
pozoruje piiblizné pti +1,45 V. Na zaklad¢ relativné dostate¢né odlisnych potenciala
anodickych piku (Ep?) by bylo mozné simultanné stanovit jak estrogeny (sumu E2 a EE?2), tak
I progesterony (DNG) v kombinovanych farmaceutickych ptipravcich.

Obrazek 11. Navrhovany elektrochemicky oxidacni mechanismus DNG [34].

Béhem poslednich desetileti doslo k pokroku a vyvoji voltametrickych metod
pouzivanych pii stanoveni E2. Vhodné vlastnosti senzorli zahrnuji velky povrch, vysokou
rychlost pfenosu naboje a specifické interakce s cilovymi analyty. Elektrochemické metody

vykazuji analyticky vykon, ktery je statisticky srovnatelny s chromatografickymi metodami,
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pti¢emz maji zna¢né vyhody [36]. Voltametrie se vyznacuje kratkou dobou analyzy, ¢asove
nenaro¢nou piipravou vzorku a nizkym detekénim limitem. Diky tomu je tato metoda vhodna
pro rychlé, jednoduché a piesné stanoveni E2 ve farmaceutickych 1é¢ivech. Porovnani limitd
detekce E2 ruznych voltametrickych metod jsou uvedena v Tab. 8 [21]. Mize byt az k tdivu,
ze pomoci malo citlivé linearni voltametrie (LSV) a zni odvozené cyklické voltametrie (CV)
bylo mozné dosahnout ultrastopovych hodnot LOD, dokonce niz§ich nez za pouziti citlivych
pulznich technik, jmenovité diferen¢né pulzni (DPV) a square-wave voltametrie (SWV). Co
se tyCe elektrodovych materiald, tak se osved¢ili piedevsim povrchové modifikace elektrody
ze skelného uhliku (GCE). Bohuzel, zfejmé kvili nizké rozpustnosti E2 a EE2 v disté
vodnych pracovnich mediich, jenz miize mit za pfi¢inu pasivaci slozitého elektrodového
materialu, neni mozné obdrzet Siroky linearni rozsah, ve kterém by bylo mozné kvantifikovat

obsah estradiolii, coz muze ¢init znaéné obtize pii realné analyze 1&Civ.

Tabulka 8. Srovnani voltametrickych metod ve stanoveni E2 a EE2 [21].

Senzor Technika  Linearni rozsah (nmol-1™) LOD (nmol-1?)
PEDOT/AuUNP/GCE SWv 0,1-100 0,02
RGO-DHP/GCE LSV 400-2x10* 77
HMDE DPV 50-2x103 10
CNT-Ni(cyclam)/GCE SwWv 500-4x10* 60
MWNTs-Nafion/GCE SWv 250-1x10* 10
Nafion/GCE LSV 25-1,5%10° 1

GCE DPV 4x10*-1x107 120
Al,03NPs/GCE LSV 400-4x10* 80
CCh/WGE SWv 4x10°-4x10* 400
MNA/PtNPs/GCE DPV 30-5x10* 16
ErG/AuNP/ITO CVv 1x107*-1x10° 1x107°
VS2-Au/GCE DPV 1x1072-10 1x1072

Poznamka: CV; cyklicka voltametrie, DPV; diferenén¢ pulzni voltametrie, HMDE; visici
rtutova kapkova elektroda, LSV; linearni voltametrie, NPs; nanocastice a SWV; square-wave
voltametrie.
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2.2.3 Amperometrie a biosenzory

Pti amperometrii se na pracovni elektrodu vklada konstantni potencial, pii kterém
dochazi k elektrochemické pifeméné analytu (oxidaci nebo redukci). P¥i amperometrii se méfti
elektricky proud protékajici ¢lankem (i) v zavislosti na ¢ase (t). Velikost proudu je piimo
umérna koncentraci analytu. Amperometrické stanoveni E2 se provadi nejcastéji na GCE a
jejich modifikacich. Optimalni potencial se voli kolem +0,8 V, v zavislosti na pouzitém
pracovnim médiu, konkrétné na pH, nebot’ se jedna z jistého thlu pohledu o fenolickou latku
(slabou organickou kyselinu). Aby byla zajisténa Uplna stabilita roztoku pii metodé
standardniho ptidavku, Casovy interval pted kazdym ptidanim E2 trva ptiblizné 25 s. [21].
Amperometrie je dynamicka metoda, kde dochazi k pohybu pracovniho média, jenz privadi
analyt k povrchu elektrody a zas odmyva vzniklé produkty elektrodové reakce (nedochazi
k difuzi jako u statické voltametrie).

Mezi vyhody elektrochemickych biosenzort lze zatadit robustnost, Siroky linearni
rozsah, nizkou cenu, jednorazové pouziti, snadnou obsluhu, miniaturizaci, nizkou
energetickou naro¢nost atd. V soucasnosti je navrzeno nékolik biosenzorl pro stanoveni E2,
které se pouzivaji zejména u biologickych vzorku. Jeden z moznych piistupi je zalozeny na
aptamerech E2 zakoncenych thiolovou skupinou s pouzitim komplementarni DNA cilené na
nenavazany aptamer E2 — kompetitivni Systém. Dal$im je technika, ktera pouziva fragment
rekombinantniho lidského estrogenniho receptoru — biosenzor zalozeny na kompetitivnim
vytésiovani kumestrolu, fluorescen¢niho fytoestrogenu [28].

Stale se vyviji nové metody s co nejvétsi selektivitou a citlivosti, jako je Systém
zalozen na vodivém polymeru a platinové elektrodé¢ modifikované kienovou peroxidazou
(HRP). Miniaturni estradiolovy biosenzor se konstruuje pomoci imobilizace HRP v
elektroaktivnim povrchu elektrody pokryté elektrovodivym polymerem: poly(4,7-bis(5-(3,4-
ethylendioxythiofen) thiofen-2-yl) benzothiadiazol). Takto pfipravena elektroda se pienese do
elektrochemického ¢lanku obsahujiciho fosfatovy pufr o pH =7, kde je pfidano dané
mnozstvi HRP, pyrokatecholu (H2Q), H202 a E2. H2Q a E2 jsou oba kosubstraty enzymu. V
ptitomnosti H»>O. katalyzuje HRP oxidaci H>Q na benzochinon (Q) a E2 na dany
produkt. Elektrochemicka odezva systému je pfimo umérna koncentraci H2Q a nepfimo
umérné koncentraci E2 ve vzorku. Takto zkonstruovany biosenzor, ktery je znazornén na
Obr. 12, prokazuje vhodnou citlivost a selektivitu v Sirokém linearnim rozsahu od 0,1 az do
200 pmol-I™t s detekénim limitem 105 nmol-I™t. Tato metoda je vhodna i pro detekci E2 v
pfitomnosti potencialnich interferujicich latek (kyselina askorbova, estriol, estron, kyselina

mocova a cholesterol), které zde necini problém [37].
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Obrazek 12. Schéma biosenzoru na bazi enzymu HRP pro detekei E2 [37].
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EXPERIMENTALNI CAST
3 Metodika

Laboratorni postup je nedilnou soucasti kazdého vyzkumu tak, aby mohly byt zminéné
experimenty zopakovany, poptipadé upraveny. Cilem této kapitoly je tudiz poskytnout
podrobny popis jednotlivych krokti analyzy, pouzitych chemikalii, pfehled a uprava
vybranych farmaceutickych vzorki, instrumentace a vycet optimalnich pracovnich podminek.
Krom¢ toho je nutnosti kazdé veédecké prace statistické hodnoceni ziskanych

experimentalnich dat tak, aby se mohly vysledky analyzy spravné interpretovat.

3.1 Chemikalie a reagencie

Analytické standardy 17p-estradiolu, 17-a-ethinylestradiolu a dienogestu (vSechny s
Cistotou >98 %) byly zakoupeny od spolec¢nosti Merck (Darmstadt, Némecko). Organicka
rozpoustédla jako methanol, ethanol, aceton a acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), (vSechny s Cistotou > 99,8 %) byla testovana pro voltametrickou analyzu hormoni.
Elektrolyt ptidavan do téchto rozpoustédel byl bezvody chloristan lithny s ¢istotou 99.99 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Mobilni faze u HPLC byla slozena z acetonitrilu
stejné Cistoty (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a vysoce Cisté vody o elektrickém odporu
18,3 MQ cm ziskané z jiz deionizované vody pres &istici systém Milli-Q® od spolecnosti

Merck Millipore (Billerica, MA, USA).

3.2 Farmaceutické vzorky

Zkoumanymi vzorky byly farmaceutické vyrobky komeréné dostupné na lékaisky
predpis v Ceskych lékarnach. Zatimco dva vzorky predstavovaly kombinovanou peroralni
antikoncepci obsahujici dva typy zenskych pohlavnich hormoni — ethinylestradiol (ze
skupiny estrogentl) a dienogest (ze skupiny progestinti) — v koncentracich 0,03 mg a 2 mg na
tabletu (vzorky Mistra a Bonadea), které jsou zobrazeny na Obr. 13 a 14. Tieti vzorek byl
produkt hormonalni substitu¢ni terapie obsahujici 2 mg estradiolu na tabletu (Estrofem), ktery
je zobrazen na Obr. 15. Dalsimi slozkami téchto 1€k jsou monohydrat laktozy, kukufi¢ny
Skrob, povidon, hypromelosa 2910, hyprolosa, mastek, draselna sul polakrilinu, sodna stl
karboxymethyl skrobu, stearat hotecnaty, polyvinylalkohol, oxid titani¢ity, makrogol 3350 a

hydrogenovany bavlnikovy ole;j.
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Obrazek 15. Vzorek ¢. 3: Estrofem (2 mg E2 na tabletu).
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3.3 Pristrojové vybaveni

Vsechna elektrochemicka méfeni byla provedena v konvencnim tiielektrodovém
uspotadani. Ten se skladal z jedné z testovanych pracovnich elektrod, jmenovité elektroda ze
skelného uhliku (GCE), zlata elektroda (AuE), platinova elektroda (PtE), nevodna uhlikova
pastova elektroda (CPE) sobsazenym tenzidem (SDS) a borem dopovana diamantova
elektroda (BDDE). Kromé planarni BDDE s aktivni plochou 3 mm vyrobené Slovenskou
technickou univerzitou (Bratislava, Slovensko) vsechny ostatni elektrody piedstavovaly
konvenéni diskovou konfiguraci o stejném priméru aktivni plochy (3 mm) od spole¢nosti
Metrohm (Praha, Ceska republika), pfi¢emz nasycena kalomelové elektroda (SCE) slouzila
jako referentni a PtE jako pomocna. Tento elektrodovy systém byl pfipojen k
potenciostatu/galvanostatu Autolab PGSTAT101 ovladanému pomoci softwaru Nova verze
1.11 od spole¢nosti Metrohm (Praha, Ceska republika).

HPLC systém byl vybaven dvéma binarnimi gradientovymi cCerpadly LC-30AD,
odplyfiovacim zafizenim DGU-20 AS, detektorem diodového pole SPD-M30A (vse
Republic), Sesticestnym injekénim ventilem s 2 ul vné€jsi smyckou (Valco Instruments,
Schenkon, gvycarsko) a kolonou Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm, castice 2,7 pm,
Supelco, Bellefonte, USA). Separace byla provadéna v izokratickém elu¢nim rezimu s 50%
vodnym acetonitrilem (v/v) pfi pritoku 0,5 ml'min! a teplot& kolony 30°C. DAD detektor
zaznamenaval chromatogramy pii vlnové délce 280 nm. Kazdé méfeni bylo opakovano

minimalné tfikrat.

3.4 Priprava nevodné pastové elektrody

Nevodna pastova elektroda byla piipravovana z chemicky cisténého piirodniho
grafitového prasku (typ RWB) s velikosti ¢astic 10-25 pm potizeného od Ringsdorff-Werke
(Bonn, Germany). Jako pojivo uhlikové pasty byl pouzit mineralni olej (MO) od Merck
KGaA (Darmstadt, Némecko). Modifikatorem pro tuto specifickou pastu byl zvolen dodecyl
siran sodny rovnéz od Merck KGaA (Darmstadt, Némecko). Uhlikovy prasek, mineralni olej
a tenzid byly smichany v poméru 60:20:20 (w/w/w) Vv porcelanové tieci misce a tlouckem
homogenizovany do kompaktni hmoty. Vznikla uhlikova pasta byla poté plnéna Spachtli do
teflonového elektrodového drzaku opatfeného kovovym pistem, jenZ slouzil k elektrickému

zapojeni [38]. Vysledna CPE je zobrazena na Obr. 16.
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Obrazek 16. CPE modifikovana tenzidem.
3.5 Obnovovani povrchu u pracovnich elektrod

Pred kazdym experimentem byl povrch pevnych elektrod (GCE, PtE a AuE) vylestén
pomoci disperze oxidu hlinitého (s velikosti ¢astic 1 pum) ve vodé na lestici podlozce po dobu
jedné minuty, poté peclivé omyt nejdiive proudem destilované vody, nasledné pouzitym
organickym rozpoustédlem, a nakonec vysusen filtraénim papirem. Povrch BDDE byl pouze
vzdy oplachnut proudem organického rozpoustédla (stejné jako pracovni médium), zatimco
povrch nevodné CPE byl obnovovan vytlatenim malého mnozstvi elektrodového materialu

(pasty) a naslednym lesténim o suchy filtra¢ni papir z divodu ptfitomnosti tenzidu.

3.6 Priprava roztoki

Pro voltametrickou analyzu se ptipravily 10 ml zasobni roztoky E2 ve v§ech pouzitych
organickych rozpoustédlech (aceton, acetonitril, metanol, ethanol) o koncentraci 0,01 mol-1-2.
Zasobni roztok EE2 a DNG byl pfipraven pouze v acetonitrilu o koncentraci 0,01 mol-I™t
s totoznym elektrolytem v objemu 2 ml u EE2 a 1 ml u DNG. VySe zminéna rozpoustédla
s piitomnosti bezvodého chloristanu lithného o koncentraci 0,1 mol-I™? se testovala b&hem
optimalizace elektrochemické detekce pomoci cyklické a square-wave voltametrie. Pro HPLC
analyzu byly 10 ml zasobni roztoky E2, EE2 a DNG pfipraveny v Cisttm MeCN
o koncentraci 1 g1, Pokud bylo nutné, jednotlivé zasobni roztoky se patfi¢né naiedily a

uchovavaly v temnu v lednici.

3.7 Priprava vzorku k analyze

Pro elektrochemickou i HPLC analyzu, bylo nejprve zvazeno 5 tablet od kazdého
1é¢iva a poté byly rozdrceny na prasek v keramické tieci misce. Poté se z vysledného prasku
vzala navazka odpovidajici hmotnosti jedné tablety, aby se alesponn castecné ziskal
reprezentativni vzorek. Pfislusny podil praskového vzorku byl rozpustén v objemu 10 ml
acetonu (&i acetonitrilu; MeCN) s 0,1 moll1™t LiCIO4 (elektrolyt) pro SWV. Pro HPLC
analyzu byl vzorek rozpustén pouze v 10 ml ¢isttho MeCN. Samotné rozpousSténi se

uskutec¢iovalo v ultrazvukové lazni po dobu 10 min. Poté byl vzorek zfiltrovan pies nylonové
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injekéni filtry (0,45 um, 25 mm; Merck). Pfed analyzou byly vzorky v ptipad¢ potieby dale

ziedény a uchovavany v temnu v lednici.

3.8 Pracovni podminky

3.8.1 Parametry cyklické a square-wave voltametrie

Vsechna méteni se provadéla v 50 ml voltametrické sklenéné nadobce pti laboratorni
teploté 25 °C. Voltametrickd méfeni S testovanymi pracovnimi elektrodami se uskute¢iovala
v &istych organickych rozpoustédlech (nebo s p¥imési vody) obsahujici vzdy 0,1 moll™
LiClOs. Podminky CV pro tti cykly byly zvoleny nasledovné: potencialovy rozsah od +0,2 V
do +1,8 V, skokovy potencial (Esep) 5 MV a rychlost skenovani 0,05 V-si. Optimélni
parametry SWV pro elektrochemickou detekci E2, EE2 a DNG v IéCivech byly zvoleny
nasledujici: potencialovy rozsah od +0,6 V do +1,6 V, skokovy potencial (Esep) 5 mV,
potencial amplitudy (Eampt) 30 mV-s* a frekvence 10 Hz. Povrch GCE elektrody byl po kazdé
analyze vzorku vylestén dle postupu uvedenym vyse. Pro kvantifikaci sledované latky byla
zvolena metoda kalibra¢ni k¥ivky Vv koncentragnich rozsazich 5-200 mol-1! E2, 10-100
mol-1"t EE2, 20-100 mol-I"* DNG.

3.8.2 HPLC analyza

Chromatografické podminky se po optimalizaci zvolily nasledujici: kolona C18
(150 x 3,0 mm, ¢astice 2,7 um), izokraticky elu¢ni rezim s 50% vodnym acetonitrilem (v/v)
pfi pritoku 0,5 ml'-min™* a teplot& kolony 30°C, vstiikovaci objem 2 pl a spektrofotometricka
detekce pri vinové délce 280 nm. Pro kvantifikaci sledované latky byla opét zvolena metoda
kalibraéni kfivky v koncentraénim rozsahu 5-200 mol-1"t pro E2, EE2 i DNG.

3.9 Statisticka analyza

Analyza modelovych a tii realnych farmaceutickych vzorka byla provedena vzdy v
péti opakovanich (n=5). Vysledky byly vypolteny a prezentovany jako intervaly
spolehlivosti ¥ + sti/Vn, kde X je aritmeticky pramér, s smérodatna odchylka a ti-o kriticka
hodnota Studentova (t-rozdéleni) pro 5 (4 stupné volnosti) opakovani méfeni (2,776) na
hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 (95% pravdépodobnost). Nakonec byla pomoci analyzy dat
pouzitim softwaru Microsoft Excel 2016 stanovena vyznamnost prisec¢iku y kalibra¢ni kiivky

sestavené z pruméru péti opakovanych méteni na GCE [39].
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4 Vysledky a diskuse

Cilem diplomové prace bylo vyvinout jednoduchou, rychlou a spolehlivou
screeningovou analytickou metodu pro stanoveni E2, syntetickétho EE2 a DNG ve
farmaceutickych piipravcich, jenz by vyuzivala jejich elektrochemickych vlastnosti, v uz§im
slova smyslu jejich elektrodovou oxidaci. Vyvoj této elektroanalytické metody zahrnoval
slozitou optimalizaci pracovnich podminek a nezbytnou validaci, vcetné porovnani

s referen¢ni HPLC analyzou, jenz musela byt ¢aste¢né upravena.

4.1 Elektrochemické chovani 17p-estradiolu

Nejdiive bylo nutné ovétit mechanismus elektrodové (anodické) oxidace E2, jelikoz se
literatura v mnoha ptipadech rizni [21]. Jelikoz se EE2 lisi od E2 pouze piitomnosti nitrilové
skupiny na alifatické fetézci (anodicky inertni funkéni skupina), lze pfedpokladat totozné
elektrochemické chovani. Tento pfedpoklad nastésti nijak nekomplikuje situaci v realné
analyze, jelikoz existuje cela fada 1éc¢iv, kde je pouzita pouze jedna z obou forem. V opa¢ném
ptipad¢, by bylo mozné voltametricky stanovit pouze sumu obou forem. Jak je ziejmé z Obr.,
17, EE2 poskytuje dva ireverzibilni piky na GCE (Cerné kiivka) pfi potencidlech +1,2 V a
+1,59 V, stejné tak poskytuje dva ireverzibilni piky na CPE/RWB/SDS (Cervena kiivka) pfi
potencialech +1,2 V a +1,3 V, a pouze jeden Siroky ireverzibilni pik pti +1,4 V byl obdrzen
na BDDE (modra kiivka). Tyto skute¢nosti naznacuji ze EE2, tak i E2, se nejspise budou
elektrochemicky oxidovat ve dvou po sobé jednoelektronovych krocich. Z molekulové
struktury obou hormonti Ize usoudit, Ze K elektrodové oxidaci (odevzdani elektroni s moZznou
dehydrogenaci) dochéazi nejpravdépodobnéji na benzenovém jadie (delokalizovany systém =«
elektronti) za vzniku radikal kationtu. Po odtrzeni protonu, mize vzniknout fenoxy-radikal,
jenz se stabilizuje mezomernimi strukturami, a tudiZ mohou vznikat dimery E2 a EE2 [41].

Kromé toho mohou byt tyto radikaly dale anodicky oxidovany (obdobn¢ jako ostatni
fenolické latky, konkrétné kresoly) [42] za vzniku kationtu, kdy po odtrzeni protonu muze
vzniknout para-chinonmethid [40]. Takto navrzeny EC-EC mechanismus (viz. Obr. 18) muze
platit pouze v ryze organickych rozpoustédlech (zcela vysusenych), jelikoz nelze vyloucit
nukleofilni adici vody ¢i jinych nukleofild za vzniku ortho-chinont [43]. Tomuto tvrzeni
nasvédéuje i pozorovani redukéniho piku pii —0,0087 V béhem cyklické voltametrie E2

v acetonu s rizné velkymi ptimési vody (viz. Obr. 19).
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Obrazek 17. Cyklické voltamogramy 500 pmol-1"* EE2 obdrzené na GCE (Sernd),

CPE/RWB/SDS (&ervena), BDDE (modra kiivka) v ¢istém MeCN s 0,1 mol-1" LiCIOq4
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Obrazek 18. Pravdépodobny elektrodovy reakéni mechanismus E2 v ¢istém acetonitrilu.
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Obrazek 19. Cyklické voltamogramy 500 pmol-1"* E2 obdrzené na GCE v acetonu

s 0,1 mol1"* LiClOs o rtizné piimési vody pii rychlost skenovéani 0,05 V-s 2.,

Co se tyce kinetiky elektrodové reakce, pro tento ucel se méfila zavislost vysky
prvniho anodického piku (Ip*) na rychlosti skenovani (v) na GCE. Ziskana smérnice
0,541 pA-V1s z linearni zavislosti loglp® na logv se blizi teoretické hodnoté 0,5 [40], jenz
svéd¢i o difuzi fizeny transport E2 kpovrchu elektrody. Nicméné s ohledem k
elektrochemickému chovani E2 a EE2, typickému pro fenolické slouceniny, nelze vyloucit
pasivaci povrchu GCE, a tedy nutnost opakovaného mechanického obnovovani povrchu po
kazdém méfeni.

4.2  Elektrochemické chovani dienogestu

Nekteré antikoncepéni pilulky obsahuji kromé E2 nebo EE2 také DNG. DNG lze tedy
rovnéZ povazovat za dalSi vyznamnou drogu obsaZenou v antikoncepénich piipravcich.
Elektrochemické chovani DNG bylo jiz v literatufe dobte popsano [34], i tak byl navrzeny
mechanismus elektrodové premény DNG ovéfen. Jde o dvoustupiiovou hydroxylaci dvojné
vazby v konjugovaném systému tfech dvojnych vazeb (m elektrony), jak je patrné z Obr. 20.
Mizeme tedy piedpokladat, ze oxidacni mechanismus zavisi na cyklohexenovém kruhu, ktery
je rovnéz centrem vysoké progestogenni uc¢innosti DNG. Literatura uvadi, ze oxida¢ni reakce
probiha ziejmé ve tiech krocich: tvorba epoxidu, otevieni epoxidového kruhu a tvorba diolu

[34]. Jak lze usoudit z Obr. 21, DNG poskytuje dva ireverzibilni anodické piky na GCE
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(Cerna ktivka) pfi potencialech +1,4 V a +1,6 V, stejné tak poskytuje dva ireverzibilni piky na
CPE/RWB/SDS (Cervena kitivka) pii potencidlech +1,38V a +1,43V a dva Siroké
ireverzibilni piky pii + 1,55V a + 1,7 V byly obdrzeny na BDDE (modra kiivka).

Obrazek 20. Pravdépodobny reakéni mechanismus DNG.
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Obriazek 21.Cyklické voltamogramy 500 umol-1"* DNG obdrzené na GCE (¢ernd),
CPE/RWB/SDS (&ervend), BDDE (modra kiivka) v ¢istém MeCN s 0,1 mol-1? LiClO4 pii
rychlosti skenovani 0,05 V-s 2.

4.3 Optimalizace elektrochemické detekce 17p-estradiolu

Optimalizace elektrochemické detekce E2 spocivala v nalezeni optimalniho
elektrodového materialu, pracovniho média (organického rozpoustédla s obsahem vody) a
pracovnich parametri elektrochemické detekce pomoci SWV, kdy se musely zvolit optimalni
hodnoty potencialu amplitudy a frekvence. Tato voltametricka technika byla zvolena diky
vyhodam jako je eliminace kapacitniho (nabijeciho) proudu, a tim vyssi citlivosti. Divodem
optimalizace bylo dosahnout co nejlepsich analytickych parametri vyvinuté elektroanalytické
metody.
4.3.1 Vybér elektrodového materialu

Pro detekci E2 se testovala pétice riaznych pracovnich elektrod (GCE,
CPE/RWB/SDS, AuE, PtE, BDDE). Vsechny tyto elektrody se pouzily pii méfeni cyklické
voltametrie 500 pmol-1™ E2 v 10 ml acetonu s elektrolytem 0,1 mol-1? LiClO4. Jejich
elektrodovy povrch byl pied kazdou analyzou obnoven. Jako optimalni elektroda byla zvolena
GCE, ktera vzdy poskytla dva dobie definované oxida¢ni piky pii potencialu +1,2V a
+1,34 V s nejvyssimi proudovymi vytézky. Pokud by vzorek obsahoval pouze E2 nebo EE2

bylo eventualn¢ mozné pouzit i nevodnou CPE. BDDE se rovnéz ukazala jako vhodny
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elektrodovy material pro anodickou oxidaci E2 a EE2. Jak se dalo ptedpokladat, uhlikové
materialy vykazovaly lepsi reaktivitu vii¢i témto hormontiim nezli kovové elektrody.
4.3.2 Vybér vhodného organického rozpoustédla

Pro elektrochemickou detekci E2 se testovala 4 rizna polarni organicka rozpoustédla,
jmenovité¢ methanol, ethanol, aceton a acetonitril. Nejvyssi namétené proudy poskytoval E2
v acetonu, ale protoZe se jedna o vysoce tékavé rozpoustédlo (nestala koncentrace E2 béhem
manipulace a analyzy) upiednostnil se acetonitril, jenz je kompatibilni i s HPLC. Co se tyce
obsahu vody Vv rozpoustédle, nejvyssi proudy signald poskytoval bezvody aceton. Obsah vody

v rozpousteédle nad 5 % (v/v) uz zpusoboval poloviéni naméfené proudy.

4.3.3 Parametry square-wave voltametrie

Pii optimalizaci elektrochemické detekce pomoci SWV v potencialovém rozsahu od
+0,6 V do +1,4 V se pouzila konstantni koncentrace 50 pmol-1* E2 a potencialovy skok
5 mV. Nejprve se optimalizoval potencial amplitudy (Eampi) pro hodnoty od 5 do 100 mV pfi
konstantni frekvenci 10 Hz. Vyska piku (lp) statisticky vyznamné nerostla od hodnoty 30 mV,
jak je patrné z Obr. 22. Z toho duvodu byla tato hodnota zvolena za optimalni. Poté se tato
hodnota potencialu amplitudy nastavila jako konstantni a sledoval se vliv frekvence od 1 do
90 Hz na vysku anodického piku E2.

3-
2 4
<
=2
~~
_____D.
1 4
O rrr.r.rrrr)rrrrUrrreUUrUorr T
0 20 40 60 80 100
Eampl / MV

Obriazek 22. Zavislost potencidlu amplitudy na vysce anodického piku 50 pmol-17* E2
obdrzeného na GCE v acetonu s 0,1 mol-1" LiClO4 pfi frekvenci 10 Hz a potencidlovém
kroku 5 mV.
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Volba optimalni hodnoty frekvence (f) byla otazkou kompromisu mezi vyskou
anodického piku, opakovatelnosti a velikosti proudového pozadi zakladni linie, jelikoz ta
umérné rostla s frekvenci, jenz s potencialovym krokem uréuje rychlost polarizace elektrody.
Z duvodu nizké opakovatelnosti pii vyssich frekvenci nez 10 Hz a dostate¢né nizkému pozadi
zakladni linie (>2 pA) byla tato hodnota frekvence povazovana za optimalni pro nasledujici
validaci voltametrické metody.

12 4

10 1

0 T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

flHz

Obrizek 23. Vliv frekvence na vysku anodického piku pro 50 umol-1™* E2 obdrzeného na

GCE v acetonu s 0,1 mol‘I"* LiCIOa4 pti potencialu amplitudy 30 mV

a potencidlovém kroku 5 mV.

4.4  Validace vyvinuté elektroanalytické metody

Validace je zasadnim krokem ve vyvoji jakékoliv nové analytické metody, protoze
zajistuje, Zze metoda je spolehlivd, pfesna a reprodukovatelna. Jde o proces hodnoceni
analytické vykonnosti nové metody porovnanim jejich vysledkd analyz s témi obdrzenymi jiz
zavedenymi analytickymi metodami nebo referen¢nimi standardy. Vlastni validace vyvinuté
elektroanalytické metody spocivala v uréeni linearniho rozsahu kalibrace, citlivosti
(smérnice), hodnot limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), opakovatelnosti (piesnosti),

spravnosti (navratnosti), analyzy realnych vzorki a porovnani s referencni HPLC analyzou.
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4.4.1 Analyticka vykonost

Pozadavkem kazdého analytického chemika je mit co nejvice robustni metodu, kdy
bude méfeny signal, v tomto ptipadé vyska anodického piku (lp), pfimo tmérny koncentraci
analytu (ca) ve vzorku podle rovnice 1, kde k ptedstavuje citlivost analytické metody a q tzv.
usek, jenz by mél byt za idedlnich podminek nulovy.

lp =keca+ 0 1)

Velmi dulezitym parametrem je linearni rozsah, ve kterém je odezva senzoru pfimo
umérna proudové odezvé elektrodové reakce, jelikoz pti znalosti linearity Ize snaze ptipravit
(nafedit) vzorek ¢i pouzit jednoduchou metodu dvoubodovou kalibraci, kdy Se jen porovnava
odezva analytu ve vzorku s odezvou standardu.

Z divodu nizkého bodu varu acetonu (56 °C) a vysoké tékavosti, jez by vyznamné
ovlivitovala konstantni podminky béhem analyzy, musel byt aceton nahrazen mnohem
stalejsSim acetonitrilem (MeCN). NiZze jsou uvedeny kalibra¢ni kiivky, kde je mozné si
povsimnout vyssi citlivosti pro E2 v acetonu nez EE2 v acetonitrilu. Pro stanoveni linearniho
rozsahu se voltametricky proméfovaly roztoky standardd jednotlivych hormont. Tyto linearni
zavislosti s koeficient determinace R? > 0,9970 jsou popsany piislusnymi rovnicemi piimek
(viz. Obr. 24-26).

Obdrzené voltamogramy pro 10 az 100 pmol-It EE2 a DNG jsou pro ukazku
zobrazeny na Obr. 28 a 29. Z dtivodu téméf totozné chemické struktury E2 a EE2 je mozné
predpokladat jejich stejné elektrochemické chovani, a tudiz je mozné pouzit jednu kalibra¢ni
zavislost pro stanoveni E2, tak i EE2 ve farmaceutickych piipravcich. DNG a EE2 (resp. E2)
poskytuji v MeCN oxidac¢ni piky pfi riznych potencialech (DNG pii +1,4 V a +1,6 V, EE2 pri
+1,2V a +1,59 V), které jsou od sebe dostate¢né daleko a nejsou ptili§ Siroké na to, aby
nebylo mozné zKusit jejich simultanni elektrochemickou detekci, vzdy dvojic E2 s DGN nebo
EE2 sDGN. Tyto kombinace navic vyhovuji béZnému slozeni bézné pouzivanych
antikoncepci.

Bohuzel odpovidajici kalibracni pfimky neprochdzi pocatkem, tudiz obdrzené
zavislosti méfené¢ho proudu na koncentraci analytu u vSech hormont nebyly pfimo imérmé.
Statisticky vyznamny tsek tudiZ znemoznuje pouziti metody standardniho piidavku, jenz bylo
u analyzy modelovych vzorkl rovnéZ prokazano.

Ziskané parametry validace vyvinuté SWV metody jsou zobrazeny v Tab. 9, pficemz
hodnoty LOD, LOQ a navratnosti pro analyzu modelového vzorku 0 koncentraci

25 umol-I"t E2 mély relativni smérodatnou odchylku (RSD) mensi nez 5 %.
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Kalibra¢ni kiivky hormonti byly méfeny pouze do koncentrace 100 umol-I* (pro EE2
a DNG v acetonitrilu) a do 200 pmol-I" (pro E2 v acetonu). Z diivodu znamého mnozstvi
hormont v testovanych 1é¢ivech nebylo nutné méfit koncentrace vySsi a tyto hodnoty pro
analytické ucely postacovaly. Citlivost pro EE2 a DNG je totozna viz. obdobné smérnice
(citlivosti) z rovnic regresi vyjadfenych v Tab. 9, jmenovité 0,033 pA-umol1 pro EE2 a pro
0,031 pA-pmol-I DNG.

Pro urceni opakovatelnosti (pfesnosti) vyvinuté metody se provedla série opakovanych
méfeni roztoku standardu E2 o koncentraci 50 pmol-It. Bylo provedeno 5 po sobé
nasledujicich méteni na stejném povrchu GCE (RSD = 2,9 %) a 5 méfeni na vzdy lesténém
povrchu GCE (RSD = 2,3 %). Hodnoty RSD jsou pod 5 %, coz je pro 95% pravdépodobnost
pfijatelna hodnota. Z tohoto hlediska lze povazovat vyvinutou metodu za velmi piesnou.
Hodnota RSD je pro vzdy lestény povrch nizsi nez pro povrch nelestény, tudiz pro co nejlepsi

vysledky byl povrch elektrody lestén pted kazdou analyzou.

10

l,=0,0543c - 0,4915
2=0,9974
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Obriazek 24. Kalibra¢ni ptimka E2 obdrzena na GCE v &istém acetonu obsahujici 0,1 mol-I1

LiClO4 pii frekvenci 10 Hz, potencialu amplitudy 30 mV a potencialovém kroku 5 mV.
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Obrazek 25. Kalibra¢ni pfimka EE2 obdrzend na GCE v ¢istém MeCN obsahujici 0,1 mol-I-
LiClO4 pii frekvenci 10 Hz, potencialu amplitudy 30 mV a potencialovém kroku 5 mV.

3,5 1

3,0 - »

I,=0,031c - 0,0936
R2=0,9983

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100

¢/ umol-|-

Obrazek 26. Kalibracni pfimka DNG obdrzend na GCE v ¢istém MeCN s 0,1 mol-1™t LiClO4

pii frekvenci 10 Hz, potencialu amplitudy 30 mV a potencialovém kroku 5 mV.
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Obriazek 27. Voltamogramy pro 10 az 100 umol-1"* EE2 porizené na GCE v &istém MeCN s
0,1 mol-1"t LiClOq pfi frekvenci 10 Hz, amplitudé 30 mV a potencialovém kroku 5 mV.
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Obriazek 28. Voltamogramy 10 az 100 pmol-I"* DNG potizené na GCE v &istém MeCN s
0,1 mol-1"? LiClO4 pii frekvenci 10 Hz, amplitudé 30 mV a potencidlovém kroku 5 mV.
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Tabulka 9. Parametry validace ziskané pomoci vyvinuté metody SWV.

Linedrni

. LOD Opakovatelnost

Analyt Rovnice regrese  R? rozsah _
y g (ol (umol-17%) RSD (%)
E2 I, =0,054c - 0,492 0,9974 0,42do>196% 0,13 1,20
EE? lpb=0,033c - 0,115 0,9973 0,11do>100" o3 494
DNG I, =0,031c — 0,094 0,9983 0,65do>100" 0,20 8,09

Poznamka: a) hodnoty pro méfeni v acetonu a za b) v acetonitrilu. Opakovatelnost
prezentovana jako RSD byla vypoctena z péti méteni roztokt E2, EE2, DNG o
koncentraci 25 pmol-I2.

Vyvinuta voltametrickd metoda mé srovnatelné analytické parametry jako jiz dfive
vyvinuté metody, které jsou prezentovany v Tab. 8. Jelikoz difive navrzené metody byly
zalozené na katodické redukci nebo anodické oxidaci hormond zejména ve vodnych
pracovnich mediich (pufrech), ve kterych je jejich rozpustnost velmi nizka, byla spise zvolena
organicka rozpoustédla (aceton a acetonitril), ¢imz se vyznamné ulehéila (zjednodusila)
ptiprava vzorkl k analyze, a samoziejmé redukovala chybovost vlastni analyzy. Piestoze se
voltametricka méfeni provadéla predevsim v ¢istém acetonitrilu, nemusela byt pouzita zadna
slozita a ekonomicky zatézujici modifikace povrchu elektrod. Hodnoty LOQ pro jednotlivé
hormony (viz. Tab. 9) by mély byt dostate¢né pro kvantitativni analyzu 1é¢iv, kdy neni

potieba velmi vysoké citlivosti vyvinuté metody.

4.5 Validace referen¢ni chromatografické metody

Pfred samotnou analyzou farmaceutickych ptipravkd musela byt i referenéni
chromatograficka metoda s izokratickou eluci na reverzni fazi s DAD detektorem (RP-HPLC-
DAD) validovana z hlediska linearity, limiti detekce (LOD), limitt kvantifikace (LOQ) a
presnosti. Pti zvoleni optimalnich parametri HPLC analyzy se vychazelo se z publikace
Wilson, P. z roku 2009 [26], ktera musela byt ¢aste¢né upravena, a to zejména Vv nastaveni
vinové délky spektrofotometrické detekce na 280 nm. Zjistilo se totiz, ze pii této hodnoté
vinové délky Ize uskuteénit simultanni stanoveni E2, EE2 a DNG, jak je patrné ze zaznamu
analyzy standardii viech hormoniti 0 koncentraci 100 umol-I"* na Obr. 29. Ziskané parametry
validace referen¢ni HPLC metody jsou zobrazeny v Tab. 10.

Kalibra¢ni kiivky vSech standardd stanovenych chromatograficky byly sestrojeny jako
funkce koncentrace a plochy piku (Ap). Kalibra¢ni rovnice E2, EE2 a DNG s odpovidajicimi
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koeficienty determinace jsou zobrazeny na Obr. 30. Tyto koeficienty nabyvaly hodnot vyssich
nez 0,998 pro vSechny standardy, coz prokazuje vysokou linearitu. Dale LOD estradiolu,
ethinylestradiolu a dienogestu dosahly hodnot 0,10, 0,14, 0,02 umol-IY; a LOQ byly

stanoveny pfi koncentracich 0,32, 0,47, 0,05 umol-I* v daném potadi.

Tabulka 10. Analytické parametry referencni HPLC metody.

Linearni

Analyt Rovnice regrese R? LOD Opakovatelnost
rozsah (umol-17%) RSD (%)
(umol-IY) H

E2 Ap=0,595c-1,569 0,9983 0,32do>200 0,10 0,3

EE2 Ap = 0,549c 0,9999 0,47do>209 0,14 0,4

DNG Ap=2,610c—-1,697 0,9998 0,05do>199 0,02 0,1

Poznamka: opakovatelnost prezentovana jako RSD byla vypoctena z péti méfeni roztoki
E2, EE2, DNG o koncentraci 25 umol-I2,

DNG
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Obrazek 29. Typické RP-HPLC-DAD chromatogramy standardii o koncentraci 100 pmol-I-L,
Experimentalni podminky: Kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um) temperovana
na 30 °C; izokraticka eluce 50% vodného acetonitrilu (v/v) s priitokem 0,5 ml-min%,

davkovany objem 2 ul, detekce pti 280 nm.
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Obrazek 30. Kalibra¢ni kiivky hormonti s odpovidajicimi rovnicemi regrese a koeficienty
stanoveni ziskané pomoci referencni RP-HPLC-DAD analyzy.
4.6 Analyza modelovych a realnych vzorki

Pied realnou analyzou 1é¢iv byla nejprve ovéfena spravnost vyvinuté SWV metody
analyzou modelovych vzorkd, které obsahovaly pouze jeden hormon (E2, EE2 nebo DNG) o
koncentraci 25 pmol-I"t. Kvantifikace modelovych vzor se provddéla pomoci metody
kalibra¢ni ptimky. Obdobné se postupovalo pii validaci referen¢ni HPLC metody. Porovnani
namétenych hodnot s vypoc¢tenymi navratnostmi je uvedeno v Tab. 11, kde mizeme vidét, ze
navratnost U obou metody nebyla nizs$i nez 96 % a tudiz lze konstatovat, ze ob&é metody
poskytuji spravné vysledky analyz. Piesnéjsi vysledky vsak byly ziskany referen¢ni metodou
RP-HPLC-DAD (niz8i hodnoty intervalti spolehlivosti), jak je uvedeno v Tab. 11 a 12.
Nicméné niz8i spotieba organickych rozpoustédel, niz§i pocate¢ni néklady na pfistrojoveé
vybaveni a statisticky Srovnatelné analytické parametry ¢ini vyvinutou voltametrickou
metodu atraktivni.

Analyza modelového vzorku E2 (Obr. 31) metodou standardniho piidavku byla
vyzkousena, zda i pres statisticky vyznamny usek rovnice regrese bude poskytovat spravné
analytické udaje. | pfes vysokou linearitu (R? = 0,9999), byla stanovena vyznamné odlisna
koncentrace analytu a to 16,12 pmol-I"t. Spoétena navratnost byla pouze 64,49 %, ¢imz bylo

oveteno, ze tento zpusob kvantifikace bohuzel neni pouzitelny.
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Obrazek 31. Analyza modelového vzorku E2 metodou standardniho ptidavku. Hodnoty
vysek pikd byly obdrzené na GCE v ¢&istém acetonu obsahujici 0,1 mol-1"t LiClO4 pii

frekvenci 10 Hz, potencialu amplitudy 30 mV a potencialovém kroku 5 mV.

Vsechny vzorky realnych 1é¢iv (Estrofem, Mistra, Bonadea) byly pfipraveny dle
postupu Vv kapitole 2.7 a analyzovany jak za optimalizovanych podminek SWV, tak i pomoci
referenéni HPLC metody. Pro stanoveni obsahu E2, EE2 a DNG ve vySe farmaceutickych
1écivech byla u obou piipadi pouzita metoda kalibra¢ni kiivky.

Ukazky namétenych zaznami analyzy 1éCiva Mistra pomoci vyvinuté SWV a
referenéni HPLC metody jsou zobrazeny na Obr. 32 a 33. Oba zaznamy dokazuji, ze i pies
mnohonasobné vyssi obsah DNG, je stale mozné spolehlivé kvantifikovat i minoritni EE2
Vv jediné analyze (Simultann¢). Matrice vzorku nastésti nijak neinterferovala vlastni stanoveni
(bez dalsich nespecifikovanych signali) a rovnéz nezvysovala pozadi zakladni linie, a tim
padem mohly byt bez matematickych tprav spolehlivé odecteny proudové odezvy E2 ¢i EE2

v ramci voltametrické analyzy.
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Obrazek 32. Zaznam realné analyzy vzorku Mistra potizeny SWV na GCE v ¢istém MeCN
obsahujici 0,1 mol-1"! LiClO4 pii frekvenci 10 Hz, potencialu amplitudy 30 mV a

potencialovém kroku 5 mV.
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Obrazek 33. Zaznam realné analyzy vzorku Mistra pofizené pomoci referen¢ni metody
RP-HPLC-DAD na koloné Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um) temperované na
30 °C, izokratické eluce 50% vodného acetonitrilu (v/v) s pratokem 0,5 ml-min~t, davkovany

objem 2 ul, detekce pii 280 nm.
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Tabulka 11. Porovnani SWV a referen¢ni HPLC metody v modelové analyze.

Analyt kc?rlu{életr?té:laie Stanovens koncentrace Navratnost
(umol-I™?) (wmol-17?) (%0)
SWwv HPLC SWv HPLC
E2 24,46+0,32 24,97+0,39 97,4+0,3 99,9+0,5
EE2 25

24.89+0,04  2548+021 996+1,1  101,9+04
DNG 25,51+0,07  24,08£0,07  102,0+2,0  96,3+0,1

Poznamka: hodnoty jsou uvedeny jako intervaly spolehlivosti x + sti/Vn, kde x je
aritmeticky ~ pramér, s standardni  odchylka a ti, kriticka hodnota (2,776)
Studentova t -rozdéleni pro 5 opakovani (4 stupné volnosti) kazdé analyzy pii a = 0,05 (95%
pravdépodobnost).

Tab. 12 ukazuje hodnoty, které jsou prezentovany jako intervaly spolehlivosti pro 5
opakovanych analyz realnych 1é¢iv, které byly ptipraveny jako reprezentativni vzorky
rozdrcenim 5 tablet a rozpusténim primérné navazky 1 tablety v acetonu nebo acetonitrilu.
Vysledky jsou vzdy uvedeny jako mg piislusného hormonu na 1 tabletu. U vzorku Estrofemu
byla zjisténa velmi tésna shoda s deklarovanym obsahem estradiolu. Rozdily se vyskytly u
vzorku Bonadea, a to jak pii stanoveni hormonu EE2, tak u DNG, kde vétsi spravnosti
dosahla referen¢ni HPLC metoda. U vzorku Mistra bylo dosazeno téméf srovnatelnych
vysledkt pfi analyze EE2, vétsi rozdil se vyskytl u stanoveni DNG, kde opét vétsi spravnost
meéla referenéni HPLC analyza. Vzorky se ptipravovaly zvlast’ jak pro SWV, tak i pro HPLC
analyzu, coz je moznym divodem, pro¢ jsou vysledky ¢asteéné rozdilné. Odchylky analyz
byly nakonec u obou metod podobné.

Tabulka 12. Vysledky analyz realnych hormonalnich 1é¢iv.

Vzorek SWV HPLC Deklarovano
Estradiol (mg/tabletu)

Estrofem 2,23+0,06 2,12+0,011 5

Ethinylestradiol (mg/tabletu)

Mistra 0,039+0,003 0,029+0,002 0.03

Bonadea 0,053+0,002 0,024+0,001 0,03
Dienogest (mg/tabletu)

Mistra 1,796+0,07 1,92+0,005 2

Bonadea 1,72120,016 1,98+0,003 )

Poznamka: hodnoty jsou uvedeny jako intervaly spolehlivosti ¥ + sti-o/Vn, kde x je
aritmeticky ~ primeér, s standardni  odchylka a t1, kritickd hodnota  (2,776)
Studentova t -rozdéleni pro 5 opakovani (4 stupné volnosti) kazdé analyzy piioa = 0,05
(95% pravdépodobnost.)
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S5 Zavér

Vramci diplomové prace se podafilo vyvinout jednoduchou a rychlou
elektroanalytickou metodu pro monitorovani estradiolu, ethinylestradiolu a dienogestu v
antikoncepc¢nich piipravcich, ktera je zaloZena na jejich anodické oxidaci pomoci square-
wave voltametrie v bezvodém acetonitrilu s 0,1 mol-I"* LiClOs slouzici jako elektrolyt.
Jelikoz se E2 a EE2 vyznacuji totoznym elektrochemickym chovanim, Ize je voltametricky
stanovit pouze jako sumu obou forem. Tato skutecnost nastésti nijak nekomplikuje situaci
Vv realné analyze, jelikoz v 1é¢ivech se vyskytuje vzdy jen jedna forma spolu s DNG, ktery 1ze
simultdnn¢ stanovit jak s E2, tak i s EE2. Pfi analyze farmaceutickych 1é¢iv neni nutna ani
zadna slozita preduprava vzorku, kdy postaci pouhé rozdrceni tablet na jemny prasek, jeho
rozpusténi v organickém rozpoustédle pomoci ultrazvuku a zfiltrovani nerozpustnych
balastnich latek (nejéastéji pInidel).

Jako vhodny elektrodovy materialy byl zvolen skelny uhlik bez jakékoliv povrchové
modifikace. Krom¢ toho i bérem dopovany diamant by sel pouzit, ale s podstaté niz$imi
proudovymi vytézky. V ramci optimalizace elektrochemické detekce byly uréeny parametry
SWV, jmenovité frekvence 10 Hz a potencialu amplitudy 30 mV. Pro vSechny tfi hormony se
pohybuje LOQ kolem 0,5 umol-I! a linearita je az pres dva fady (nad 100 umol-17?%).
Spravnost metody byla ovéfena analyzou modelovych vzorki, které obsahovaly pouze jeden
hormon (E2, EE2 nebo DNG) o koncentraci 25 umol-lI™t. Kvantifikace modelovych vzort se
provadéla pomoci metody kalibra¢ni pfimky, pfi¢emz navratnost SWV metody nebyla nizsi
nez 96 %.

V ramci Upravy jiz navrzené referenéni izokratické RP-HPLC-DAD metody se
podaiilo spektrofotometricky detekovat vsechny tfi hormony (E2, EE2 a DNG) pii jediné
vinové délce 280 nm, coz lze povazovat za jisty pokrok chromatografické analyze téchto
hormont.

Vyse uvedené skute¢nosti naznacuji, ze by vyvinuta SWV metoda mohla naleznout
uplatnéni ve farmaceutické analyze bézn¢ dostupnych hormonalnich ptipravkt s obsahem E2,
EE2 a DNG, nebot poskytuje spolehliva analyticka data jako referencni HPLC metoda.
Jelikoz tato elektroanalyticka metoda vyuziva principialné zcela jinou interakci analytu nez jiz
zavedené spektrofotometrické ¢i chromatografické metody, mohla by slouzit jako jednoducha

referen¢ni metoda b&éhem jejich validaci.
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