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ANOTACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii pro analyzu vybranych endokrinnich disruptort
a nasledné ji otestovat na vzorcich lidské plazmy. V teoretické Casti jsou shrnuty zakladni
poznatky o problematice endokrinnich disruptort a jejich zdravotnich rizicich pro clovéka.
V této Casti je také popsana piiprava vzorku lidské plazmy a zadkladni princip pouzité
instrumentace. V experimentalni C¢asti je uveden piehled vSech pouzitych chemikalii,
instrumentace a dal§iho pouzitého vybaveni. Diplomova prace dale obsahuje detailni popis
metodiky piipravy vzorkli a provedené analyzy. Zavérecnd Cast prace obsahuje shrnuti

a zhodnoceni ziskanych vysledkii.
KLICOVA SLOVA

Endokrinni disruptory, bisfenoly, parabeny, ftalaty, kapalinovd chromatografie, hmotnostni

spektrometrie
TITLE

Development of a method for analysis of selected endocrine disruptors using liquid

chromatography with mass spectrometry
ANNOTATION

The aim of this thesis was to develop and optimize a liquid chromatography—mass spectrometry
method for the analysis of selected endocrine-disrupting compounds and subsequently
test it on human plasma samples. The theoretical part summarizes fundamental knowledge
about endocrine disruptors and their associated health risks to humans. This section describes
also the preparation of human plasma samples and the basic principles
of the instrumentation used. The experimental part provides an overview of all chemicals,
instruments, and other equipment employed. The thesis also includes a detailed description
of the sample preparation methodology and the analytical procedures performed. The final part

of the thesis contains a summary and evaluation of the results obtained.
KEYWORDS

Endocrine disruptors, bisphenols, parabens, phthalates, liquid chromatography, mass

spectrometry
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ACN - acetonitril

APCI — ionizace za atmosférického tlaku

BEHF - bis(2-ethylhexyl) ftalat

BP — butylparaben

BPA — bisfenol A

BPAF — bisfenol AF

BPF — bisfenol F

C18 — oktadecyl

C18 ec — oktadecyl endcapped

C8 — oktyl

DAD — detektor diodového pole

DBF — dibutyl ftalat

DDT - dichlordifenyltrichlormethan

DEF — diethyl ftalat

DHF — dihexyl ftalat

EDCs — endokrinni disruptory

EI — elektronova ionizace

EP — ethylparaben

EPA — U.S. Environmental Protection Agency
ESI — ionizace elektrosprejem

GC — plynové chromatografie

HLB — hydrophilic-lipophilic balanced

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
LC — kapalinova chromatografie

LC-MS — kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
LC-MS/MS — kapalinova chromatografie ve spojeni tandemovou hmotnostni spektrometrii
LLE — extrakce kapalina-kapalina

LOD - limit detekce



LOQ — limit kvantifikace

ME — matricovy efekt

MeOH — methanol

MP — methylparaben

MRM - Multiple Reaction Monitoring; rezim sledovani vybranych fragmentaci/fragmenta
MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

m/z — pomér hmotnosti k naboji

NP — normalni faze

PeP — pentylparaben

PET — polyethylentereftalat

PP — propylparaben

QqQ — trojity kvadrupol

RE — extrakéni navratnost

RP — reverzni faze

SIM —Selected lon Monitoring, zdznam selektivniho iontu
S/N — signal k Sumu (signal to noise)

SPE — extrakce na pevné fazi

UHPLC — ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

WHO - Svétova zdravotnicka organizace



Uvod

V pribéhu 20. a 21. stoleti bylo dosazeno vyznamného pokroku v oblasti industrializace,
ve vyvoji novych technologii a zaroven prudce vzrostla svétova populace. Tyto skutecnosti
vyvolaly masovy nartist produkce primyslovych a biomedicinskych chemikalii, které spolu

s vedlejSimi produkty primyslové cinnosti zptsobily markantni zmény v ekosystémech

Mrwe

V poslednich letech vyvolaly chemické kontaminanty ze skupiny tzv. endokrinnich disruptorti
(EDCs) velké znepokojeni v souvislosti s negativnim vlivem na zdravotni stav lidského
a zvifeci organismu [1]. Pfibyvaji signaly o tom, Ze tyto latky narusuji normdlni fungovéni
endokrinniho systému a byvaji spojovany naptiklad s pfi¢inou vzniku nddorovych onemocnéni,
kardiovaskularnich chorob, autoimunitnich vad, reproduk¢énich onemocnéni a poruch chovani
[2]. Mezi vyznamné skupiny EDCs patii ftalaty, parabeny a bisfenoly. Clovék s témito latkami
prichdzi do kazdodenniho kontaktu prostfednictvim produktii osobni hygieny, kosmetiky
a plastovych materialii, véetné¢ oballl potravin anebo ndpoji a dalSich bézn€ pouzivanych

pfedméti. Nachdzeji se 1 v zivotnim prostiedi, zejména ve vodég, piid€ a ovzdusi [3].

EDCs predstavuji zdravotni rizika pro jedince a celé populace lidi i1 zvifat jiz pfi velmi nizkych
koncentracich (pg-ng/l vody) [4]. Krev a jeji slozky ptedstavuji relevantni biologickou matrici
pro sledovani expozice EDCs, nebot’ neustalé cirkuluji organismem a pfichazeji tak
do kontaktu se vSemi télesnymi tkanémi [6]. Lipofilni povaha nékterych EDCs umozZiuje jejich
snadné pronikani do krevniho fecisté¢ [3]. Biologické matrice jsou vSak velmi komplexni,
coz vyrazné komplikuje jejich analyzu a kvantifikaci [5], a proto je pied jejich samotnou

analyzou nezbytné provést jejich apravu [6].

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni EDCs vyzaduje aplikaci analytické metody vyznacujici
se vysokou citlivosti a selektivitou. V poslednich letech se v této oblasti vyrazné prosadila
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Zavedeni
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) pfispélo k rozvoji techniky LC-MS/MS.
Jednim z nejpouzivanéjSich tandemovych hmotnostnich analyzatorti je trojity kvadrupol
(QqQ). Technika LC-MS/MS umoziiuje citlivéjsi a selektivnéjsi analyzu latek ve stopovych
koncentracich a ptfedstavuje velky pfinos pro klinické laboratofe. Ackoli je tato technika
pomérné sloZita, nabizi vyrazné sniZeni detek¢nich limitl, vySsi selektivitu a také pifesnost
ve srovnani s doposud pouzivanymi imunotesty. Spravna piiprava vzorku v kombinaci

s LC-MS/MS piedstavuje uc¢inny nastroj pro kvantitativni analyzu [4, 7].
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Endokrinni disruptory

1.1.1 Definice a charakteristika endokrinnich disruptori

Endokrinni disruptory jsou chemické latky, které mohou ovlivnit normalni fungovani
endokrinniho systému a mit negativni dopad na lidské a zviteci zdravi. Jejich pfitomnost
nejen v zivotnim prostiedi, ale i produktech kazdodenni potieby vyrazné zvysuje riziko
chronickych onemocnéni a jinych zdravotnich komplikaci. Termin EDCs byl poprvé
pouzit v 90. letech a v roce 1996 byl americkou agenturou U.S. Environmental Protection
Agency (EPA) zaveden pod formalnim ndzvem Endokrinné disruptivni sloucenina [8].
Jako EDCs se oznaCuji vSechny chemické latky, které narusuji normalni funkci
endokrinniho systému lidi a zvifat, a tim mohou ovlivnit hormondlni rovnovahu

vcetné souvisejicich fyziologickych procest [9].

Podle EPA jsou EDCs definovany jako latky, které zasahuji do syntézy, sekrece,
transportu, vazby nebo eliminace pfirozenych hormont, které jsou zodpovédné
za udrzovani homeostazy, reprodukce, vyvoje a chovani [3]. Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) specifikovala EDCs jako latku ¢i smési latek, které méni funkci
nebo funkce endokrinniho systému, a maji tak negativni G¢inek na zdravotni stav

organismu jedince, jeho potomkl nebo (sub)populaci [10].

EDCs maji rozdilné chemické struktury. Strukturni rozmanitost téchto sloucenin
pfedstavuje komplikaci pro ptedpovéd jejich endokrinnich disruptivnich Uc€inkd
a také pfi vyzkumnych ¢innostech. U nékterych skupin EDCs lze pozorovat spole¢né

znaky jako je pfitomnost halogenového substituentu ¢i fenolickych skupin [11].

1.1.2 Diilezitost spravného fungovani endokrinniho systému

Spravné fungovani endokrinniho sytému a sekrece hormonti mé zcela zésadni vliv na riist,
vyvoj a reprodukci populace. Hormony zasahuji do dilezitych metabolickych procest
organismu, kde udrzuji homeostazu, ovlivituji reprodukéni schopnosti, maji vliv
na kvalitu spanku a ovliviiuji naladu jedince [12, 13]. Optimalni ¢innost endokrinniho
systému je velmi diilezitd pro mnoho zivotné dilezitych funkei a biologickych procest,

které jsou klicové pro spravné fungovéani organismu [12, 14]. Organismus toleruje
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kolisani hladiny hormont v ur€itych mezich, ale jeji vyrazné odchylky vSak mohou vést

k zadvaznym zdravotnim komplikacim [15].

Naruseni hormonalni rovnovahy béhem citlivych fazi Zzivotniho cyklu, zejména
v t€hotenstvi, vyvoje plodu a laktace miize mit zdvazné nebo dokonce trvalé nasledky.
Z tohoto duvodu je velmi dilezité Sitit povédomi o vSudyptitomnosti EDCs a varovat

pied jejich negativnimi dopady na lidské zdravi [16].

1.1.3 Rozdéleni endokrinnich disruptori dle piivodu a zpiisoby expozice

Endokrinni disruptory lze dle jejich pivodu rozdélit na ptirodni a syntetické chemické
latky. Mezi ptirodni EDCs patii fytoestrogeny, které jsou piitomné napiiklad v nékterych
potravindch jako je mrkev, ryze, brambory atd. [4, 11].

Rozséhlou skupinou syntetickych EDCs jsou bisfenoly, které jsou soucasti i n¢kterych
plastovych materiald. Dalsi vyznamnou skupinu syntetickych EDCs ptredstavuji ftalaty,
které jsou pouzivany napiiklad jako zmékcovadla plastovych materidld a dale jsou
pritomny v produktech kazdodenni péce [11]. Slouceniny ze skupiny parabend jsou
soucasti konzumnich produktii, kde plni stabilizacni a antimikrobialni funkce [17].
Mezi dalsi latky vykazujici endokrinni aktivitu patfi slouceniny obsazené v pesticidech,

fungicidech, organickych rozpoustédlech a nékterych farmaceutickych ptipravcich [11].

Zpusoby expozice EDCs se 1i$i v zavislosti na jejich typu. V tab. 1 jsou shrnuty hlavni
cesty expozice, ptriklady vybranych EDCs a odpovidajici zdroje kontaminace. Vyskyt
EDCs v béZnych konzumnich a primyslovych produktech a také v Zivotnim prostredi
vyrazné zvysuje narust nejriznéjSich zdravotnich komplikaci v disledku neptetrzité

expozice.
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Tabulka 1: Hlavni zptisoby expozice a jejich zdroje pro vybrané endokrinni disruptory [3].

Zpisoby expozice Vybrané priklady EDCs Zdroj kontaminace
Bisfenol A (BPA)
Peroralni Perfluorované slouceniny
Ftalaty Primyslovy odpad
Konzumace Dioxiny Pesticidy ve vod¢ a v pudé
kontaminovanych Dichlordifenyltrichlormethan | Potravinové a napojové
potravin a napoji (DDT) obaly
Polychlorované bifenyly
(PCB)
Kosmetika a produkty
Absorpce pies pokozku Ftalaty osobni hygieny
Parabeny Léky
Opalovaci krémy
Inhalace Razné EDCs Kontaminovany vzduch
z prumyslové ¢innosti
Intraven6zni Ftalaty Zdravotnické vybaveni
Plastov¢ infuzni sety
Biologicky prenos Razné EDCs, které jsou Pfenos placentou ¢i
pfitomny v téle matky kojenim z matky na dité

Po vstupu do organismu je BPA metabolizovan na glukuronidové a sulfatové konjugaty.
Vyskyt téchto konjugatii vyzaduje in vivo metabolismus a tyto konjugaty ptedstavuji
pfimy diikaz o skute¢né vnitini expozici BPA. Uvadi se, ze 84-97 % absorbovaného BPA
je z organismu vylouceno béhem prvnich 5-7 hodin. Volnd forma BPA v organismu
cirkuluje v mnoZstvim mensim nez 1 % celkového mnoZstvi a je velmi komplikované
ji detekovat [18]. V biomonitorovacich studiich je obvykle métena celkovéa koncentrace
BPA, tedy konjugovana a nekonjugovana forma dohromady [19]. Pfi analyze mize dojit
k externi kontaminaci vzorku béhem jeho odbéru, ptipravy nebo skladovani, coz miize

vyrazn¢ ovlivnit vysledky [18].

Seznam latek, které spadaji do skupiny EDCs, se neustale rozsifuje. Vzhledem k velkému
mnozstvi sloucenin patficich do kategorii prokazanych ¢i potencidlnich EDCs
je tato diplomova prace zaméfena pouze na tii vyznamné skupiny EDCs — bisfenoly,
ftalaty a parabeny. Latky z téchto tfi skupin se nachazeji v mnoha bézné pouzivanych

produktech a pfedstavuji velkd zdravotni rizika pro populaci lidi i zvitat.

18



1.1.4 Vybrané skupiny endokrinnich disruptori

Jak jiz bylo uvedeno vyse, tato diplomova prace je primarné¢ zaméfena na jedny
z nejCastéji se vyskytujicich skupin syntetickych EDCs, tedy na bisfenoly, ftalaty
a parabeny. VSechny tyto tfi skupiny EDCs jsou §iroce pouzivany v priimyslu a pii vyrobé
bézného spotiebniho zbozi, coz vyznamné zvysuje riziko expozice [20]. K expozici mize
tedy dochazet v pracovnim prostiedi, pii pouzivani razného spotiebniho zbozi
¢1 prostiednictvim kontaminované stravy a slozek zivotniho prostfedi [3]. EDCs mohou
narusovat endokrinni soustavu jiz pfi velmi nizkych koncentracich. V krvi a jejich
slozkéch se vyskytuji ve stopovych mnozstvich, coz vyznamné ztézuje jejich detekei [18,

19].

1.1.4.1 Bisfenoly

Bisfenoly jsou vyznamnymi kontaminanty vyskytujici se v zivotnim prostiedi. Jedna
se o syntetické latky s charakteristickou chemickou strukturou, ktera je tvoiena dvéma

fenolickymi jadry spojenymi alkylovanou skupinou [20, 22].

NejznaméjSim a nejrozSifenéjSim zastupcem bisfenolll je bisfenol A (BPA) (obr.1).
Pivodné byl BPA syntetizovan jako synteticky estrogen. Vyroba BPA spociva v reakci
fenolu s acetonem v kyselém prostiedi, pii které vznikd bily krystalicky BPA. Jeho
strukturu tvofi dva fenolové kruhy propojené methylovym mistkem, na kterém jsou
navazany dvé funkéni methylové skupiny. [23]. Diky své fenolické struktufe mize
interagovat s estrogenovymi receptory a pusobit jako agonista nebo antagonista

estrogenovych drah.

HO O Q
H,C

Obrazek 1: Strukturni vzorec bisfenolu A

Zdravotni rizika BPA

BPA ma lipofilni povahu, coz mu umoznuje snadno prochazet hematoencefalickou

a placentarni bariérou. Pfitomnost BPA byla detekovana v plodové krvi, pupecnikové
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krvi, matefském mléce a plodové vodé. Déle byl identifikovan ve vzorcich moci a krve
ptiblizn€ 95 % testovanych osob na celém svété [24]. Expozice BPA je spojovana s fadou
endokrinnich poruch, v€etné neplodnosti, zhorSené kvality spermii, kardiovaskularnich
onemocnéni, obezity, rakoviny prsu a prostaty, metabolickych dysfunkci ¢i syndromu
polycystickych vajecnikil a zvySené miry potrati. Nékteré studie ukazuji, ze BPA miize
byt také zodpovédny za predCasny nastup puberty [14, 24, 25]. Obecné maji Zeny vyssi
pramérnou denni expozici BPA nez muzi v disledku pouzivani vétSiho mnozstvi

produktii osobni hygieny a kosmetickych produktt [24].
Produkce BPA, jeho pouziti a zdroje expozice

Kazdoro¢ni celosvétova produkce BPA roste. Napiiklad vroce 2019 ¢Einila vice
nez § miliont tun BPA [23]. Od 50. let 20. stoleti se BPA pouzivé jako jedna z hlavnich
surovin pii vyrobé polykarbonéatovych plasti a epoxidovych pryskytic [26]. V soucasné
dobé& se zhruba 65 % celosvétové produkce BPA vyuziva k vyrobé polykarbonatovych
plastti a 30 % k vyrobé epoxidovych pryskytic [23].

Polykarbondtové plasty jsou ve velkém mnozstvim vyuzivany k vyrobé spottebitelskych
produktli. Pfikladem mohou byt rizné produkty osobni hygieny, plastové lahve na piti,
kuchyniské nécini, hracky pro déti, zdravotnické vybaveni. Slouzi také jako obalové
materialy potravin, ze kterych mize BPA migrovat do potravin a napoju [14, 27].
DalSim zdrojem expozice BPA je naptiklad termalni papir, ktery je pouZivan k tisku
uctenek nebo jizdenek [28]. Epoxidové pryskyfice obsahujici BPA jsou vyuZivany
k povrchové upravé vnitinich ¢asti kovovych obalovych materidli, jako jsou konzervy

nebo kovove uzavéry lahvi [20].

Zivotni prostiedi predstavuje daldi zdroj expozice BPA. Pii likvidaci spalovanim
materidli s obsahem BPA, dochazi kjeho uvoliiovani do atmosféry.
Ve sloZzkach zivotniho prostiedi se BPA vyskytuje také v diisledku nespravného nakladani
s odpady. Dale miize dochazet k jeho uvoliiovani z plastovych materidli a epoxidovych
pryskyfic do vody. Pfitomnost BPA byla prokdzana v chemicky upravené pitné vode¢,
ale 1 v ptirodnich vodach [27]. BPA se miize ve formé necistot ¢i degradac¢nich produktii

vyskytovat v polyethylentereftalatu (PET) [23].

Z vyse uvedenych zdroji BPA vyplyva, Ze k expozici dochazi nejcastéji transdermalné,
inhalaci, oraln¢ ¢i peroralné€. Jednotky monomeru BPA jsou propojeny esterovou vazbou,

ktera se vyznaCuje nizkou odolnosti vici hydrolyze, zejména pii vysoké teploté

20



a pti kontaktu s kyselymi nebo zasaditymi latkami. Tato skute¢nost ma vliv na uvoliovani
BPA z polykarbonatovych plastti a epoxidovych pryskyfic do potravin, napojt a zivotniho
prostiedi. Mala odolnost téchto materialti vici hydrolyze naznacuje, Ze rutinni expozice

BPA v diisledku jeho poziti je bézna [26, 29].

Béhem poslednich let doslo k omezeni pouzivani BPA v dusledku rostoucich obav
ze strany spotiebitelii. Tato skutecnost vedla vyrobce k reakci v podobé¢ hledani
alternativnich chemikalii pro vyrobni procesy. Vyrobci se vSak ¢asto uchylili k pouziti
jinych analogt bisfenolii. Chemicka nahrada by mé¢la byt idedlné inertni ¢i mén¢ toxicka
nez puvodni chemikalie. V praxi se bohuzel stava, ze n¢které chemické ndhrady nejsou
pfed uvedenim na trh odpovidajicim zpisobem testovany a jejich toxikologické ucinky
mohou byt stejné nebo dokonce horsi nez u ptivodni chemikélie [30]. Mezi alternativy
BPA patii bisfenol S, bisfenol AF (BPAF), bisfenol F (BPF) (obr. 2), které jsou strukturné
velmi podobné BPA [24]. Soucasna literatura naznacuje, ze zminéné analogy bisfenolt
mohou mit také negativni vliv na zdravotni stav véetné¢ endokrinnich poruch. Bisfenol S
meéni rizné aspekty imunitni odpovédi zprostiedkované monocyty a makrofagy. BPAF
snizuje endocytarni kapacitu a maturaci dendritickych bun¢k a dale zptisobuje oxidacni

poskozeni DNA. BPF vyvolava oxidac¢ni stres a méni produkci hormont [31].

Obrazek 2: Strukturni vzorce dalSich zastupct bisfenolil

A — bisfenol F, B — bisfenol E, C — bisfenol AF, D — bisfenol S

V minulosti byl v Evropské unii vydan zakaz pouZzivani materiali s obsahem BPA
k vyrobé kojeneckych lahvi. Koncem roku 2024 Evropskéd komise odsouhlasila zékaz

pouzivani BPA v materidlech, které ptichdzi do kontaktu s potravinami a ndpoji.

21



V souvislosti s timto zdkazem byla stanovena lhiita 18 mésicti pro nahrazeni téchto
materiald [32]. Pro jiné analogy bisfenolu, které slouzi jako nahrady BPA, byly
piedlozeny navrhy vedouci k omezeni jejich pouzivani. Tyto navrhy byly ucinény
v disledku jejich negativnich vlivi na lidské zdravi a také pro podezieni z jejich
endokrinni disruptivity. Tyto navrhy vSak nebyly doposud schvaleny a nebyla pfijata

ani zadna pravni omezeni k jejich pouzivani [31].

1.1.4.2 Parabeny

Parabeny jsou skupinou latek, kterou tvoii estery kyseliny p-hydroxybenzoové (4HB).
Zakladni struktura 4HB je substituovana alkylovym fetézcem nebo aromatickym kruhem.
Mezi nejcastéji se vyskytujici parabeny patii methylparaben (MP), ethylparaben (EP),
propylparaben (PP), butylparaben (BP) (obr. 3). Vlastnosti jednotlivych derivati se lisi
v zavislosti na typu substituce. Obecné plati, Ze s rostouci délkou fetézce roste odolnost

estertl vici hydrolyze [33].

O O

CH, OH
o cH,
HO
OH
A B
/\/CHS N
0 0 CH,
HO HO
C D

Obrazek 3: Strukturni vzorce vybranych parabenti

A — methylparaben,; B — ethylparaben; C — propylparaben; D — butylparaben

Parabeny jsou strukturné podobné estrogennimu hormonu, coz jim umoZiluje naruSovat
jaderné receptory pro androgeny, estrogeny, progesteron, glukokortikoidy i jiné. Z tohoto
divodu se 1 parabeny fadi mezi EDCs [17]. Expozice parabeny je spojovana s vyskytem

rakoviny prsu a také problémy s neplodnosti [34].

Parabeny jsou nejCastéji vyuzivany jako konzervacni a antimikrobialni latky

v potravinaiském, kosmetickém 1 farmaceutickém primyslu [17]. Ve zpracovanych
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potravinach byl prokdzan vyssi vyskyt parabenli nez v nezpracovanych potravinach.

Parabeny se pfirozen¢ vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich i v ovoci a zeleniné [35].

Do kosmetickych produktli jsou parabeny s oblibou piidavany diky jejich vlastnostem
— jsou bez zapachu, nezpisobuji nezadouci zménu zabarveni ani zakaleni kosmetického
produktu a maji téméf neutralni pH [36]. Parabeny byvaji soucasti produktt uréenych k

aplikaci na ktzi, pokozku hlavy, rty, sliznice i nehty.

Parabeny se od 20. let 20. stoleti pouzivaji ve farmaceutickych produktech jako
konzervanty nebo excipienty, pfiCemz zajiStuji ochranu proti mikrobidlnimu ristu
a degradaci 1é¢iv. Bylo prokazéano, ze pouZiti kombinace n¢kolika parabent je G€inné;si
nez pouziti jednotlivych derivati. Nachdzeji se v riznych 1ékovych formach, jako jsou
¢ipky, anestetika, tablety, sirupy, roztoky na pfibirdni na vaze, injekéni roztoky

a antikoncepce [32, 33].

1.1.4.3 Ftalaty

Diive byly ftalaty povazovany za zcela bezpecné, nicméné v soucasnosti se jim dostdva
mimotadné pozornosti pfedevsim z divodu potencidlné negativnich t¢inki na endokrinni
systém [37]. Data ziskand zin silico, in vitro, in-vivo ptistupti a klinickych studii
prokazuji negativni dopady na endokrinni systém c¢loveéka. Negativni ucinky ftalatd se
projevuji zejména na vyvoji lidského plodu, vyskytem reprodukénich anomalii,

inzulinovou rezistenci a moznym ptispénim k rozvoji obezity [38].

Ftalaty jsou strukturné diestery kyseliny ftalové [37] (obr. 4). Piipravuji se esterifikaci
kyseliny ftalové s rOznymi alkoholy [39]. Vyznacuji se vysokou trvanlivosti,
jsou bezbarvé a odolné vGc¢i teplu. Nejbé€znéji pouzivanym ftalatem
je bis(2-ethylhexyl) ftalat (BEHF) a jeho rozkladny produkt monoethylhexyl ftalat. Jedna
se o vSudypfitomné kontaminanty Zivotniho prostfedi. BEHF a jeho rozkladné produkty
byly detekovany v riznych télnich tekutinach, jako jsou sliny, matefské mléko, moc,
sérum, plodové voda atd. BEHF byl identifikovan jako EDCs s negativnimi u¢inky
na reprodukci, vyvoj a metabolismus, které mohou pfispivat k rozvoji obezity a diabetu

2. typu [40].
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Obrazek 4: Strukturni vzorce vybranych ftalatd

A — diethyl ftalat (DEF); B — dihexyl ftalat (DHF), C — dibuty! ftalat (DBF); D — bis(2-ethylhexyl)
ftalat (BEHF)

V roce 2021 c¢inila svétova produkce zhruba 5,5 milionl tun ftalatd rocné€ a vzhledem
k Sirokému vyuziti téchto latek je pfedpokladan dalsi narist objemu produkce [40].
Ftalaty jsou bézné pouzivany jako zmékcovadla zajist'ujici zvySeni pruznosti, ohebnosti
a eclasticity plasti ¢i v kosmetice pro del§i vydrz aromatickych slozek [37, 39].
Lze je nalézt v kosmetickych vyrobcich a produktech osobni péce, obalech na potraviny,
zdravotnickych vyrobcich jako jsou rGzné hadicky a krevni sacky, lepidlech,
hrackach [37, 40]. Dale se vyskytuji v potravinach, vodé, piidé, prachu, odévech,

matefském mléce a dalSich [38].

Ftalatova zmékcovadla nejsou chemicky véazédna na polymerni strukturu plastu,
a proto mohou 1 mirné zmény okolnich podminek zptisobit rychlejsi uvolnéni ftalatu
z plastového vyrobku do okolniho prostfedi. Ftalaty mohou tvofit az 40% hmotnosti
kone¢ného polymerniho vyrobku [40]. Uvolnéné latky mohou snadno kontaminovat

jiz vySe zminéné potraviny, napoje, pudu, vodu, ovzdusi, ale i krev [38].

Z uvedenych piikladii vyplyva, ze mezi hlavni cesty expozice patii oralni expozice
prostiednictvim kontaminovanych potravin a néapoji. DalSim vyznamnym typem

expozice je dermalni absorpce, naptiklad z kosmetickych produktt [38]. Ftalaty se rovnéz
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mohou do organismu uvolovat =z plastovych intravenoznich setl pouzivanych

ve zdravotnictvi [3].

Vzhledem k negativnim dopadiim na zdravotni stav bylo v Evropé v roce 2019 omezeno
pouzivani ne¢kterych ftalati, véetné BEHF, na maximalni koncentraci 0,1 % nebo méné

na hmotnost plastifikovaného materidlu v produktech [40].

1.2 Priprava krevnich vzorku k analyze

Klicovym krokem kazdé analyzy je spravny odbér, skladovani a piiprava vzorku.
Biologické tekutiny nejsou vhodné pro pifimou analyzu pomoci LC-MS/MS
a proto je nutné cilové analyty izolovat z biologické matrice a nésledné je pievést

do matrice, ktera je kompatibilni s LC-MS/MS [7].

Krev a jeji slozky jsou v toxikologickych studiich obecné povazovany za jedny
z nejvhodnéjsich typt vzorkd, protoze se nachazeji v ptimém kontaktu se v§emi tkanémi
v organismu a tim padem lépe odrazi uroven expozice EDCs. Mezi nevyhody analyzy
krevnich vzorkii patii obtizny odbér, invazivni povaha vzorkovani a také vysoké

naklady [40, 41].

Spravna priprava krevnich vzorki pro stanoveni EDCs zastava dtlezitou roli pti zajisténi
spolehlivych vysledkl analyzy [41]. Pro ziskani krevni plazmy je nutné odebranou krev
spole¢né s antikoagulantem nejprve centrifugovat. Sérum lze ziskat pouhym odstiedénim
krve bez pouziti antikoagulantu. Sérum ma podobné slozeni jako plazma, ale neobsahuje
fibrinogen, ktery je zodpovédny za sraZeni krve. Obé tyto krevni slozky mohou obsahovat
interferujici latky v podobé bilkovin, které mohou s cilovymi analyty vytvaret komplexy
a negativné ovlivnit analyzu. Pfed samotnou analyzou je nezbytné pfitomné proteiny
nejprve denaturovat a vysrdzet pomoci k tomu urcenych organickych rozpoustédel

a nasledné je odstranit pomoci centrifugy [6, 42].

V nékterych ptipadech je potfeba dany roztok s analytem zfedit, nebo naopak
zakoncentrovat v zavislosti na detekcnich limitech metody. Zejména vzorky s nizkou
koncentraci cilového analytu je pfed analyzou potieba zakoncentrovat, aby bylo mozné
dosahnout dostatecné citlivosti [43]. V dostupné literatufe je v souvislosti s EDCs Casto
zminovana extrakce kapalina-kapalina (LLE) nebo extrakce na pevné fazi (SPE)

¢i jejich miniaturizované varianty [6, 41].
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Biologické vzorky jsou velmi nachylné ke kontaminaci jiz bcéhem odbéru,
ale také béhem uchovavani ¢i manipulace se vzorkem. Pfedevsim pfi analyze bisfenolt
je velmi dilezité zamezit kontaktu s materialy, ze kterych se mohou uvoliovat bisfenoly.
Mezi casté zdroje této kontaminace patii laboratorni nadobi, rukavice, plastové
a mikrocentrifugacni zkumavky, SPE patronky, rozpoustédla, ultra Ccistd voda,
ale 1 kovové jehly stiikacek kvili epoxidové pryskyfici pouzité k jejich upevnéni
ke sklenéné stiikacce [44]. Ve studii autort Cobellis et al. byla krev odebirana
do zkumavek typu Vacu-test. K odbéru krve byly pouzity sklenéné stiikacky a sklenéné
zkumavky. Zkumavky s krvi byly ihned po odbéru centrifugovany a poté byl vzorek
prenesen do sklenéné vialky. Tyto vzorky byly uchovany pii -20 °C az do doby analyzy
[45].

1.2.1 Extrakce na pevné fazi

SPE je uc¢inna extrakéni technika urcend pro cCiSténi, separaci nebo zakoncentrovani
analytl zroztoku matrice [46]. Své uplatnéni nachdzi v oblastech environmentélni
analyzy, farmaceutické a biochemické analyzy, v organické chemii a analyze potravin

[47].

Tato extrakéni technika vyuZziva pevnou a kapalnou fazi k izolaci jednoho nebo vice
analytd z roztoku [43]. Zékladnim principem SPE je rozdéleni latek mezi kapalnou fazi
(matrice vzorku nebo rozpoustédlo s analyty) a pevnou fazi (sorbent) [46]. Absorbovany
analyt je ze sorbentu uvolnén postupnym zvySovanim eluc¢ni sily rozpoustédla pomoci

krokového gradientu [47].

V soucasné dobé¢ je SPE velmi ¢asto vyuZzivana jako pteduprava vzorku pted samotnym
chromatografickym procesem. Zakoncentrovani analytu pomoci SPE umozZiuje zvySeni
chromatografické citlivosti, ¢imz dochézi ke zlepSeni limiti detekce. Dale 1ze SPE vyuZit
k odstranéni rusivych latek a ptipadnych necistot, které by mohly mit za nésledek ucpani
kolony ¢1 zkresleni vysledkli analyzy. Velmi Castym ptipadem je, ze ptivodni matrice
s analytem nevyhovuje potiebam analyzy. Pomoci SPE lze pfevést analyty z ptivodni
matrice do nové matrice, kterd je vice kompatibilni s pfislusnou analytickou metodou

[47].

Pted zahdjenim samotného procesu extrakce je klicové zvolit spravny typ sorbentu. Jeho

vybér zavisi na povaze analytu a typu interakce mezi cilovym analytem a sorbentem.
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Nejbeéznéjsi mechanismy zalozené na zadrzeni analytl na pevném sorbentu jsou shrnuty

v tab. 2 [46].

Tabulka 2: Typické extrakéni mechanismy pro SPE.

Extrakéni mechanismus Pouziti

Reverzni faze (RP) Extrakce hydrofobnich nebo polérnich

analytd z vodné matrice

Normalni faze (NP) Extrakce polarnich analytli z nepolarnich

organickych rozpoustédel

Iontova vymeéna Extrakce nabitych analytl z vodnych

nebo nepoléarnich organickych vzorki

Obecny  postup SPE  se  skladd  znékolika  krokli v nasledujicim
potadi (obr. 5) [43, 47, 48]:

1. Aktivace a kondicionace sorbentu pomoci vhodného rozpoustédla

o Tento krok je nezbytny, protoze zajisti smaceni sorbentu, solvataci
funkénich skupin a zajisti pfipadné vymyti necistot ze sorbentu.
Kondicionace je nezbytnym krokem pro zajiSténi reprodukovatelné
interakce s analytem. Pokud sorbent vyschne, dojde k dekondicionovani
sorbentu.

2. Aplikace roztoku vzorku

o Bé&hem tohoto kroku jsou analyty a matrice zachyceny na sorbentu.
Davkovany objem se mulZe pohybovat od nékolika mililitrG az po litry.
K zachytu analytu dochazi v disledku véEtsi  afinity  k sorbentu
nez ke kapaling.

3. Oplachnuti sorbentu k zaji$téni odstranéni zachycené matrice a necistot

o Pro tyto ucely se vyuziva rozpoustédla s nizkou elucni silou. Cilovy analyt
zUstava zachyceny na sorbentu. Po oplachnuti sorbentu se doporucuje jeho
vysuSeni k zajisténi lepsi elucni ucinnosti.

4. Eluce zachycenych analytu

o Pomoci malého mnozstvi vhodného rozpoustédla dojde k eluci cilovych
analytl ze sorbentu. Rychlost eluce zavisi na rozmérech kolony a mnozstvi

sorbentu, ale obecné plati, ze by neméla byt pfilis rychla.
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Obrazek 5: Grafické znazornéni jednotlivych krokd SPE [49]
Existuje vice moznych konfiguraci SPE. Nejbéznéjsim zafizenim je polypropylenova
stiikacka naplnénad vrstvou sorbentu. Roztoky protékaji sorbentem bud’ gravitacné,
nebo pod tlakem. Tlak mtzZe byt na roztok vyvijen stlacenim horniho pistu ¢i za pouziti

vakuového systému [43].

Ve srovnani s LLE nabizi SPE fadu vyhod — nizsi spotfeba rozpoustédel, rychlejsi proces
extrakce, moznost automatizace, vysoka reprodukovatelnost pti zpracovani jednotlivych
vzorkll, vyssi selektivita diky Sirokému spektru adsorbentli a rlznym reten¢nim
mechanismim a mozna optimalizace extrakce [47]. Ackoli SPE nabizi fadu vyhod
ma 1 své nevyhody. K minimalizaci téchto nevyhod byly vyvinuty miniaturizované
techniky SPE — magnetickd extrakce na pevné fazi, mikro extrakce na pevné fazi

¢i extrakce pomoci specidlnich pipetovych Spicek se sorbentem [43, 50].

Pti analyze BPA je doporufeno zamezit kontaktu analyzovaného vzorku s plastovymi
materidly, aby bylo minimalizovano riziko kontaminace. Vyjimku pfedstavuje pouze
polypropylen, ktery je povaZzovan za bezpe¢ny material. Plastové materialy je doporuceno
vymeénit za materidly sklenéné, aby se predeslo kontaminaci [51, 52]. V ptehledové studii
autofi Caballero-Casero et al. uvadi, ze kontaminaci z SPE patronek (zde uvadi pfimo

HLB Oeasis) Ize G€inné odstranit jejich pfedmytim organickym rozpoustédlem [44].

1.2.1.1 Extrakce na pevné fazi v modu reverznich fazi

Pro extrakci v RP mddu lze vyuzit rizné typy sorbentli v zavislosti na povaze cilového
analytu. V této kapitole budou stru¢né popsany zakladni vlastnosti dvou typl sorbentd,

které byly pouzity v experimentalni ¢asti této prace.
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Hydrophilic-Lipophilic Balanced
Hydrophilic-Lipophilic Balanced (HLB) je sorbent na bazi polymeru, ktery je tvotfen
kopolymerem hydrofilntho N-vinylpyrrolidonu s hydrofobnim divinylbenzenem

ve specifickém pomeéru (obr. 6) [53, 54].

A

N

~0

Obrazek 6: Chemicka struktura sorbentu typu HLB tvotena kopolymerem hydrofilniho
N-vinylpyrrolidonu s hydrofobnim divinylbenzenem

Vyhodou tohoto sorbentu je vysokd kapacita pro Siroké spektrum latek o rizné polarité
a rozdilnych acidobazickych vlastnostech. Nepolarni slouceniny maji vyssi afinitu
k divinylbenzenu a polarni slou¢eniny k N-vinylpyrrolidonu [53]. Tento sorbent je dobie
smacitelny vodou, coz znamena, ze i kdyz dojde k jeho vyschnuti, proces SPE muze dél

pokracovat. HLB sorbent je vysoce stabilni v rozsahu pH=0-14 [47].

Sorbent typu HBL je vhodny pro biologické, potravinarské a environmentalni matrice
[42, 47]. Mezi vyrobcem doporucend pouziti patii extrakce 1é¢iv a jinych farmaceutik
z krve, plasmy, séra a moci, dale extrakce stfedné polarnich organickych molekul
z polarizovanych matric, extrakce tetracyklinu a alkaloidl z krevniho séra a extrakce
pesticidii z vody [47, 55]. Doporuceny pracovni postup pii pouziti sorbetu typu HLB
je uveden v tab. 3 [53].
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Tabulka 3: Doporuceny pracovni postup pro pouziti HLB sorbentu od vyrobce Agilent [53].

Jednotlivé kroky SPE Roztoky
Kondicionace kolonky Methanol
Ekvilibrace kolonky Voda
Déavkovani vzorku Vzorek
Promyti kolonky Roztok methanolu ve vodé
Eluce analytu Methanol nebo acetonitril

Sorbent na bazi siliky

Sorbent na bazi oktadecylsiliky (C18) je jednim znejbéZznéji pouzivanych sorbenti
v modu RP. Tento materidl mé hydrofobni charakter, diky némuz interaguje ptrevazné
s nepolarnimi analyty. Sorbent C18 disponuje volnymi silanolovymi skupinami (-SiOH),
které mu umoziuji sekundarni interakci s poldrnimi analyty. Na rozdil od HLB sorbentu,
je sorbent C18 stabilni pouze pii pH v rozmezi 2-8. Sorbenty na bazi oktadecylsiliky jsou

dostupné v riznych modifikacich dle specifickych pozadavkl provadéné analyzy.

Jednou z moZnych modifikaci je tzv. endcapped sorbent na bazi oktadecylsiliky (C18 ec),
ktery obsahuje méné volnych silanolovych skupin. Diky mens$imu mnoZstvi volnych
silanolovych skupin je vyrazné zvysena jeho selektivita pro nepolarni analyty. Tento typ
sorbentu je Casto pouZzivan ke zlepSeni Cistoty vzorku ¢i odstranéni nepoléarnich sloucenin.
Obecné se hodi pro zachyt nepolarnich sloucenin, jako jsou naptiklad aflatoxiny,

antibiotika, lé¢iva, konzervanty, pesticidy a dalsi [47].

1.2.2 Extrakce kapalina-kapalina

Zakladnim principem LLE je ptechod analytu z jedné kapalné faze do druhé kapalné faze.
Jedna faze je obvykle tvofend organickym rozpoustédlem a druha je tvofena vodnym
roztokem. Zékladni podminkou je jejich vzajemné nemisitelnost. Z hlediska provedeni
se jednd o velmi jednoduchou a G¢innou extrakéni techniku. Jeji nevyhodou je relativné

velka spotteba organickych rozpoustédel, které jsou financné nékladné [56].

I vptipadé vyuziti LLE za Gcelem extrakce BPA je doporuceno pouzivat vyhradné
sklenéné nebo polypropylenové materialy. Tyto materidly jsou povazovany za bezpecné,
jelikoz vykazuji minimalni riziko kontaminace BPA ve srovnéni s jinymi typy plasti

bézné pouzivanych v laboratorni praxi [51, 52].
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1.3 Chromatografie

V soucasnosti jsou chromatografické metody povazovany za jedny z nejvyznamnéjSich
separacnich technik. VSechny typy chromatografickych metod jsou zalozeny
na zakladnim spole¢ném principu déleni latek ve smési na zakladé jejich rozdilné afinity
ke stacionarni a mobilni fazi (obr. 7). Stacionarni faze je vzdy nepohybliva a mobilni faze
je vzdy pohybliva cast systému. Béhem separa¢niho procesu dochazi k mnohonasobné

opakovanému ustanovovani rovnovahy mezi obéma nemisitelnymi fazemi [57].
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Obrazek 7: Zakladni princip chromatografického déleni smési [58]

Chromatografické metody umoziiuji analyzovat slozité smési, izolovat jednotlivé slozky
a nasledné urcit jejich kvalitu anebo kvantitu. Obecné jsou vhodné pro analyzu vétSiny

anorganickych smési a téméft vSech smeési organickych latek [58].

Z historického pohledu sahaji pocatky chromatografie na pielom 19. a 20. stoleti. Prvni
chromatografickou kolonu vyvinul vroce 1901 rusky botanik Michail Cvét. Tato
sklenéna kolona obsahovala sorbent ve formé& uhli¢itanu vapenatého a byla pouZita
k separaci rostlinnych barviv. Objev Michaila Cvéta polozil zaklady pro dal$i vyznamné
objevy v oblasti vyvoje chromatografickych technik a metod [59]. Na jejich rozvoji
se v prub¢hu let podilela fada vyznamnych védct vcetné britskych védct a drzitelt

Nobelovy ceny za chemii Archera J.P. Martina a Richarda L.M. Synge [57, 60].

1.3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie (LC) je separatni metoda, ktera stejné¢ jako ostatni
chromatografické techniky vyuziva rozdilnou distribuci jednotlivych latek mezi dvé

nemisitelné faze. Stacionarni faze je tvofend pevnou latkou nebo kapalinou nanesenou
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na tuhém nosi¢i. Mobilni faze je vzdy kapalné a protéka skrz stacionarni fazi umisténou
uvniti kolony [60, 61]. Kapalnd mobilni faze se vyznacuje minimalni kompresivitou.
Teplota ma pifi LC ma na rozdil od plynové chromatografii minimalni vliv
na chromatografickou separaci [58]. Organicka rozpoustédla pouzivana jako mobilni faze
mohou pfedstavovat vyznamny zdroj kontaminace bisfenoly. K odstranéni
nebo minimalizaci této kontaminace lze docilit pouzitim ptfedkolony na bazi CI18
umisténou mezi Cerpadlem a injekénim ventilem. Bisfenoly pochézejici z mobilni faze
jsou poté zachyceny na predkoloné a eluuji az po bisfenolech pochazejicich ze vzorku

[44, 62].
Dle experimentalniho uspotadani 1ze LC rozdélit nasledovné (tab. 4) [58, 63]:

Tabulka 4: Klasifikace kapalinové chromatografie podle experimentalniho systému [58].

Experimentalni systém Typ chromatografie

Otevieny systém Papirova chromatografie

Tenkovrstva chromatografie

Uzavfeny systém Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

(HPLC)

Ultra vysokou¢inna kapalinova

chromatografie (UHPLC)

Kapalinovy chromatograf je slozen z nasledujicich komponent: zasobnik ¢i zasobniky
mobilnich fazi, odplynova¢ mobilni faze, vysokotlaké Cerpadlo, tlumi¢ pulsii, kolona,
detektor a vyhodnocovaci systém. V piipad¢ gradientové eluce je zde navic sméSovac
mobilnich fazi. SméSova¢ na zdklad€ programového nastaveni smisi mobilni faze

v urcitém pomeéru, které poté pokracuji do vysokotlakého cerpadla [58].

Vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC) je povaZovana za nejrozsifeng)si
a nejvyspeélejsi analytickou techniku. Jde o wvariabilni analytickou techniku,
kterou lze do jisté miry ptizpiisobit specifickym potfebam dané analyzy (napiiklad volbou
mobilni faze a stacionarni faze) [58]. Obrovskou vyhodou HPLC je jeji vysoka
spolehlivost, kterou zajiStuje vysokotlaké cerpadlo pohanéjici mobilni fazi. HPLC
je vhodna pro separaci latek net¢kavého charakteru [58]. Na obr. 8 je zobrazeno schéma

HPLC instrumentace.

32



. davkovac vzorku
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Obrazek 8: Zakladni instrumentace HPLC pro gradientovou eluci [61]

Tato vSestranna technika nachazi uplatnéni v mnoha odvétvich jako jsou farmaceutické
analyzy a vyvoj, klinické diagnostiky, déle pfi analyze potravin vCetné testovani jejich

bezpecnosti, pii monitorovani zivotniho prostiedi a dalSich védnich oborech [57, 63].

1.3.1.1 Kapalinova chromatografie v systému reverznich fazi

Pti optimalizaci a vyvoji novych HPLC metodik je ve vétsing ptipadt prvni volbou HPLC
se systémem reverznich fazi (RP). Mezi tfi hlavni faktory ovliviiujici separaci

v RP-HPLC patii elucni sila mobilni faze, iontova sila mobilni faze a jeji pH [61].

V systému RP je charakter pouzivané mobilni faze polarni a charakter stacionarni faze
nepolarni (respektive mén¢ polarni). Nejcastéji pouzivanou staciondrni fazi jsou uhlikaté
fetézce ukotvené na povrchu nosice, naptiklad oktadecyl (C18) ¢i oktyl (C8). Mobilni
faze A obvykle predstavuje vodnou sloZzku ve formé ziedéné kyseliny ¢i baze nebo pufru.
Mobilni faze B je organickou slozkou, ktera je misitelna s vodou — velmi ¢asto acetonitril
(ACN) ¢i methanol (MeOH). Voda ma velmi nizkou eluéni silu, ktera je s pridavkem
organické slozky zvySovéna. S rostouci koncentraci soli v mobilni fdzi dochazi
ke zvySovani iontové sily, kterd ovlivituje silu interakce mezi separovanymi analyty
a stacionarni fazi. Vyssi iontova sila zplisobuje ztenceni solvata¢niho obalu molekuly,
¢imZ je umoznéna jeji silngjSi interakce se stacionarni fazi [61]. Interakce analytu se
staciondrni fazi probiha prostfednictvim hydrofobnich interakci kdy plati, Ze nejprve se
eluuji polarni analyty a az poté nepolarni [64]. Hodnota pH mobilni faze ma z4sadni vliv

na retencni Casy latek. ZvySeni pH zplisobi snizeni retencniho Casu kyselych latek,
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a naopak prodlouzeni retencniho Casu bazickych latek. Snizenim pH dojde k opacnému

efektu [58].

1.3.2 Aktualni trendy v kapalinové chromatografii

Chromatografie je kliCovym nastrojem moderni analytické chemie, a proto je neustéale
vyvijena snaha inovovat tuto metodu s cilem posouvat jeji hranice moznosti. V poslednich
desetiletich doslo k vyznamnému pokroku z hlediska urychleni analyz. Prvni moznosti
zrychleni analyzy je pouziti monolitickych kolon ¢i kolon s povrchové poréznimi
casticemi. Druhou a také drazs$i moznosti urychleni analyzy je pouziti techniky ultra

vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) [57, 65].

1.3.2.1 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

V 21. stoleti byla predstavena modernéjsi verze HPLC — ultra vysokou¢inna kapalinova
chromatografie (UHPLC). Tato moderni technika sice pracuje na stejném principu,
ale umoziuje rychlejsi a U€inngjsi analyzu latek s vysokym rozliSenim a zvySenou

citlivosti [63, 66, 67].

Hlavni rozdil mezi témito technikami spociva ve velikosti ¢astic stacionarni faze [67].
Stacionarni fdze UHPLC kolon je tvofena poréznimi cCasticemi, které jsou mensi
nezZ 2 um. Tyto kolony jsou plnény specialné vyvinutymi hybridnimi materidly, které
kombinuji vlastnosti klasickych silikovych a polymernich Castic [68]. Piikladem b&zné
pouzivanych UHPLC kolon miiZe byt hybridni silikovéa kolona X-Terra nebo pokrocilejsi
kolona na bazi bridged ethyl hydrid (BEH), ktera poskytuje vyssi stabilitu a odolnost viici
vysokym tlakiim. Kolony urc¢ené pro UHPLC maji mensi primér a jsou krat$i nez

klasické HPLC kolony.

Obecné plati, Ze G€innost separace je piimo umérnad délce kolony a zaroveil nepiimo
umérnd velikosti ¢astic. Z toho vyplyva, Ze kolonu lze zkratit v poméru ke zmenSeni
velikosti €astic, aniz by doSlo ke ztraté rozliSeni [67]. Kolony tvofené takto malymi
Casticemi jsou v prubéhu analyzy vystaveny nékolikandsobné vys$s§imu zpétnému tlaku
oproti béznym kolondm, coz ma vliv na délku jejich Zivotnosti [65]. Negativni aspekt
v podobé vysokého tlaku Ize ¢astecné potlacit zvySenim teploty [67]. Ptistroje slouzici
k UHPLC analyze byly konstrukéné pfizpisobeny k praci za vysokého tlaku,
ktery dosahuje az 100 MPa [65, 68]. Mensi ¢astice maji vétsi povrchovou plochu,
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coz v kombinaci s vysokym tlakem umoziuje devétkrat rychlejsi prubéh analyzy [63, 65].
Z hlediska separacnich vlastnosti metody dochazi k trojnasobnému zvysSeni citlivosti
a  dvojndsobnému  zvySeni  rozliSeni  oproti  klasické = HPLC [65].
Dusledkem podstatného zkraceni casu analyzy bylo sniZzeni spotfeby rozpoustédel
a s tim 1 spojené naklady na jejich bezpecnou likvidaci. Ackoli tato metoda nabizi spousty
benefitl, jeji nevyhodou je velmi vysoké potizovaci cena UHPLC piistroje [69]. Dalsim
negativnim aspektem UHPLC je potieba Castéjsi udrzby pfistroje a také jiz zminéna kratsi

zivotnost kolony [67].

Autotfi Wang et al. se vénovali vyvoji metody zalozené na UHPLC spojené
s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro simultanni stanoveni 36 endokrinnich
disruptorti v lidském séru. Mezi analyzovanymi slouceninami byly bisfenoly, parabeny,
ftalaty a dalsi. K separaci pouzili kolonu C18 s ¢asticemi o velikosti 5 um. Mobilni faze
byla tvofena z ACN a Milli-Q vody s ptidavkem 0,05 % (v/v) kyseliny mravenc¢i. lonizace
analyzovanych sloucenin probihala \% rezimu ESI (pozitivnim

1 negativnim) [70].

1.3.2.2 Povrchové porézni Castice

V poslednich letech proS§la HPLC vyznamnym vyvojem pifedevsim diky technologickym
inovacim v oblasti vyvoje naplni kolon [69]. Mezi dal§i vyznamné technologické pokroky
v moderni analytické chemii patii objev core-shell neboli povrchové poréznich ¢astic

[71].

Prvni komeréné dostupné povrchové porézni ¢astice byly uvedeny uz v 70. letech
minulého stoleti. Tyto povrchoveé porézni Castice vykazovaly vysSi ucinnost oproti plné
poréznim ¢asticim. Na druhou stranu nabizely pouze malou aktivni plochu ¢astic, typicky
v rozmezi 5—15 m?/g, coz zpusobovalo nizkou retenci analyti a omezené kapacity vzorku.
Az vroce 2007 doslo k vylepSeni a modernizaci materialti povrchové poréznich ¢astic,
¢imz si ziskaly své misto v moderni analytické chemii. VylepSeni materiali meélo

za nasledek lepsi distribuci velikosti ¢astic a zvétSeni aktivni plochy [71].

Povrchové porézni cCastice obsahuji nepropustné jadro a porézni obal (obr. 9),
které mohou byt zhotoveny z odlisnych anebo stejnych materiali. Obvykle jsou jadro

1 obal vyrobeny ze siliky. Velikost jadra, tloustka obalu a poréznost obalu mohou byt
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ptizpisobeny specifickym pozadavkiim chromatografické¢ analyzy. Existuje nckolik

dostupnych morfologii téchto ¢astic [72].

1,7 pm pevné jadro

\

0,5 pm porézni vrstva

Obrazek 9: Struktura povrchovée porézni Céstice [65]

Kolony s povrchové poréznimi casticemi pracuji za normalnich tlakl, a tudiz jsou
ve vétsing pripadi kompatibilni s béznymi HPLC pfistroji. Z dostupné literatury vyplyva,
ze tyto kolony dosahuji srovnatelnych vysledkti s nakladnymi UHPLC analyzami. Jinymi
slovy povrchové porézni Castice zajiStuji separacni ucinnost, rozliSeni a rychlost
srovnatelnou s UHPLC. Pouziti povrchové porézni ¢astic v HPLC umoznilo jejich $irsi
vyuziti v oblastech farmaceutickych, biologickych, toxikologickych a environmentalnich
analyz. Niz§i zpétny tlak umoZiluje pouZzit vysoce viskdzni organicko-vodné smési
pro analyzu slozitych matric nebo velkych analytti jako jsou napiiklad biomolekuly

a makromolekuly vcetné proteini a peptidi [65, 69].

1.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je instrumentalni analytickd metoda, kterd je zalozena
na ionizaci molekul za vzniku ionti a jejich nasledné separaci podle efektivni hmotnosti
neboli poméru hmotnosti k ndboji (m/z) [58]. Jednd se o velmi citlivou, rychlou
a univerzalni metodu, ktera umozZnuje identifikaci a kvantifikaci organickych
nebo anorganickych sloucenin v pomérné slozitych matricich [73, 74]. V soucasnosti
je MS bézné pouzivana k identifikaci neznadmych sloucenin, stanoveni izotopového
zastoupeni prvkli v molekule ¢i ur€eni struktury slouceniny podle jeji fragmentace [75]
a dale je vyuzivana ke studiu fyzikalnich, chemickych nebo biologickych vlastnosti

Sirokého spektra sloucenin [74].
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Zakladnim principem této metody je pfevedeni neutralnich ¢astic molekul na kladné
nebo zaporné nabité ionty v plynném stavu. Hlavnimi tfemi ¢astmi hmotnostniho
spektrometru jsou iontovy zdroj zajiStujici ionizaci molekul, disperzni prvek slouzici
k separaci vzniklych iontii v elektromagnetickém poli a detektor (obr. 10) [75]. Po dopadu
iontu na detektor je ziskano carové spektrum, které vyjadiuje relativni zastoupeni

jednotlivych ionti 0 hmotnosti m/z [76].

Vzorek Vakuum @
g
[}
l £
lontovy zdroj =t——3p»- Hmotnostni — Detektor '
i J analyzator

T ) m/z

Obrazek 10: Zakladné schéma hmotnostniho spektrometru

Vedle klasické MS existuje také MS/MS, jejimz principem je fragmentace analyzované
molekuly a naslednd analyza vzniklych fragmentt [56]. V klinickych laboratotich

je nejcastéji pouzivanym tandemovym analyzatorem QqQ [7].

1.4.1 Iontovy zdroj

Iontovy zdroj slouzi k ionizaci neutralnich molekul analytu. Jinymi slovy, iontovy zdroj

zprostiedkovava pfeménu neutralni molekul analytu na nabité ¢astice neboli ionty.

Ionizac¢ni techniky Ize klasifikovat v zavislosti na mnozstvi dodané energie analyzované
molekule analytu na mekké a tvrdé. Historicky starsi jsou tvrdé ioniza¢ni techniky. Tvrdé
ionizacni techniky dodavaji molekuldm analytu velké mnoZstvi energie, které zpusobi
jejich fragmentaci béhem procesu ionizace. Urcitou nevyhodou tvrdych ionizacnich
technik je potteba vzorku v plynném stavu. Z tohoto diivodu jsou moznosti analyzy
znacn¢ omezeny pouze na tékavé a tepelné stabilni slouceniny. Piikladem tvrdé ionizaéni
techniky je elektronova ionizace (EI) [7, 73]. V 80. letech minulého stoleti doslo
k vyznamnému vyvoji v oblasti ionizacnich technik, ktery pfinesl objev v podobé

mékkych ionizacnich technik. Diky tomuto vyvoji doSlo k rozsifeni moznych pouziti
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1 pro netékavé a tepelné nestabilni slouCeniny. V tomto piipadé jsou molekuly analytu
vystaveny menSimu mnozstvi energie. Pii pouziti meékkych ionizacnich technik
nedochazi k fragmentaci molekul [7, 73]. Mezi nejcastéji pouzivané mekké ionizacni
techniky patfi ionizace elektrosprejem (ESI) ¢i chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI). Volba ionizac¢ni techniky zavisi na povaze molekul analyzovaného
vzorku [73]. Pro LC-MS aplikace se nejcastéji pouzivaji ionizacni techniky pracujici

za atmosférického tlaku, konkrétné ESI a APCI [77].

V ramci experimentalni ¢asti této diplomové praci byla pouzita ionizace typu ESI

a z tohoto diivodu bude tomuto typu ionizace vénovana nasledujici podkapitola 1.4.1.1.

1.4.1.1 Ionizace elektrosprejem

v

Ionizace elektrosprejem je nepouzivangjsi ionizacni technikou. Jedna se o mékkou
ioniza¢ni techniku, ktera dokaze tvofit nékolikandsobné nabité ionty, a tudiz lze pouzit
k ionizaci velkych i malych molekul [38, 52]. Tento typ ionizace se hodi pro analyzu
sttedn¢ polarnich molekul a je vhodna pro kapalné vzorky [78]. ESI umoziuje praci
v negativnim 1 pozitivhim modu, pfi¢emz vznikaji protonované ¢i deprotonované formy
ionizované¢ molekuly [51, 68]. Technika ESI vyZaduje neustaly ptivod kapalné faze,

coZ ji ¢ini vysoce kompatibilni s HPLC [58].

Elektrosprej je tvofen kovovou kapilarou (muize byt vyhiivana), podél které proudi
zamlZujici plyn. Na kapilaru je vloZeno vysoké napéti v rozmezi 3-5 kV, pficemzZ na konci
kapilary vzniké tzv. Taylortiv kuzel. Roztok analytu je po ptivedeni do nabité kapilary
za podpory zmlzujiciho plynu rozpraSen. Vzniklé kapicky, tvofici jemny aerosol, maji
na svém povrchu velké mnoZzstvi nédbojii. Tyto kapicky jsou nésledné ptivedeny
do kontaktu se suSicim plynem, ktery postupné odstrani pfitomny podil neionizované¢ho
rozpoustédla. Béhem suseni dochéazi ke zmenSovani objemu kapicek, cozZ ma za nasledek
nartst hustoty elektrického naboje na jejich povrchu. Tyto dva déje maji za nasledek
tzv. ,,Coulombickou explozi®, kterd zplsobi rozpad jednotlivych kapi¢ek na mensi
kapicky. Pti rozpadu kapicek dochazi k rozdéleni plivodniho ndboje mezi noveé vzniklé
kapicky. Timto zpiisobem nakonec dojde k uvolnéni nabitych iontd v plynné forme, které
jsou nésledné vedeny do hmotnostniho analyzétoru a poté do detektoru [77, 79]. Cely

proces ionizace pomoci ESI je zndzornén na obr. 11.
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Obrazek 11: Schématické znazornéni jednotlivych fazi ionizace molekuly za pouziti ESI [56]

V pribéhu let bylo vyvinuto n¢kolik modifikaci elektrospreje jako pneumaticky

asistovany elektrosprej, elektrosonicky sprej nebo oblibeny nanoelektrospre;j.

Nanoelektrosprej vyrazné snizuje spotiebu vzorku, a tudiZ analyzovany vzorek vystaci

pro vétsi mnozstvi analyz. Dostupné modifikace elektrospreje se vyznamné podileji

na rozsifeni oblasti vyuziti ESI [79].
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1.4.2 Hmotnostni analyzatory

Ionty ziontového zdroje pokracuji do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi
k jejich separaci podle m/z. Hmotnostni analyzatory lze rozdé€lit do Ctyi zakladnich

skupin podle rozdilnych fyzikéalnich principii separace iont (tab. 5) [56]:

Tabulka 5: Rozd¢leni hmotnostnich analyzatori dle fyzikalnich principti separace.

Hmotnostni analyzator Princip fungovani hmotnostniho
analyzatoru
Sektorové analyzatory Odchyleni trajektorie v magnetickém a

elektrickém poli

Kvadrupol, sféricka a linedrni iontova Oscilace iontt v elektrickém poli
past vytvafeném kombinaci stejnosmérného a

vysokofrekvenéniho stfidavého napéti

Analyzator doby letu Mg¢teni doby letu
(a) Iontova cyklotronova rezonance Absorpce energie pfi cykloidalnim
(b) Orbitrap pohybu v magnetickém (a) nebo
elektrickém poli (b)

1.4.2.1 Jednoduchy kvadrupdl

Tento typ hmotnostniho analyzatoru je tvofen Ctyfmi paralelnimi ty¢emi ve vakuu
(obr. 12). Ty¢e mohou byt kruhového nebo hyperbolického prifezu. Dve protilehlé tyce
jsou vzdy nabity nabojem stejné polarity a je na né aplikovano stejnosmérné (U)
a stfidavého (V) napéti, pfiCemz v priabéhu skenovani jsou ob¢ napéti udrzovana
v konstantnim poméru. V dusledku ptisobeni elektrostatického ptitahovéani a odpuzovani
se ionty v prostoru mezi ¢tyfmi ty¢emi pohybuji ve tvaru pomyslné Sroubovice. Plati zde
linearni zavislost mezi propusténymi ionty o daném pomeéru m/z a elektrickém potencidlu
elektrod. Podle nastaveni hodnot napéti 1ze zajistit priichod iontu o konkrétnim poméru
m/z nadetektor, zatimco jiné ionty o jiné hmotnosti m/z budou zadrzeny

vvvvvvvvvv

coz zabranuje téz$im atomiim v narazu na tyc¢e [56, 80].
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Obrazek 12: Hmotnostni spektrometr — jednoduchy kvadrupdl [81]

Tento typ analyzatoru je kompatibilni s LC a plynovou chromatografii (GC). Vyhodami

jsou relativné nizkd pofizovaci cena a dobra reprodukovatelnost [73].

1.4.2.2 Trojity kvadrupol

Trojity kvadrupdl (QqQ) je tandemovy hmotnostni spektrometr, ktery je slozeny ze tii
kvadrupdlovych analyzatori umisténych za sebou (obr. 13). Prvni kvadrupol (Q1) slouzi
k vybéru iontlh o dané m/z, tzv. prekurzorovych iontd. Vybrané prekurzorové ionty
pokracuji do druhého kvadrupdlu (Q2), ktery ptredstavuje kolizni celu naplnénou
koliznim plynem. NejcastéjSimi koliznimi plyny jsou argon nebo dusik. V kolizni cele
dochézi k fragmentaci prekurzorovych iontil na produktové ionty sraZkovym procesem
zvany kolizné indukovana disociace. Pomoci tfetiho kvadrupélu (Q3) jsou vzniklé

produktové ionty analyzovany a poté detekovany [69, 71].

Q1 Q2 Q3 Detektor
_ o ~®
ontovy zdroj p
v podobé elektrospreje - ® .\A
Kolizni cela

Obrazek 13: Schématické znazornéni zakladniho principu trojitého kvadrupolu

41



QgQ umoziiuje méfeni v riznych rezimech skenovani. Pro dosazeni nizkych mezi
detekce je nejvhodnéjsi rezim Multiple Reaction Monitoring (MRM) neboli rezim

sledovani vybrané fragmentace / vybranych fragmentaci [56].

1.5 Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Spojeni LC a MS pfedstavuje vyznamny pokrok v oblasti analytické chemie.
Po technické strance bylo toto spojeni velkou vyzvou a bylo umoznéno az objevem ESI.
Vtéto konfiguraci LC-MS plni MS funkci detektoru a oproti ostatnim
chromatografickym detektoriim nabizi vyrazné zvySeni citlivosti a selektivity detekce.
Diky vysoké skenovaci rychlosti LC-MS umoziuje efektivni analyzu slozitych smési

v riznych oblastech [78].

Nejrozsitengjsi konfiguraci MS/MS je spojeni LC s hmotnostnim analyzatorem typu
QqQ. Rozvoj MS/MS pfinesl vyssi selektivitu detekce, neZ jakou nabizeji ostatni béZné
dostupné analytické metody vcetné¢ LC-MS. ZvySena selektivita je dosazena vybérem
specifického prekurzorového iontu v prvnim kvadrupolu, jeho fragmentaci v kolizni cele

a naslednou analyzou produktovych iontl ve tietim kvadrupélu [7].

V soucasnosti jsou piistroje LC-MS a LC-MS/MS béZzné& pouzivanymi piistroji v klinické
analyze. Jednou z prvnich klinickych aplikaci LC-MS byl novorozenecky screening,
ktery z kapky novorozenecké krve odhaloval vrozené metabolické poruchy [78]. LC-MS
nachazi wuplatnéni pfi analyze Sirokého spektra latek v enviromentalnich,
farmaceutickych, medicinskych, toxikologickych, forenznich a potravinaiskych

analyzach a dalSich oborech [73].

Autoti Cobellis et al. vypracovali studii, jejimz cilem bylo simultanni stanoveni BPA
a bisfenol E (BPE) pro rutinni monitorovani jejich hladin v séru u Zen trpicich
endometriozou.

K separaci BPA a bisfenolu B z krevniho séra pouzili kombinaci ACN a fosfatového pufru
o pH 6. Pro analyzu byla vyuZita nerezova ocelova monoliticka kolona typu Onyx
Monolithic C18 (100 x 4,6 mm i.d.; Phenomenex, USA) spolu s fluorescenénim
detektorem. Pro potvrzeni identifikace a nasledné kvantifikace byl poté pouzit hmotnostni
detektor, konkrétné trojity kvadrupol. K ionizaci bisfenolli byl pouZit ESI v negativnim
moédu. Podminky pro ionizaci byly ndsledujici: ionizacni napéti 5000 V, teplota

turboplynu 250 °C, nebulizaéni plyn 55 psi a plyn clony 20 psi [45].
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Na zékladé vyse citované odborné literatury lze konstatovat, ze LC-MS/MS metody
pfedstavuji vhodny néstroj pro stanoveni BPA v biologickych matricich. Tato diplomova
prace se zaméiuje na navrh a optimalizaci metody pro stanoveni vybranych EDCs

ze skupin bisfenolii, parabent a ftalatt v lidské plazmé.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti byl nadvrh a optimalizace metody pro separaci a stanoveni
vybranych skupin EDCs pomoci LC-MS nebo LC-MS/MS se syst¢émem RP. Seznam
vSech pouzitych standardi EDCs je uveden v kapitole 2.1.1.1.

Prvni ¢ast experimentalni prace byla provedena za pouziti LC/MS (kapalinovy
chromatograf s hmotnostnim spektrometrem Agilent InfinityLab LC/MSD iQ).
Pomoci této instrumentace byl optimalizovan elu¢ni gradient pro separaci EDCs
a zaroven byla vybrana optimalni kolona. Hmotnostni detektor s jednoduchym
kvadrupdlem neposkytoval dostatecné nizké limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ)

pro stopovou analyzu EDCs.

Druha ¢ast experimentalni prace byla tedy realizovana s vyuzitim instrumentace typu
LC-MS/MS (kapalinovy chromatograf 1260 Infinity II s hmotnostnim spektrometrem
typu QqQ; 6475 LC/TQ). Zména instrumentace vedla k dosazeni nizSich LOD a LOQ,
¢imz byla zvysena citlivost metody. Pomoci této instrumentace byly zaroven otestovany
matricové efekty (ME) a také extrakéni vytéznost (RE) plazmatickych vzorkt, které byly

pfed samotnou analyzou upraveny technikami SPE ¢i LLE.
2.1 Seznam pouzitych chemikalii a pFistrojového vybaveni

2.1.1 Chemikalie

2.1.1.1 Standardni latky
e Bisphenol A (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Bisphenol AF (Merck, Darmstadt, Némecko)
¢ Bisphenol E (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Bisphenol F (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Dibutylftalat (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Diethylftalat (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Dihexylftalat (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Bis(2-ethylhexyl) ftalat (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Methylparaben (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Ethylparaben (Merck, Darmstadt, Némecko)
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Propylparaben (Merck, Darmstadt, Némecko)
Butylparaben (Merck, Darmstadt, Némecko)
4-hydroxybenzoova kyselina (Merck, Darmstadt, Némecko)

2.1.1.2 Mobilni faze a aditiva

2.1.2

2.1.3

2.14

Octan amonny (Merck, Darmstadt, Némecko)

Mravencan amonny (Merck, Darmstadt, Némecko)

Acetonitril (Merck, Darmstadt, Némecko)

Hydroxid amonny (Merck, Darmstadt, Némecko)

Kyselina 5-sulfosalicylova (Merck, Darmstadt, Némecko)

Demineralizovana voda — Milli Q Reference System (Merck Millipore, Billerica,

MA, USA)

Pouzita instrumentace

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem Agilent InfinityLab
LC/MSD 1Q (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
Kapalinovy chromatograf 1260 Infinity II s hmotnostnim spektrometrem typu

QqQ (6475 LC/TQ) (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

Testované kolony

Kinetex Polar C18: délka 100 mm, vnitini pramér 3 mm, velikost ¢astic 2,6 um,
porozita 100 A (Phenomenex, Torrance, CA, USA)

Arion Polar C18 UHLPC: délka 100 mm, vnitini primér 2,1 mm, velikost ¢astic
2,2 um (Chromservis, Praha, Ceska republika)

YMC-Triart C18 ExRS: délka 100 mm, vnitini primér 2,1 mm, velikost
¢astic 3 um, porozita § nm (YMC, Kyoto, Japonsko)

SPE vybaveni

Patronka se sorbentem Chromabond C18 ec (Macherey-Nagel, Némecko)
Patronka se sorbentem Chromabond HLB (Macherey-Nagel, Némecko)
Patronka se sorbentem Strata C18-E (Phenomenex, USA)

Vakuovy systém pro SPE (Merck, Darmstadt, Némecko)
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2.1.5 Dalsi vybaveni

e Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

e Automatické pipety (Thermo Scientific, Finsko)

e Vortex (Fisher Scientific, USA)

e Stolni centrifuga, model M1012P (Jet Bio-Filtration Co., Cina)
e Sklenéné vialky

e Bézné laboratorni nadobi

2.2 Priprava jednotlivych roztokiu standardu endokrinnich disruptori

Z 13 vybranych standardii EDCs byly pfipraveny zasobni, pracovni a standardni roztoky.
Vsechny roztoky byly pfipraveny piimo do sklenénych vialek o objemu 1,5 ml. Zasobni
roztoky byly pfipraveny navazenim jednotlivych standardi EDCs a doplnénim
odpovidajicim mnozstvim ACN tak, aby vysledné koncentrace téchto roztoki Cinily
10 mg/ml. Takto pfipravené zasobni roztoky byly peclivé promichany pomoci vortexu.
Ze zéasobnich roztokli byly nafedény pracovni roztoky jednotlivych EDCs o vysledné
koncentraci 100 pg/ml. Odpipetované objemy zdsobnich roztokli byly doplnény
odpovidajicim mnoZstvim ACN. Vialky s pracovnimi roztoky byly opét promichany
za pouziti vortexu. Na zavér byly z ptipravenych pracovnich roztokli nafedény standardni
roztoky o koncentraci 5 pug/ml, které byly opét pe€livé promichany. VSechny pfipravené

roztoky standardi EDCs byly po celou dobu experimentalni ¢asti uchovévany v lednici.

2.3 Priprava smésnych kalibraénich roztoki

Kalibracni tada byla pfipravena ve form¢ smésnych standardii o naésledujicich
koncentracich: 5000, 1000, 200, 40, 8, 2, 1, 0,5 a 0,1 ppb. K piipravé téchto kalibracnich
roztoki byl pouzit ACN.

2.4 Priprava mobilnich fazi

V této diplomové praci byly testovany dv€é mobilni faize A-5 mM octan amonny

a 5 mM mravencan amonny. Jako mobilni faze B byl pouzit ACN o ¢istot¢ LC/MS.

Mobilni faze A v podobé 5 mM octanu amonného byla pfipravena navazenim 0,1925 g

této latky a dopIlnénim 500 ml demineralizované vody. Zasobni lahev s mobilni fazi byla
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dikladné¢ promichana. ACN o Cdistot¢ LC/MS byl pouze ptelit do zasobni lahve

bez dalSich uprav.

2.5 Priprava plazmatickych vzorki

Vzorky lidské plazmy byly uchovany v mrazaku pfi teploté -20 °C az do doby analyzy.
Nasledn¢ byly v ramci optimalizace postupu piipravy plazmatickych vzorka otestovany

dva typy sorbentii ur¢ené pro SPE a technika LLE.

Pouzity postup pripravy plazmatickych vzorkl k analyze s vyuzitim techniky SPE
je shrnut v tab. 6.

Tabulka 6: Postup ptipravy plazmatického vzorku pomoci techniky SPE.

Jednotlivé kroky SPE Pouzité roztoky
Aktivace 2 ml MeOH
Kondicionace 2ml 5 % MeOH
Vzorek 100 pl ¢i 1 ml plazmatického vzorku
Promyvani 4 ml 5 % MeOH
Eluce 1 ml ACN

Pro vypocet extrakéni vytéZnosti (RE) (rovnice 1) byly pfipraveny plazmatické vzorky
nasledujicim zptisobem. Nejprve byl piipraven spike vzorku plazmy o koncentraci
50 ppb, poté¢ byl promichdn pomoci vortexu a byl vlozen do centrifugy
(10 000 ota€ek/min, 10 min). Sou€asné byl pfipraven 1 nespikovany vzorek ¢isté plazmy,
ktery byl odstfedén za stejnych podminek. Poté byly oba zcentrifugované vzorky plazmy
upraveny pomoci metody SPE (tab. 6). Oba extrakty byly odpateny proudem N> do sucha
a znovu rozpustény ve 100 ul ACN. Do ¢isté plazmy, ktera byla podrobena procesu SPE,

byl po extrakci pfidan spike o koncentraci 50 ppb.

locha piku analytu pfidaného pred extrakci
RE [%] = B2=2F yup P - 100 (D)

plocha piku analytu pridaného po extrakci

Pro vypocet ME (rovnice 2) byly vzorky cisté plazmy centrifugovany za stejnych
podminek. Stejné jako v predchozim piipadé byl piipraven spike pfidany po extrakci
o koncentraci 50 ppb. Po tpravé vzorku metodou SPE byl extrakt odpaien a znovu
rozpustén ve 100 ul ACN. Srovnavaci standardni roztok byl ptipraven z ¢ist¢ého ACN

s ptidavkem spiku o koncentraci 50 ppb.
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locha piku analytu ptridaného po extrakci—plocha piku ¢isté plazm
ME[%] =p 14 ytup 14 p p p leO (2)

plocha piku stadartniho roztoku

Pro pfipravu plazmatickych vzorkli byla otestovdna i metoda LLE. Z plazmatickych
vzorkll byly nejprve vysrdzeny proteiny pomoci 10% kyseliny 5-sulfosalicylové
vpoméru 1:1 (v/v). Plazmaticky vzorek zbaveny proteinti byl rozdélen do dvou
Eppendorfovych zkumavek s filtrem, které byly umistény do centrifugy. Centrifuga byla
nastavena na 10 000 otacek/min po dobu 10 minut. Nésledné byl vytvofen spike
o koncentraci 50 ppb, ktery byl spole¢n¢ se vzorkem ¢isté plazmy upraven pomoci LLE.
Kextrakci byl pouzit chloroform, ktery byl smichdn se vzorkem
v poméru 1:2 (vzorek/chloroform) (v/v). Nasledné bylo odebrano 950 pl ¢iré organické
vrstvy chloroformu a odpafeno proudem N> Do vysuSené vialky bylo ptidano
100 ul ACN. Z ¢isté plazmy byl opét ptipraven spike piidany po extrakci o koncentraci
237,5 ppb, kterd odpovida teoretickému zakoncentrovani po odpateni 950 pl vzorku
a rozpusténi v 100 pul ACN. Dale byl pfipraven srovnavaci roztok z c¢isttho ACN
o koncentraci 237,5 ppb. K vypoc¢tu RE a ME byly pouzity rovnice 1 a 2.

2.6 Optimalizace podminek separace endokrinnich disruptori pomoci

LC/MS

Optimalizace separa¢nich podminek v syst¢ému LC/MS byla provedena pomoci
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent InfinityLab
LC/MSD 1Q. Optimalizace byly provedeny pomoci roztoku smeésného standardu

o koncentraci 5 pg/ml, kdy objem nasttiku ¢inil 5 pl.

Nejprve byl experimentalné optimalizovan gradient, pii kterém separace testovanych
EDCs dosahovala dostatecného rozliSeni. K separaci vybranych EDCs byla vyuzita
gradientova eluce s programovanou zménou rozpoustédla, jejiz pribéh je zaznamenan
v tab. 7. Po kazdé analyze byla kolona automaticky kondicionovana po dobu 6 minut
na pocatecni podminky gradientu. Vybranou mobilni fazi byla smés obsahujici
5 mM octan amonny (mobilni fdze A) a Cisty ACN (mobilni faze B). Pritok mobilni faze

byl nastaven na konstantni hodnotu 0,4 ml/min. Termostat kolony byl nastaven na 30 °C.
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Tabulka 7: Optimalizovany gradient pro finalni separaci endokrinnich disruptort.

Elu¢ni gradient
Cas [min] A [%] B [%]
0 70 30
8 0 100
14 0 100

Nasledné byly testovany tfi typy kolon. V souladu s vysledky optimalizace byla nakonec
pouzita kolona Kinetex Polar C18 (kolona RP; dale jen ,Kinetex Polar®). Separacni

podminky pouzité pro testovani kolon jsou shrnuty v tab. 8.

Tabulka 8: Separacni podminky pii testovani kolon.

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim

Pouzity instrument spektrometrem Agilent InfinityLab

LC/MSD iQ
Mobilni faze A 5 mM octan amonny
Mobilni faze B ACN
Prutok mobilni faze 0,4 ml/min
Teplota uvniti kolony 30 °C
Objem nastriku S5ul

Kazda kolona byla otestovana pomoci kratkého a dlouhého gradientu, jejichZ pribéhy
jsou zaznamenany v tab. 9. Pro kazdou kolonu byl zméten dvakrat kratky a dvakrat
dlouhy gradient. Déle byl pro kazdou z kolon zméfen mrtvy ¢as kolony za pouziti
thiomocoviny.

Tabulka 9: Testované gradienty pouzité k vybéru vhodné kolony pro separaci endokrinnich
disruptort.
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Kratky gradient Dlouhy gradient
Cas [min] A [%] B [%] Cas [min] | A [%)] B [%]
0 70 30 0 70 30
8 0 100 20 0 100
14 0 100




Z vyslednych chromatogramti byly odeCteny Sitky pikt pii zédkladné. Dale byla
zaznamenana symetrie jednotlivych pikti a retencni Casy latek. Potadi eluce
analyzovanych slouc¢enin odpovidalo predpokladu, ktery byl zalozena na znalosti jejich
hodnot log P (tab. 10). Hodnota log P souvisi s lipofilitou slou¢eniny a ¢im je tato hodnota
vys$i, tim je dand slouCenina vice lipofilni. Lipofilnéjsi slouceniny jsou zadrzovany
na kolon¢ delsi dobu. Tomuto trendu neodpovidaji pouze slou¢eniny BPE a diethyl ftalat
(DEF), kter¢ vykazuji odchylky v o¢ekavané retenci vzhledem k jejich hodnotam log P.

Tabulka 10: Retencni Casy, analyzovanych endokrinnich disruptor, naméiené pii kratkém
gradientu pfi pouziti kolony Kinetex Polar a hodnoty jejich log P.

Retencni ¢as
Sloucenina [min] Logp
4HB 0,967 1,58 [83]
MP 2,776 1,96 [84]
EP 3,816 2,47 [86]
BPF 4,001 2,91[88]
BPE 4,498 3,90 [90]
PP 4,744 3,04 [91]
BPA 4,905 3,32 [92]
BP 5,518 3,57 [93]
DEF 5,643 2,47 [94]
BPAF 5,914 4,47 [95]
DBF 8,021 4,50 [96]
DHF 9,692 6,82 [97]
BEHF 10,747 7,60 [98]

Dale byly optimalizovany nékteré parametry hmotnostniho spektrometru, v tomto
pfipad€ jednoduchého kvadrupolu. K ionizaci testovanych analyti byla vyuzita ESI

v rezimu selektivniho zdznamu iontu (Selected lon Monitoring, SIM)

Ionizace analytl probihala v pozitivnim 1 v negativnim modu, jehoz volba se odvijela
od chemické povahy testovanych EDCs a intenzity poskytnutych signal. Nekteré latky
bylo mozné detekovat v obou mddech, tudiz byl na zaklad¢ odezvy detektoru zvolen mod
s lep$i odezvou pro dany analyt. Dale bylo optimalizovano napéti na kapilare. Poslednim
optimalizovanym parametrem byly fragmentani energie jednotlivych testovanych

analyta.
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Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem Agilent InfinityLab LC/MSD
1Q byl vyuzit pouze pro kvalitativni analyzu, nebot’ hodnoty LOD a LOQ nedosahovaly
pozadovanych limitd pro stopovou analyzu. Z tohoto divodu byl ve druhé Ccasti
experimentalni prace byl pouzit kapalinovy chromatograf s tandemovym hmotnostnim

spektrometrem typu QqQ.

2.6.1 Optimalizace LC-MS/MS

Optimalizace metody LC-MS/MS byla provedena pomoci kapalinového chromatografu
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii, konkrétné na ptistroji Agilent 6475
Triple Quadrupole LC/MS s iontovym zdrojem typu ESI. K optimalizaci LC-MS/MS
byl pouZit stejny elucni gradient jako pii métfeni na Agilent InfinityLab LC/MSD 1Q
(tab. 7)

2.6.2 Optimalizace MRM prechodu

K identifikaci MRM ptechodl jednotlivych analyti byly pouzity standardni roztoky

EDCs o koncentraci 5 pg/ml. Ptiprava té€chto roztoki je sepsana v kapitole 2.2.

S ohledem na rozdilné strukturni rysy jednotlivych EDCs byly MRM piechody
identifikovany v pozitivnim 1 negativnim ESI modu. Podminky MS, za kterych probihala

identifikace MRM ptechodil jsou shrnuty v Tabulka 11.
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Tabulka 11: Parametry hmotnostniho spektrometru QqQ pouzité pfi identifikaci MRM piechodt.

Parametr Nastavena hodnota
Prttok plynu (L/min) 1
Gas Flow
Teplota plynu (°C) 300
Gas Temperature
Tlak nebulizatoru (psi) 35
Nebulizer pressure
Napéti na kapilafe — kladné (V) 4500
Capillary Voltage
Napéti na kapilafe — zaporné (V) 4500
Capillary Voltage
Napéti na trysce — pozitivni (V) 600
Nozzle Voltage
Napéti na trysce — negativni (V)
Nozzle Voltage 600

Pro kazdy EDCs byl zaznamenan nejintenzivnéjsi MRM piechod, ktery byl nasledné
upraven v metodé a poté pouzit ke kvantifikaci. Pro nejintenzivnéjsi MRM piechod
kazdého z analyti byly optimalizovany hodnoty kolizni energie (CE) a fragmenta¢ni

energie.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace HPLC/MS

Pro ucely optimalizace podminek HPLC/MS byl pfipraven smésny standard vSech
testovanych EDCs o koncentraci 5 pg/ml v ACN. Jiz v pocate¢nich fazich méfeni byla
v blanku zjisténa pfitomnost vSech testovanych ftalatt (BEHF, DBF, DEF, DHF).
V ptipad¢ DEF a dihexyl ftalat (DHF) byly v blanku zaznamenany pouze nizké odezvy.
Tyto dva ftalaty byly kvantifikovany pouze v pripadech, kdy jejich odezvy v
analyzovanych vzorcich vyrazné ptrevySovaly hodnoty signalu naméfené v blanku. Tato
systematickd kontaminace byla s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisobena uvoliiovanim
ftalath z plastovych kapilar pfistroje vlivem plisobeni pouzitého rozpoustédla.
Ve vysokych koncentracich byly detekovany zejména BEHF a DBF, a proto byly z
naslednych analyz vyfazeny. Kontaminace byla nasledné€ potvrzena i pfi kontrolnim
méteni blanku pomoci ptistroje LC-MS/MS. Vysledny zdznam kontrolniho méteni je

v textu uveden jako obr. 14.
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Obrazek 14: Extrahovany chromatogram kontrolntho meéfeni blanku ziskany pomoci
LC-MS/MS potvrzujici pfitomnost ftalati (analyty bez signalu nejsou zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini prumér 3 mm, velikost Ccastic 2,6 um,
porozita 100 A); mobilni faze: ACN a 5mM octan amonny; teplota: 30 °C;
priitok mobilni faze: 0,4 ml/min; ndstiik vzorku 5 pl; gradient: 0 min — 30 % ACN
8 min— 100 % ACN, MS/ESI-, +, (MRM)

Tteti latkou, kterd byla z dalSich analyz vyloucena, byla 4HB. Tato latka eluovala diive

nez thiomocovina, tudiz se v daném systému vitbec nezadrzovala (kapitola 3.1.2, tab. 13).

54



Nulové retence na kolon¢ miize byt zptisobena vysokou polaritou této latky, nebot’ neni

esterifikovana jako ostatni parabeny.

3.1.1 Volba mddu ionizace elektrosprejem

V ramci hledani a volby optimalniho modu ionizace byly vSechny standardy EDCs
analyzovany nejprve v negativnim a poté i v pozitivnim médu ESI. Z chromatografickych
analyz vyplyva, Ze bisfenoly jsou ionizovany v negativnim moédu, zatimco ftalaty
se ionizuji pouze v pozitivhim modu. V obou mddech byly ionizovany parabeny a rovnéz
BPAF. U latek ionizovatelnych v obou mddech byly porovnany plochy piki a byl zvolen

ten mod, ve kterém byla odezva vyssi.

Rozdily v ioniza¢nich vlastnostech jednotlivych latek jsou dany jejich molekulovou
strukturou a zejména piitomnosti ionizovatelnych funkénich skupin. I malé zmény
ve struktufe mohou vyrazné ovlivnit chovani molekuly pfi ionizaci. Ptikladem jsou
molekuly ze skupiny bisfenolii — BPA, BPE a BPF, které maji ve své struktufe dvé
hydroxylova jadra, a tudiz podléhaji deprotonaci. BPAF obsahuje trifluormethylové
skupiny, které mohou usnadnit protonaci v pozitivnim modu ESI. V disledku pfitomnosti
atomu fluoru v molekule BPAF bylo v negativnim ionizacnim modu dosazeno az 100krat
vyssi citlivosti ve srovnani se zbylymi bisfenoly. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v tab. 12.

Tabulka 12: Vybrané ionty pro SIM rezim pifi analyze endokrinnich disruptori pomoci
hmotnostniho spektrometru s jednoduchym kvadrupoélem.

Slougenina Monoisotopickd | o\ 0y ESIméd | m/z+1 nebo m/z-1
hmota

BPA 228,1150 - 227,1150
BPE 214,0994 - 213,0994
BPF 200,0837 - 199,0837
BPAF 336,0478 - 335,0478
DEF 222,0892 T 223,0892
DBF 278,1518 T 279,1518
DHF 3342144 T 3352144
BEHF 390,2770 n 391,2770
MP 152,0473 T 153,0473
EP 166,0630 T 167,0630
PP 180,0786 - 179,0786
BP 194,0943 n 195,0943
4HB 138,0317 - 137,0317
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Ziskané vysledky byly na zavér porovnany s vysledky uvedenymi v odbornych
publikacich. V publikaci autorG Myridakis et al. byly jimi vybrané parabeny, ftalaty
a BPA ionizovany za pouziti ESI v negativnim modu [85], coz se shoduje pouze Castecné
s volbou moédu v této diplomové praci. OdliSnost byla zaznamenana u ftalati a PP, které
ve srovnani s uvedenou studii vykazovaly v ramci této prace vys$i intenzitu signdlu
v pozitivnim ESI modu. Ve studii autort Barciela-Alonso et al. byl pro ionizaci
vybranych ftalath (DMP, DEP, DBP), které¢ odpovidaji ftalatim pouzitym i v této
diplomové praci, zvolen pozitivni ESI mod [87]. Volba mddu ionizace z této studie
je vsouladu s vybérem ESI modu pouzitého v této praci. Zpisob ionizace molekul
se odviji také od zvolenych experimentalnich parametrii — volby mobilni faze, ptitomnosti

aditiv atd.

3.1.2 Volba kolony

Pro ucely optimalizace separace EDCs byly pomoci gradientové eluce otestovany tii
druhy kolon pro RP systém. Volba kolony byla provedena na zékladé vyhodnoceni
tfi parametrti — Sitky pikl, symetrie pikd a poctu teoretickych pater (N). Stacionérni faze
kolony Kinetex Polar je tvofena povrchové poréznimi casticemi. Zakladni informace
o tomto typu ¢astic jsou shrnuty v kap. 1.3.2.2. Kolona Kinetex Polar umoznuje pouziti
mobilni faze, ktera je tvotena ze 100% vody, aniz by doslo k hydrofobnimu kolapsu
stacionarni faze (oktadecylovych fetézct). Kolony YMC-Triart C18 ExRS (dale jen
»YMC*) a Arion Polar C18 UHPLC (daéle jen ,,Arion*) jsou tvofeny plné poréznimi
Casticemi, které se vyznacuji vys$si retenci analytii oproti koloné Kinetex Polar. Toto
tvrzeni dokladaji naméfené retencni Casy EDCs, které jsou uvedeny v Tabulka 13. Pribch

pouzitych gradienti je specifikovan v kapitole 2.6, tab. 9.

Z dat uvedenych v tab. 13 je ziejmé, ze DHF a BEHF jsou kolonami Arion a YMC
zadrzovany natolik, Ze pii pouzitych gradientech nedojde k jejich eluci. Vétsi retence
téchto analytll je v souladu s vy$§imi hodnotami log P. Zaroven 4HB mé niz$i anebo
velmi blizky reten¢ni ¢as mrtvému retenénimu ¢asu kolony (Kinetex Polar, Arion, YMC),
coZ znamena, Ze se prakticky nezadrzuje. Z tohoto divodu byla 4HB z dalSich analyz

vyfazena.
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Tabulka 13: Retencni Casy (min) vSech testovanych endokrinnich disruptortt na riznych
kolonach za odliSnych gradientovych podminek (viz. tab. 9) a jejich vztah k hodnotam log P;
retenéni ¢as (min) thiomocoviny je uveden ve spodni ¢asti tabulky.

KRATKY GRADIENT

Sloucenina log P Kinetex Polar YMC Arion
4HB 1,58 [83] 0,967 0,886 1,487
MP 1,96 [84] 2,776 3,479 6,018
EP 2,47 [86] 3,814 4,912 7,844
BPF 2,91[88] 4,006 4,848 7,928
BPE 3,90 [90] 4,498 5,391 8,539
PP 3,04 [91] 4,744 5,921 9,067
BPA 3,32 [92] 4,905 5,819 9,033
BP 3,57 [93] 5,518 6,733 10,024
DEF 2,47 [94] 5,643 6,975 10,219
BPAF 4,47 [95] 5,914 6,778 10,093
DBF 4,50 [96] 8,021 9,459 12,989
DHF 6,82 [97] 9,692 11,100 15,050

BEHF 7,60 [98] 10,747 12,720 -

DLOUHY GRADIENT

Sloucenina log P Kinetex Polar YMC Arion
4HB 1,58 [83] 0,938 0,871 1,414
MP 1,96 [84] 1,930 2,290 3,841
EP 2,47 [86] 2,484 3,392 5,491
BPF 2,91[88] 2,476 3,046 5,357
BPE 3,90 [90] 2,986 3,970 6,740
PP 3,04 [91] 3,434 5,336 7,983
BPA 3,32 [92] 3,565 5,033 8,029
BP 3,57 [93] 4,689 7,499 10,416
DEF 2,47 [94] 4,923 8,082 10,746
BPAF 4,47 [95] 5,649 8,040 11,216
DBF 4,50 [96] 10,661 16,098 18,546

DHF 6,82 [97] 15,662 - -

BEHF 7,60 [98] 19,208 - -
thiomocovina | -1,08 [99] 1,027 0,865 1,551

Sitka piku byla jednim z hodnocenych parametrii p¥i volbé optimalni kolony pro separaci
vybranych EDCs. Graf 1 znazorfiuje primérné Sitky pika ziskané ze dvou méteni
pfi pouziti kratkého gradientu pro vSechny testované kolony (Kinetex Polar, YMC
a Arion). Primérné Sitky piki naméfené za pouziti dlouhého gradientu jsou zobrazeny

v grafu 2.
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Graf 2: Porovnani Sitek piki pfi dlouhém gradientu pro vSechny testované kolony

Jednotlivé sloupce v grafech 1 a 2 ptedstavuji aritmetické priméry $itek pikd pii jejich
zdkladnach. Siika piku pfedstavuje jeden z kli¢ovych parametrii hodnoceni u¢innosti

separace. Z celkového porovnani testovanych kolon vyplyva, Ze nejuzsi piky poskytla
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kolona Kinetex Polar. Tento vysledek svéd¢i o tom, Ze kolona Kinetex Polar poskytuje
vy$§i separacni ucinnost v porovnani s ostatnimi testovanymi typy kolon. Naopak kolona
kvantifikaci EDCs. Chybové secky zobrazuji smérodatné odchylky Sifek pikia analyta
pro dany typ kolony. Hodnota chybovych usecek vypovida o mife variability méteni

a reprodukovatelnosti separace pro danou kolonu a dany analyt.

Dal$im posuzovanym parametrem pii findlnim vybéru kolony byla symetrie piki
analyzovanych EDCs. Symetrie pikll byly automaticky vypocteny softwarem OpenLab
CDS/Data Analysis nasledovné — pokud byly v datech detekovany dva inflexni body
pro dany pik, byla symetrie tohoto piku vyhodnocena dle nésledujicich vztaht (rovnice

3) [89]:

=a,(t, +—t
m; =da;|t; 1,5Hf

a3

™2 = 05H, + 1,5H

)

m :“—5 (3)
3 7 0,5H,+1,5H

ay
My = G4 <t3 + 1,5Hr)

L m; +m;
Symetrie piku = |——
ms +my

a;— plocha daného segmentu, t;— casovy interval segmentu, Hy— vyska predniho inflexniho bodu,
H,— vyska zadniho inflexniho bodu, H-vyska piku

V ptipadech, kdy nebyly nalezeny dva inflexni body byla symetrie piku vypocitana
zjednoduSenym zptisobem na zéklad¢ ploch jednotlivych segmentl (rovnice 4).

aita;

Symetrie piku = 4)

asz+agy

Parametry vyuzité k vypoctu symetrie piku jsou vyznaceny na obr. 15 [89].
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Zacatek piku Konec piku

al a2 | a3 | a4
A , L \
v 2 B o\

Obrazek 15: Schéma chromatografického piku se znazornénim inflexnich bodt, vrcholu piku
a vyznacenych segmentd, vyuzitych pii vypoctu symetrie piku (ai, ti, He, Hy, H) [89]

O A\ |/
Q
(7]

Na pfiloZenych grafech 3 a 4 je zndzornéno porovnani symetrie pikl pro jednotlivé EDCs
na tech testovanych kolonach. Z vyslednych grafti 3 a 4 vyplyva, ze nejvyssi symetrie
pikti bylo dosazeno za pouziti kolony Kinetex Polar. Kolona YMC dosahovala podobnych
vysledkl jako kolona Kinetex Polar, ale s ohledem na vys$si retenéni schopnosti této
kolony pro nékteré testované analyty, je jeji pouZiti méné vyhodné. Nejnizsi hodnoty

symetrie jednotlivych pikt byly zjistény pfi pouziti kolony Arion.
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Graf 3: Porovnani symetrie piki pfi kratkém gradientu pro vSechny testované kolony

0,9
0,8

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

BP BPA BPAF BPE BPF DEF DHF
E Kinetex Polar mYMC ® Arion

Symetrie

o

Graf 4: Porovnani symetrie pikii pti dlouhém gradientu pro vSechny testované kolony
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Poslednim hodnocenym parametrem pii vybéru optimélni kolony pro danou separaci byl
pocet teoretickych pater (N) pro jednotlivé analyty na vSech tfech testovanych kolonach.

K vypoctu N byla vyuzila rovnice 5 a vysledné hodnoty jsou shrnuty v tab. 14.
_ try2
N =165 (5)

tg — retencni cas latky, w — Sirka daného piku pri zakladnée

Tabulka 14: Pocet teoretickych pater (N) pro jednotlivé analyty na testovanych kolondch v ramci
dvou typu gradientt.

KRATKY GRADIENT
Sloucenina Kinetex Polar YMC Arion
MP 593 414 779
EP 1351 1168 1707
PP 3036 2460 2244
BP 3588 2891 3115
BPA 3587 3127 2787
BPAF 4766 4208 4219
BPE 4927 4689 6277
BPF 5531 3985 3649
DEF 5291 5870 4358
DHF 9663 12950 12047
DLOUHY GRADIENT
Sloucenina Kinetex Polar YMC Arion
MP 473 318 387
EP 674 314 551
BP 804 490 419
PP 1049 533 616
BPA 1513 1168 967
BPE 1432 1423 1213
BPF 2121 2479 3101
BPAF 1486 3398 2915
DEF 5763 3757 4357
DHF 9571 - -

Vys§i hodnota N znaci vySS§i ucinnost separace. Kolony YMC a Arion vykazovaly
pro nékteré analyty srovnatelné anebo dokonce vyssi hodnoty N nez kolona Kinetex
Polar. Obé¢ kolony jsou charakteristické vyssi retenci a pfi jejich pouziti by se vyznamné
prodlouzila doba analyzy. Kolona Kinetex Polar vykazovala dostate¢n¢ vysoké hodnoty

N jiz v ramci kratkého gradientu.
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V souladu s vysledky vSech hodnocenych parametra tzn. $itky piku, symetrie piku a N,
1ze konstatovat, ze kolona Kinetex Polar je vhodnou kolonou pro separaci testovanych
EDCs. S ohledem na poZadavek rychlosti analyzy a dostate¢né ti¢innosti vyvijené metody
byla kolona Kinetex Polar vyhodnocena jako nejoptimalnéjsi. Tato volba zarovei nejvice

podporuje ekologickou a ekonomickou udrzitelnost metody.

3.1.3 Optimalizace gradientu a volba mobilni faze

V ramci optimalizace gradientu bylo vyzkouSeno né&kolik gradientovych profilli, z nichz
byly vybrany dva. Tyto gradientové profily byly néasledné¢ otestovany
na tfech riznych typech kolon, pfi¢emz nejoptimalnéjSich vysledki bylo dosazeno
s kolonou Kinetex Polar. Pfi optimalizaci gradientu byl kladen dlraz predevSim
na dostatecné rozliSeni separovanych analytii. Dal§im poZadavkem bylo dosaZeni
primétené doby trvani analyzy, ktera ma pfimy vliv na spotiebu rozpoustédel. Celkova

doba analyzy byla 14 minut.

V souladu s vySe stanovenymi poZadavky byl zvolen optimalni gradient, jehoZ prib&h
je graficky znazornén v Graf 5 a ¢iselné v kapitole 2.6, v tab. 7. Tento gradient byl pouzit

k optimalizaci dalSich parametrti.
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Graf 5: Graficky znazornény prubéh optimalizovaného gradientu v ¢ase (mobilni faze A—5 mM
octan amonny, mobilni faize B — ACN)

Jako dopln¢k ke stanoveni pomoci MS byl pro ilustraci uveden také chromatogram
zaznamenany pomoci detektoru diodového pole (DAD) (graf 6). VSechny analyzované

EDCs obsahuji aromatické jadro, tedy systém konjugovanych dvojnych vazeb, a tudiz
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vykazuji absorpci v ultrafialové oblasti (UV). Nicméné detekce pomoci MS vykazuje

mnohonasobné vyssi citlivost, zejména u ftalatt.

250 4
/ MP
200 -
. BPE
BPF
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Graf 6: Vysledny chromatogram separace endokrinnich disruptord z detektoru diodového pole
(DAD)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primeér 3 mm, velikost cdstic 2,6 um, porozita 100 A);
mobilni faze: ACN a 5mM octan amonny, teplota: 30 °C; prittok mobilni faze: 0,4 ml/min; ndstiik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min — 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN

3.1.4 Optimalizace fragmentacnich energii v rezimu SIM

Hmotnostni spektrometr s jednoduchym kvadrupdlem pracoval vrezimu SIM.
Optimalizace fragmentacni energie v SIM reZzimu je provadéna pfedevSim za ucelem

maximalizovani intenzity daného molekularniho iontu a zaroveit minimalizovani Sumu.

Optimalizace fragmentacni energie vybranych EDCs byla provedena na zéklad¢ dvou
opakovanych meéfeni. Fragmentani energie byly testovany v rozmezi 20-160 V.
Jednotlivé piky byly ru¢né integrovany a nasledné byla z primérnych ploch pikl
odpovidajicich jednotlivym analytim pfi riznych energiich urcena optimalni hodnota
fragmentacni energie. Optimalni fragmentacni energie byla uréena z maxim priimérnych

ploch pikti pfi nejvyssi dosaZené intenzité signalu.

Parabeny bylo mozné detekovat jak v pozitivnim, tak v negativnim moédu, a proto byly
porovnany plochy pikli v obou moddech, pficemz byl vybran mod s vétsi plochou.
Bisfenoly byly analyzovany v negativnim ionizacnim mddu, zatimco ftalaty a parabeny

(s vyjimkou PP) v pozitivnim modu. Z grafu 8 vyplyva, ze bisfenoly dosahovaly nejvyssi

64



odezvy pii fragmentacnich energii v rozmezi 50-100 V. U BPA byl pfi nejvyssi plose piku,
v ramci testovaného rozmezi fragmentacnich energii, zaznamenan extrémni signal Sumu.
Tento stav mohl byt zptisoben generovanim iontil o totozném m/z z pozadi mobilni faze
nebo interakci analytu s octanem pii dané hodnoté fragmentacni energie. Tedy
fragmentacni energie BPA musela byt optimalizovana na zakladé poméru signalu k Sumu

(signal to noise; S/N) (graf 7).
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Graf 7: Porovnani optimalizace fragmentacni energie pro BPA na zaklad¢ ploch piki vs. poméru
signalu k Sumu (S/N)

Parabeny vykazovaly nejlepSi odezvu pii energiich vrozpéti 40-100 V a ftalaty
dosahovaly maxima pti 40 V (grafy 9-10)
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Graf 8: Optimalizace fragmentacni energie pro vybrané bisfenoly na zakladé maximalnich
odezev ze dvou opakovanych méteni
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Graf 9: Optimalizace fragmentacni energie pro vybrané parabeny na zakladé maximalnich
odezev ze dvou opakovanych méfeni
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Graf 10: Optimalizace fragmenta¢ni energie pro vybrané ftalaty na zakladé maximalnich odezev
ze dvou opakovanych méfeni

Rozdily v optimalnich hodnotach fragmentacnich energii lze pfisuzovat rozdilim
v chemické struktute a molekulové hmotnosti jednotlivych EDCs. Jednotlivé EDCs
mohou mit také rozdilné ioniza¢ni vlastnosti. Zjisténé optimalni hodnoty fragmentacnich

energii byly zadany do metody, ¢imz se zvysila jeji citlivost.

3.1.5 Optimalizace napéti na kapilare

Jednim z dalSich kli¢ovych faktorii ovliviiujici miru ionizaci je napéti na kapilare. Napé&ti
na kapilafe bylo testovano v rozmezi 2,5-4,5 kV. Méteni probihalo ve dvou opakovanich
a ziskané plochy pikti pfi daném napéti byly zprimérovany. Pro vétSinu testovanych
EDCs byla optimalni hodnota napéti na kapilafe pi1 4kV. Vyjimku piedstavuje EP,
u kterého byla zjiSténa optimalni hodnota napéti az pii 4,5 kV, PP pii 3kV a DBF
pfi 3,5 kV.

Pro lepsi pfehlednost v datech byly hodnoty relativizovany (graf 11). Pro kazdy analyt
byla relativizovand hodnota ziskadna jako pomér plochy piku k maximalni ploSe piku
daného analytu. Snizeni hodnoty napéti na kapildfe pod optiméalni hodnotu vedlo

k omezené produkci aerosolu a naslednému poklesu intenzity signalu.
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Graf 11: Relativizované hodnoty napéti na kapilafe naméfené pii optimalizaci tohoto parametru
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3.2 Optimalizace LC-MS/MS

Druhé ¢ast experimentalni prace probihala pomoci techniky LC-MS/MS v rezimu MRM.
Cilem optimalizace bylo identifikovat nejvyraznéjsi MRM piechod pro danou molekulu
a optimalizovat parametry kolizni energie (CE) a fragmentacni energie. Optimalizované
parametry a nalezené nejintenzivn€j$i MRM piechody jsou shrnuty v tab. 15. Na rozdil
od piedchozi analyzy provadéné pomoci systému LC/MS, kde nékteré parabeny
vykazovaly lepsi odezvu v pozitivnim ionizacnim modu, pii optimalizaci MRM piechodi
na systému LC-MS/MS dochazelo ke kompletni ionizaci vSech sledovanych parabenti
(MP, BP, EP i PP) vyhradné v modu negativnim.

Tabulka 15: Souhrn optimalizovanych parametrti a nejintenzivnéjSich MRM ptechodt, které

byly stanoveny metodou "Compound-by-Compound" pomoci standardi jednotlivych latek
o koncentraci 5 pg/ml; Frag=fragmentacni energie.

Sloucenina | Monoizotopicka | Prekurzorovy | Nejintenzivnéjsi | Frag | CE | ESI
hmota iont prO(il(l)llll(ttOV)" vl | v mod
(m/z)
(m/z)
BPA 228,1 227,1 212,1 140 | 20 -
BPAF 336,2 335,2 265,0 150 | 24 -
BPE 214,1 213,1 198,0 130 | 16 -
BPF 200,1 199,1 93,0 140 | 24 -
MP 152,0 151,0 91,9 100 | 24 -
EP 166,1 165,1 92,0 100 | 26 -
PP 180,1 179,1 91,9 120 | 26 -
BP 194,1 193,1 92,0 110 | 26 -
DEF 222,1 2231 148.,9 70 | 20 | +
DBF 278,2 279,2 148.,9 80 | 14 | +
DHF 334,2 335,2 148.9 100 | 12 | +
BEHF 390,3 391,3 148.,9 100 | 24 | +
4HB 138,0 137,0 94,9 140 | 10 | +

Eluéni gradient, volba mobilnich fdzi a kolony byly zachovany zprvni C¢asti

experimentalni prace. V ramci optimalizace metody pomoci instrumentace LC-MS/MS
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byla otestovana alternativa mobilni fdze A v podobé 5 mM mravenc¢anu amonného. Tato
zména neposkytla zlepSeni odezvy detektoru. Za ucelem zvySeni podpory ionizace
danych molekul bylo k piivodni mobilni fazi A, tedy 5 mM octanu amonnému, pifidano
aditivum NH4OH. Timto ptidavkem bylo zvySeno pH na hodnotu 7,43. Nicméné¢ ani tato

uprava se neprojevila jako efektivni a nedoslo ke zlepSeni.

Dal$im optimalizovanym parametrem bylo napéti na kapilafe, které bylo testovano
v rozsahu 2-4,5 kV. Na zékladé¢ porovnani relativizovanych namétenych hodnot bylo

nap¢ti na kapilédfe nastaveno na 4,5 kV (graf 12).
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Graf 12: Relativizované hodnoty nap¢ti na kapilare naméfené pfi optimalizaci tohoto parametru

Vysledny chromatogram separace vybranych EDCs je zobrazen na grafu 13.

Chromatogram byl vytvofen z relativizovanych dat, kdy byla intenzita signalu kazdého

analytu podélena jeho vlastni maximalni hodnotou.
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Graf 13: Vysledny chromatogram separace endokrinnich disruptorti z relativizovanych dat (4HB
neni zobrazena)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primeér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 A’);
mobilni faze: ACN a 5 mM octan amonny; teplota: 30 °C; pritok mobilni faze: 0,4 ml/min; ndstiik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min — 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN, MS/ESI-, +, (MRM)

3.3 Optimalizace extrakc¢nich technik a priprava vzorkii k analyze

V ramci ptipravy plazmatickych vzorkl byly otestovany dva typy extrakénich technik,
konkrétné SPE a LLE. Pti optimalizaci extrak¢ni techniky SPE byl misto realného vzorku
pouzit smésny standard analytli o koncentraci 50 ppb rozpustény v acetonitrilu. Pfi pouZziti
techniky LLE byly od zacatku zpracovavany realné vzorky plazmy. Realné plazmatické
vzorky byly poté upraveny pomoci metod SPE a LLE. Kazd4 metoda byla vyhodnocena
na zakladé vypoctenych hodnot ME a RE.

3.3.1 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Pro optimalizaci techniky SPE byly srovnavany dva typy sorbenti: Chromabond C18 ec
(Macherey-Nagel, Némecko) a Chromabond HLB (Macherey-Nagel, Némecko).

Jednim z krokl optimalizace bylo stanoveni optimalniho objemu rozpoustédla
potiebného k efektivni eluci analyti z SPE kolonky. Hlavnim cilem tohoto experimentu
bylo zjistit, zda k efektivni eluci zachycenych analytl postaci 1 ml ACN. Smésny roztok

o koncentraci 50 ppb byl upraven pomoci SPE dle postupu uvedeného v tab. 6 (str. 47)
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v souladu s doporucenimi vyrobce. Eluce zachycenych analytd probihala ve tfech
frakcich, pficemz kazda frakce byla eluovana 1 ml ACN. Kazda frakce byla sbirdna
do disté sklenéné vialky a poté byla analyzovédna. V grafech 14 a 15 je znazornéna
distribuce molekul testovanych parabenti (MP, EP, PP, a BP) ve tfech samostatné

eluovanych frakcich s pouzitim C18 ec a HLB sorbentu.
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Graf 14: Distribuce testovanych parabenti v jednotlivych frakcich pfi eluci ze sorbentu typu
C18 ec (SPE) pomoci ACN
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Graf 15: Distribuce testovanych parabenil v jednotlivych frakeich pfi eluci ze sorbentu HLB
(SPE) pomoci ACN

Z grafl 14 a 15 1ze usoudit, Ze nejvétsi mnozstvi analytll se eluovalo jiZ v prvni frakci.
Druha a treti frakce obsahovaly uz pouze velmi mala az zanedbatelna mnozstvi analyta.
Timto zpisobem bylo ovéfeno, ze k efektivni eluci testovanych analyti staci pouzit
1 ml ACN. Pouziti vét§iho mnozstvi rozpoustédla by v tomto piipade bylo neekologické
a zpisobilo by nadmérné nafedéni extraktu bez vyrazného zvySeni RE. Tento trend byl

zaznamenan i u ostatnich testovanych skupin EDCs (graf 16-19).

73



450
400
350
300
250
200
150

Plocha piku [counts.s]

100
50

[ - - S
Cl18 ec - 1. frakce C18 ec - 2. frakce C18 ec - 3. frakce

EBPA mBPE = BPF

Graf 16: Distribuce testovanych bisfenolt v jednotlivych frakcich pfi eluci ze sorbentu C18 ec
(SPE) pomoci ACN
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Graf 17: Distribuce testovanych bisfenol v jednotlivych frakcich pii eluci ze sorbentu HLB
(SPE) pomoci ACN

74



250000

200000

150000

100000

Plocha piku [counts.s]

50000

Cl18 ec - 1. frakce Cl18 ec - 2. frakce C18 ec - 3. frakce

mDHF = DEF

Graf 18:Distribuce testovanych ftalatd v jednotlivych frakcich eluovanych ze sorbentu C18 ec
(SPE) pomoci ACN

250000
200000
150000

100000

Plocha piku [counts.s]

50000

HLB - 1. frakce HLB - 2. frakce HLB - 3. frakce

® DHF mDEF

Graf 19: Distribuce testovanych ftalatt v jednotlivych frakcich eluovanych ze sorbentu HLB
(SPE) pomoci ACN
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V ramci testovani obou typt pevnych sorbentll byl proveden slepy pokus, pficemz byla
namisto vzorku pouzita demineralizovana voda. Demineralizovana voda byla pouzita
k ptipravé pomocného roztoku (5 % MeOH), ktery slouzil k ekvilibraci a promyti
kolonky. Pfi analyze slepého pokusu bylo zjisténa pfitomnost parabenil a ftalatt. Vyskyt
ftalati ve slepém pokusu byl zpiisoben uvoliiovanim téchto latek z plastovych hadic¢ek
pouzivané instrumentace. Pfitomné parabeny pravdépodobné pochdzi piimo
z demineralizované vody a byly v prubéhu SPE zakoncentrovany. Z tohoto divodu bylo
pristoupeno k precisténi demineralizované vody metodou SPE se sorbentem
Strata C18-E. Soucasné byly plastové pisty SPE vakuové techniky nahrazeny kovovou
jehlou. Toto opatfeni bylo provedeno na zaklad¢é poznatkii z odborné literatury, které
upozoriiuji na moznou kontaminaci zapti¢inénou kontaktem s plastovymi prvky, vyjma
polypropylenu. Novy slepy pokus vSak prokdzal, Ze pfeciSténi demineralizované vody

nem¢lo zadny vliv na odstranéni kontaminantt.

Redlné vzorky plazmy byly podrobeny upravé prostiednictvim metody SPE. K této
upravé byly pouZity oba typy sorbentu. Z plazmatickych vzorkii nebyly odstranény
pfitomné proteiny a po jejich nadavkovani do kolonky se sorbentem byl znatelné
zpomalen prutok ptes dany sorbent. ACkoli se doba celého procesu SPE prodlouzila,

proces byl dokoncen a byly ziskany extrakty plazmy.

V chromatogramu vzorku cCisté plazmy byly detekovany viditelné piky odpovidajici
analytim MP, EP, PP, BP, BPA, BPAF, DEF a DHF (obr. 16-17). Po srovnani se slepym
vzorkem pfipravenym z demineralizované vody, ktery byl zpracovan stejnym SPE
postupem, byly detekovany piky stejnych analytl s velmi podobnymi plochami. Ackoli
nékteré z detekovanych piki ve vzorku ¢isté plazmy vykazovaly odezvu nad LOQ, jedna
se pravdépodobné¢ pouze o kontaminaci pochézejici z pouzitych chemikalii

a laboratorniho vybaveni. Z tohoto diivodu nebyly tyto analyty kvantifikovany.
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Obrazek 16: Extrahovany chromatogram 1 ml vzorku ¢isté lidské plazmy upraveného technikou
SPE (C18 ec), zobrazujici detekované analyty (analyty bez signalu a kontaminanty BEHF a DBF
nejsou zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 A);
mobilni faze: ACN a SmM octan amonny, teplota: 30 °C; pritok mobilni faze: 0,4 ml/min, ndstiik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min - 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN,
MS/ESI-, +, (MRM)
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Obrazek 17: Extrahovany chromatogram vzorku 1 ml ¢isté lidské plazmy upraveného technikou
SPE (HLB), zobrazujici detekované analyty (analyty bez signalu a kontaminanty BEHF a DBF
nejsou zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 A);
mobilni faze: ACN a SmM octan amonny, teplota: 30 °C; priutok mobilni faze: 0,4 ml/min, ndstiik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min — 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN, MS/ESI-, +, (MRM)

3.3.2 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Prvni pokus ptipravy plazmatickych vzorkii pomoci LLE byl realizovan bez ptedchoziho
vysrazeni proteini obsazenych v plazmé. Vysledkem vynechani srazeciho kroku bylo,
ze doslo k nedostatecnému oddéleni plazmatické a chloroformové faze, a proto tyto

vzorky nebyly analyzovatelné. Pti druhém pokusu byly proteiny obsazené v plazmé
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vysrazeny pouzitim 10% kyseliny S5-sulfosalicylové a nasledné¢ byly odstranény
centrifugaci

(10 000 otacek/min; 10 min). AZ poté byla provedena LLE. Tento krok se ukazal jako
klicovy, jelikoz po vysrazeni proteinti doslo k bezproblémovému oddéleni obou fazi.
Na obr. 18 je zobrazen vyextrahovany chromatogram z méteni Cisté plazmy upravené

technikou LLE.
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Obrazek 18: Extrahovany chromatogram ¢isté lidské plazmy upravené technikou LLE,
zobrazujici detekované analyty (analyty bez signalu a kontaminanty BEHF a DBF nejsou
zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primeér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 /f),'
mobilni faze: ACN a 5 mM octan amonny; teplota: 30 °C; prittok mobilni faze: 0,4 ml/min; ndsti'ik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min — 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN, MS/ESI -, +, (MRM)
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Za tcelem vylou¢eni mozné kontaminace byl Ccisty chloroform analyzovan
pomoci LC-MS/MS (obr. 19), pficemz je ziejmé, ze i v Cistém chloroformu bylo mozné

detekovat zastupce ftalati a BPAF.
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Obrazek 19: Extrahovany chromatogram vzorku cistého chloroformu zobrazujici detekované
analyty (analyty 4HB, BEHF a DBF nejsou zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 A);
mobilni faze: ACN a SmM octan amonny;, teplota: 30 °C; priutok mobilni faze: 0,4 ml/min, ndstiik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min — 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN, MS/ESI -, +, (MRM).
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Pro lepsi vypovédni hodnotu byl pfipraven novy blank z Cistého chloroformu a 50 pl

5% kyseliny 5-sulfosalicylové. Je ziejmé, ze i1 takto malé mnozstvi vodného roztoku

zpisobilo, ze ve vysledném spektru 1ze zaznamenat viditelné piky parabenti. Tento jev

potvrzuje, ze analyty detekované ve vzorku lidské plazmy po upravé technikou LLE

s vysokou pravdépodobnosti nepochazeji z biologického vzorku, ale jsou pfitomny

ve vodném roztoku kyseliny jako kontaminanty.

DEF: +ESI MRM Frag=70.0V CID@6.0 (223.1 -> 177.0) blank: chloroform a kyselina 5-sulfosalicylova
1 *5.515 1

—_
—
Ya a®

OO

LO N Wwh OaNnWROL

oM N=N
i

|3P: -ESI MRM Frag=120.0V CID@26.0 (193.1 -> 92.0) blank: chloroform a kyselina 5-sulfosalicylova 1

*5.447

1
|
i ‘
i |
I |
I
W \

DHF: +ESI MRM Frag=100.0V CID@12.0 (335.2 -> 148.9) blank: chloroform a kyselina 5-sulfosalicylovii
1 1
*9.521

P VY e S R e

FP: -ESI MRM Frag=100.0V CID@26.0 (165.1 -> 92.0) blank: chloroform a kyselina 5-sulfosalicylova |

e ATSISS I
MP: -ES| MRM Frag=100.0V CID@24.0 (151.0 -> 92.0)blank: chloroform a kyselina 5-sulfosalicylova
1 | 1
I (*‘w *2.653
I |
I _,‘ ) | ‘

PP: -ESI MRM Frag=110.0V CID@26.0 (179.1 -> 92.0)blank: chloroform a kyselina 5-sulfosalicylova
1

*4.672

T T T T T T T T

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Counts vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 20: Extrahovany chromatogram blanku Cistého chloroformu s ptidavkem kyseliny
5-sulfosalicylové zobrazujici detekované analyty (analyty bez signalu a kontaminanty BEHF a DBF
nejsou zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini priomér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 /f),'
mobilni faze: acetonitril a SmM octan amonny, teplota: 30 °C; priitok mobilni faze: 0,4 ml/min;
ndstiik vzorku: 5 ul; gradient: 0 min - 30 % ACN, 8 min - 100 % ACN,
MS/ESI -, +, (MRM).
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3.3.3 Vyhodnoceni SPE a LLE postupii z hlediska matricovych efekti

a extrak¢ni vytéZnosti

V ramci ptipravy vzorku lidské plazmy byla otestovana technika SPE. Pouzity postup
ptipravy vzorku lidské plazmy technikou SPE je v kapitole 2.5 v tab. 6 (str. 47). Rovnice
vypoctu hodnot RE (rovnice 1) a ME (rovnice 2) jsou uvedeny v kapitole 2.5.

V ptilozeném grafu 20 jsou zobrazeny hodnoty RE vybranych EDCs ve vzorcich lidské
plazmy za pouziti sorbetd C18 ec a HLB. Jednotlivé sloupce v grafu piredstavuji
aritmeticky primeér, ktery byl vypocitdn ze dvou opakovanych méfeni a smérodatné

odchylky znazorfiuji chybu méteni.
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BP BPA BPAF BPE BPF DEF DHF EP

Extrakéni vytéZznost [%]

B HLB (100 pl plazmy)  ®mC18 ec (100 pl plazmy)

Graf  20: Srovnani  extrakénich  vytéznosti (RE) pro  vybrané  EDCs
po SPE extrakci pomoci sorbentd HLB a C18 ec ze 100 pl lidské plazmy.

Z grafu 20 vyplyva, ze v pievazné vétSine piipadi byly ziskany vys$s$i hodnoty RE
s pouzitim sorbentu HLB. Pro oba typy sorbentl byla zaznamenana dobra variabilita
metfeni pro vSechny vybrané EDCs s vyjimkou BPAF. BPAF vykazoval lehce vyssi
hodnotu RE pfi pouziti sorbentu C18 ec, ale zaroven i vyrazné vyssi hodnotu smérodatné
odchylky. Ve struktuie BPAF se nachézeji fluorované skupiny, které zvysuji jeji lipofilitu,
a tedy snizuji polaritu tohoto analytu. V porovnani s ostatnimi testovanymi bisfenoly je

BPAF méné¢ polarni, a tedy i vice lipofilni, a prave tyto vlastnosti by mohly objasnit jeho
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vy$si afinitu k sorbentu C18 ec. Vys$§i mira afinity k sorbentu C18 ec miize zpomalit eluci
a tim zvysit variabilitu vysledkl, coz by mohlo vysvétlovat vyssi hodnotu smérodatné
odchylky. Naopak MP je vice polarni a na C18 ec se téméf nezadrzuje. Mezi hlavni
vyhody HLB sorbentu patii jeho schopnost efektivné zadrzovat 1 polarni analyty diky své
hydrofilné-lipofilni struktute.

V grafu 21 je zaznamenano srovnani primérnych hodnot ME pro vybrané EDCs po SPE
extrakci se sorbenty HLB a C18 ec, které byly vypocitany pro dva objemy vzorku lidské
plazmy — 1 ml a 100 ul. Hodnoty piedstavuji aritmeticky priimér ze dvou opakovanych
méfeni pro kazdou kombinaci sorbentu a objemu plazmy. Pokud je hodnota ME blizka
100 % znamena to, Ze slozky matrice ovliviiuji signdl pouze minimaln€. Hodnoty
ME > 100 % poukazuji na iontové zesileni, kdy matrice signal zvySuje. V pfipadé

ME < 100 % dochazi naopak k iontovému potlaceni, kdy matrice signal snizuje.
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Graf 21: Srovnani vlivu sorbentu (HLB vs. C18 ec) a objemu lidské plazmy
(100 pl vs. 1 ml) na velikost matricového efektu.

Z ptilozeného grafu 21 vyplyva, ze pouziti vys§iho objemu plazmy obecné vedlo

k vy$§im hodnotdm ME u obou testovanych sorbentll (s vyjimkou DHF). Ve vsech

&3



pripadech vykazoval sorbent C18 ec vyssi hodnoty matricového efektu nez sorbent HLB
pfi stejném objemu zpracované plazmy. Nejnizsich hodnot ME bylo dosazeno pfi aplikaci
100 pl vzorku lidské plazmy a sorbentu HLB, coZz poukazuje na vyraznéjsi iontové
potlaceni. Ptipouziti sorbentu C18 ec pro Gpravu 1 ml vzorku lidské plazmy byly
zaznamenany nejvyssi hodnoty ME pro vSechny EDCs. V ptipadé BPAF, BPF, DEF a EP

ptesahly hodnoty ME 120 %.

Na zéklad¢ ziskanych dat 1ze ptredpokladat, Ze kombinace 1 ml vzorku lidské plazmy
a HLB sorbentu se jevi jako optimalni. Tato kombinace poskytla hodnoty ME velmi

blizké 100 % a Ize tedy predpokladat, ze matrice vyznamn¢ neovliviiuje signal.

Dalsi vzorek cisté lidské plazmy byl upraven technikou LLE s pouzitim chloroformu.
Z grafu 22 vyplyva, ze RE u vétSiny slou€enin se pohybovaly v rozmezi 60-80 %.
Vyrazné nejniz$i RE byla zaznamenana u DEF. Nizkd ucinnost extrakce byla rovnéz
pozorovana u MP. Pravdépodobnym divodem je méné efektivni piechod
obou latek do chloroformové faze v disledku jejich vyssi polarity, coz odpovida
1 jejich hodnotam log P. Ziskana data naznacuji, Ze LLE s chloroformem neni pro obé
zminéné latky vhodnou extrakéni technikou. Nizs§i hodnoty RE mohou byt ¢aste¢né
zpisobeny postupem piipravy vzorku. Z plazmatickych vzorkl byly vysrazeny proteiny,

¢imz doslo k nafedéni biologické matrice.
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Graf 22: Srovnani extrakénich vytéznosti (RE) pro vybrané endokrinni disruptory technikou LLE
z 250 pl lidské plazmy.
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ME se u vétsiny sloucenin pohybovaly v rozmezi 80-100 %, coz naznacuje minimalni
ovlivnéni signdlu vlivem matrice (graf 23). U testovanych ftalati byly zaznamenany
nejniz§i hodnoty ME, coz mize byt zplsobeno jejich polaritou a interakcemi

s biologickou matrici.
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Graf 23: Srovnani matricovych efektd (ME) pro vybrané endokrinni disruptory technikou LLE
z 250 pl lidské plazmy.
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3.4 Limity detekce, limity kvantifikace a vyhodnoceni vysledki

3.4.1 Stanoveni limita detekce a limitu kvantifikace

V ramci experimentadlni casti této diplomové prace byly stanoveny LOD a LOQ
pro metody LC-MS a LC-MS/MS. LOD a LOQ byly vyhodnoceny na zékladé poméru
signal ku Sumu (signal  noise; S/N). Hodnota LOD byla definovéana jako koncentrace

S/N > 3 a LOQ odpovidal S/N > 10.

Meéfeni provedena na ptistroji s jednoduchym kvadrupélem ukézala, ze dosazené hodnoty
LOD a LOQ vsech analyzovanych EDCs nebyly dostate¢n¢ nizké, vzhledem k tomu,
ze EDCs se v lidské plazmé vyskytuji pouze ve stopovych koncentracich. Instrument
s trojitym kvadrupélem prokédzal vyssi citlivost oproti instrumentaci s jednoduchym

kvadrupélem. Zménou instrumentace se podatilo znateln¢ snizit LOD a LOQ.

Kalibra¢ni fada byla pfipravena v relativné Sirokém rozsahu koncentraci. V piipade,
kdy mél posledni bod kalibrace poskytujici signal pro dany analyt pomér S/N vétsi

nez 10, byla dopocitana teoreticka hodnota LOD podle nasledujici rovnice 6:

L0Q3

teoreticky LOD = (6)
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V tabulce 16 jsou shrnuty dosazené hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivé analyty. Uvedené
hodnoty potvrzuji lepsi kvantitativni parametry ptistroje LC-MS/MS.

Tabulka 16: Porovnani stanovenych mezi detekce (LOD) a mezi kvantifikace (LOQ) vybranych
EDCs pomoci jednoduchého kvadrupolu a trojitého kvadrupolu.

Jednoduchy kvadrupol Trojity kvadrupdl
Analyt LOD LOQ LOD LOQ
[ppb] [ppb] [ppb] [ppb]
MP 2 40 0,1 0,5
EP 1 8 0,1 0,5
PP 1 2 0,1 0,5
BP 2 8 0,1 0,5
DEF 2 8 teoreticky 0,15 0,5
DHF 40 200 teoreticky 0,03 0,1
BPA 8 40 teoreticky 1,5 5
BPAF 8 40 0,1 0,5
BPE 8 40 teoreticky 1,5 5
BPF 8 40 5 10

3.4.2 Kalibracni krivky

Pro ovéfeni linearity odezvy detektoru a naslednou kvantifikaci redlnych vzorka byla
pfipravena kalibra¢ni fada v ACN. Je dlileZité poznamenat, Ze kalibra¢ni fada pfipravena
v ACN plné nezohlediiuje vliv matricovych efekti. Matricové efekty tedy byly
pfi kvantifikaci zanedbany. V idealnim ptipadé by kalibra¢ni fada méla byt pfipravena
v roztoku s matrici, ktera se co nejvice podoba redlné¢ matrici plazmy. U vSech analyta
byla linearita kalibra¢ni fady potvrzena, coz dokazuje koeficient determinace (R?) >0,99.
Pouze v pfipadé BPF byl R? roven 0,9865. Grafy 24-27 zobrazuji smérnice a Giseky
jednotlivych analytl pouzité pro findlni kvantifikaci. Tyto grafy byly ziskany pomoci
instrumentace s hmotnostnim spektrometrem typu QqQ. Hodnoty LOQ jednotlivych

analytd predstavuji nejnizsi body kalibra¢ni fady.
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Graf 24: Kalibra¢ni kiivka vybranych parabent ziskand pomoci LC-MS/MS (QqQ). Zobrazuje
zéavislost plochy signalu na koncentraci.
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Graf 25: Kalibra¢ni kiivka vybranych bisfenolt ziskana pomoci LC-MS/MS (QqQ). Zobrazuje
zavislost plochy signalu na koncentraci.
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Graf 26: Kalibra¢ni kiivka analytu BPAF ziskana pomoci LC-MS/MS (QqQ). Zobrazuje
zavislost plochy signalu na koncentraci.
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Graf 27: Kalibracni kiivka vybranych ftalath po odecteni ploch blanku ziskand pomoci
LC-MS/MS (QqQ). Zobrazuje zavislost plochy signalu na koncentraci.

V tab. 17 jsou shrnuty ziskané smérnice, tiseky a hodnoty R? analyzovanych slouc¢enin

ziskané z kalibrac¢nich piimek z grafii 24-27.
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Tabulka 17: Smérnice, useky, R? analyzovanych analytt.

Analyt Smérnice Usek R?
MP 188,330 -23,382 0,9999
EP 168,504 -36,262 0,9998
BP 324,080 -47,256 0,9999
PP 268,969 -28,471 0,9999

BPA 17,036 10,487 0,9997
BPAF 979,652 -62,479 0,9999
BPE 21,537 -0,421 0,9996
BPF 2,937 -1,808 0,9865
DEF 5782,300 -1175,500 0,9999
DHF 303,890 -33,391 0,9993

3.4.3 Vyhodnoceni vzorki

Jak jiz bylo uvedeno v piedeslych kapitolach této diplomové prace, plazmatické vzorky
nebyly kvantifikovany. Detekované analyty v téchto vzorcich nelze povaZovat za zcela
relevantni, jelikoZ byly pfitomny 1 v kontrolnich blancich, a tudiZ se pravdépodobné jedna
o kontaminanty vzniklé béhem piipravy vzorku a nikoli o piivodni slozky biologické

matrice.

Z tohoto ditvodu byl proveden doplitkovy experiment s extrémnim zakoncentrovanim
demineralizované vody pouzit¢ bcéhem pfipravy plazmatickych vzorkd. Vzorek
demineralizované vody o objemu 100 ml byl 1000krat zakoncentrovan pomoci SPE

techniky. Ve vysledném extraktu bylo detekovano nékolik analytt.

Kvantifikace byla moznéa pouze u PP a BPAF, jejichz signal byl >10 S/N. U analyti DEF
a DHF byl pted kvantifikaci odecten odpovidajici signal detekovany v blanku. Signaly
ostatnich analytl se nachazely pod LOQ. Vysledky, vcetné kvantitativnich udaji, jsou

shrnuty v tab. 18.
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Tabulka 18: Vysledky kvantifikace detekovanych analytl stanovenych ve vzorku demineralizované
vody (100 ml) zakoncentrovaném pomoci SPE (sorbenty C18 ec a HLB).

Analyt Sorbent C18 ec Sorbent C18 ec Sorbent HLB Sorbent HLB
Koncentrace Prepoctena Koncentrace Piepoctena
v extraktu koncentrace v extraktu koncentrace ve
[ng/ml £ SD] ve vzorku [ng/ml £ SD] vzorku
[ng/ml £ SD] [ng/ml + SD]
MP <LOQ - <LOQ -
EP <LOQ - <LOQ -
PP 1,18 £ 0,008 0,001 + 8,0-10° 0,52 £0,008 0,0005 + 8,0-10°
BP <LOQ - <LOQ -
BPA <LOQ - - -
BPE - - <LOQ -
BPAF 0,18+0,013 0,0002 £+ 1,3:10° 0,34 £ 0,008 0,0003 +7,9:10°¢
DEF 8,05 £ 0,06 0,008 + 6,0-10°° 5,57+0,12 0,006+ 0,0001
DHF 0,88 0,006 0,0008 +5,9-10°¢ 0,51 £0,001 0,0005 £+ 1,2:10°¢

Extrahované chromatogramy detekovanych analytl jsou zobrazeny na obr. 21 a 22, kde

je patrny dostate¢né silny signal umoziiujici kvantifikaci.
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Obrazek 21: Extrahovany chromatogram vzorku 100 ml demineralizované vody upraveného
technikou SPE (C18 ec), zobrazujici detekované analyty (analyty bez signalu a kontaminanty BEHF
a DBF nejsou zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primeér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 A ),
mobilni faze: ACN a 5mM octan amonny, teplota: 30 °C; pritok mobilni fize: 0,4 ml/min; ndstiik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min — 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN, MS/ESI -, +, (MRM,).
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Obrazek 22: Extrahovany chromatogram vzorku 100 ml demineralizované vody upraveného
technikou SPE (HLB), zobrazujici detekované analyty (analyty bez signalu a kontaminanty BEHF
a DBF nejsou zobrazeny)

Kolona: Kinetex Polar (délka 100 mm, vnitini primér 3 mm, velikost castic 2,6 um, porozita 100 4);
mobilni faze: ACN a SmM octan amonny, teplota: 30 °C; pritok mobilni faze: 0,4 ml/min, ndstiik
vzorku: 5 ul; gradient: 0 min - 30 % ACN, 8 min — 100 % ACN,
MS/ESI -, + (MRM).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu LC-MS/MS
pro stanoveni vybranych EDCs. Separace probihala v systému RP s gradientovou eluci,
pficemz mobilni fazi tvofila kombinace 5 mM octanu amonného a ACN. Vysledkem
optimalizace separac¢nich podminek je optimdlni elu¢ni gradient, ktery poskytuje
dostatecné ucinnou separaci s ohledem na pfimétenou dobu analyzy. Optimalizovana

metoda byla nasledné otestovana v ramci analyzy vzorki lidské plazmy.

V uvodni fazi této prace byla pouzita instrumentace s jednoduchym kvadrupdlem
v rezimu SIM. Pro zvySeni citlivosti a selektivity byla metoda dale optimalizovana
na hmotnostnim spektrometru typu QqQ v reZimu MRM. Pro kazdy analyt byl nalezen
nejintenzivnéj$i fragmentovy iont pro naslednou kvantifikaci. Zména instrumentace

umoznila vyrazné snizeni LOD a LOQ pro vSechny analyty.

Jiz v ivodni ¢asti experimentu byla v blanku zji$téna pfitomnost vSech testovanych
ftalati. Extrémné vysoké koncentrace byly zaznamenany konkrétné u BEHF a DBF,
coz bylo divodem jejich vylouceni z dalSich méteni. V ptipadé DEF a DHF byly
detekované signaly v blanku vyrazné niz$i, a tudiz byly pifi nésledné kvantifikaci
odecteny. Tato systematickd kontaminace snejvétsi pravdépodobnosti pochazi
z plastovych hadi¢ek pftistroje, ze kterych se vlivem rozpoustédla uvoliuji tyto

slouceniny. Tato skute¢nost poukazuje na dilezitost spravného vybéru materiala.

Vyvinuta metoda LC-MS/MS byla nésledné aplikovana na vzorky lidské plazmy, které
byly pfed samotnou analyzou upraveny technikami SPE a LLE. Lze pfedpokladat,
ze koncentrace vybranych EDCs v lidské plazmé jsou velmi nizké, a proto by bylo vhodné
plazmatické vzorky vicendsobné zakoncentrovat. Nicméné z ditvodu omezenych zasob

plazmatickych vzorki jiz nebylo mozné vyssi stupen zakoncentrovani realizovat.

V ptipadé€ obou extrakénich technik byly v analyzovanych vzorcich plazmy detekovany
piky parabend, nicméné pii porovnani se slepym pokusem bylo zjisténo,
ze se s nejvetsi pravdépodobnosti jednad pouze o kontaminaci vzniklou béhem pftipravy
vzorku. Slepy pokus byl pfipraven shodnym postupem jako plazmatické vzorky, pticemz
misto vzorku byla pouzita demineralizovanad voda, kterd byla vyuzita pii pfipravé
plazmatickych vzorkt. Pro ovéfeni této skutecnosti byl proveden doplitkkovy experiment

s extrémnim zakoncentrovanim demineralizované¢ vody. Vysledky doplikového
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experimentu potvrdily, ze signdly pravdépodobné pochazeji z vody, pricemz jejich
intenzita vyrazné narUstd az pii vysokém stupni zakoncentrovani (kapitola 3.4.3).
Zaroven bylo zjiSténo, ze urcité signaly jsou pfitomny i po pouziti pouze 50 ul vodného
deproteinacniho roztoku (10% kyselina 5-sulfosalicylovd), ackoli pifi pouZiti €istého
chloroformu jako extrak¢éniho rozpoustédla tyto signaly detekovany nebyly. Tato
skutecnost dale podporuje zdvér, ze kontaminace pochdzi z demineralizované vody

pouzité pii ptipravé plazmatickych vzorku.

Jak jiz bylo wuvedeno v kapitole 1.1.3 této diplomové prace, Dbisfenoly
se prakticky ihned po vstupu do lidského téla metabolizuji na jejich konjugované formy
(predevsim glukuronidové a sulfatové) a béhem prvnich par hodin jsou z lidského
organismu vylouceny moc¢i. V souladu s poznatky z odborné literatury lze konstatovat,
ze stanoveni volnych bisfenoll v biologickych matricich je velmi obtizné, nebot’ se v nich
ve volné formé vyskytuji v méné nez 1 % z celkového piijatého mnozstvi. Z tohoto
divodu je v fad¢ studii doporucovano zatrazeni kroku enzymatické hydrolyzy (obvykle
za pouziti enzymu [-glukuronidazy), kterd umoziuje pieménu konjugovanych forem
na volné a tim jejich detekci vyrazné€ usnadiuje [18, 19]. V ramci této prace vSak nebyla
enzymatickd hydrolyza provedena, protoze tento enzym nebyl k dispozici. Stanoveni
konjugovanych forem bisfenol rovnéz nebylo realizovano, nebot’ odpovidajici standardy
nejsou bézné komercné dostupné a jejich pouziti by vyzadovalo novou optimalizaci celé

metody.

Tato diplomova prace je pocatecni fazi vyzkumu problematiky stanoveni EDCs v lidské
plazmé. Aby tato metoda mohla byt pouZita pfi rutinni analyze, bylo by nutné provést
validaci v souladu s pfisluSnymi smérnicemi. Zéaroveit by bylo vhodné pokracovat
v optimalizaci postupu piipravnych extrakénich technik, aby bylo dosaZeno
co nejpresnéj$itho stanoveni v biologickych matricich. Uvedené experimenty vSak
presahuji ramec této diplomové prace a jedna se tak o nastinéné sméry dalSiho vyzkumu

problematiky stanoveni EDCs.
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