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ANOTACE

Predkladana bakalafska prace pojednava o ucincich estrogenti na zivé organismy ve vodnim
prostiedi. Prace uvadi, jakym zplsobem se hormonalné aktivni latky dostavaji do
povrchovych vod, jak znesnadnuji jednotlivé procesy v Cistirnach odpadnich vod a

V neposledni fad¢ uvadi rizika ptisobeni téchto latek.

Dale je bakalai'ska prace zaméfena na upravu vzorkd odpadnich vod obsahujicich estrogeny a

jejich analyzou pomoci separac¢nich technik.

Kli¢ova slova: endokrinni disruptory, estrogeny, plynovd chromatografie, kapalinova

chromatografie

TITLE

Use of modern separation techniques for determination of estrogen in water.

ANOTATION

This bachelor thesis deals with effects of estrogen on the living organisms in the aquatic
environment. The work indicates the way in which hormonally active substances get into the
surface water, how the individual processes in wastewater treatment plants are difficult and

last but not least the risks of exposure to these substances are reported.

The bachelor thesis is further focused on treatment of wastewater samples containing

estrogens and their analysis using separation techniques.

Keywords: endocrine disruptors, estrogens, gas chromatography, liquid chromatography
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UvVOD

V dnesni dob€ ze vSech stran slySime pokyny, jak spravné tfidit odpad nebo jak se chovat
v prirod¢. Média nas varuji pfed znecisStovanim prostiedi a globalnim oteplovanim. Kdyz se
fekne znecistovani piirody, vétSina lidi si predstavi PET lahve nebo saky pohozené v lese
nebo staré plechovky valejici se v ptikopé€. Tyto véci jsou velké a lidé si je snadno dokazou
predstavit. Samoziejme i to je zavazny problém. Co si ale lidi neuvédomuji, ze znecisténi
ptirody nesouvisi jen s vypousténim koutovych plynt do ovzdusi nebo pohozenou plastovou

lahvi.

Svym zplisobem i lidské t&lo produkuje latky, které ohrozuji zivotni prostiedi. Zde uZz se jedna
mikrocastice, které esteticky nezhorsuji ptirodu. Mnoho lidi si tohle riziko neuvédomuje. Pro
vétSinu populace je bézné si pii bolesti hlavy vzit pilulku. Dennodenné je ptredepisovano
nes¢etné mnozstvi antibiotik. Clovék uzije 1¢k a predpoklada, Ze tim osud léku kongi. Veskera
¢ast 1¢ku se Vv téle samoziejme neabsorbuje, neabsorbovana ¢ast se vylou¢i moci, stolici nebo

potem.

V ptipadé hormonalnich 1é¢iv (hormonalni antikoncepce) se dostavaji do kanalizace zbytky
syntetickych hormont, které mohou prochéazet ¢istirnami odpadnich vod a dostavat se dale do
zivotniho prostfedi. Je pochopitelné, ze se tyto latky vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich. Pfi dlouhodobém piasobeni mohou mit tyto zbytky negativni dopad na

populace ryb a dalsich vodnich organismd.

Vyhodou je, Ze v dneSni dob¢ existuji techniky, kterymi 1ze detekovat i tak malé mnoZstvi
téchto latek v tocich po vypusténi z Cistiren odpadnich vod, a tak hlidat jejich koncentraci

Vv piirodé¢.
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1 ENDOKRINNI DISRUPCE

1.1 Hormonalné aktivni latky

Endokrinni disruptory (ED), xenohormony, nebo také hormonalné aktivni latky, jsou, podle
Evropské komise, definovany jako exogenni latka nebo smes, ktera méni funkci endokrinniho
systému a nasledné zpusobuji nepfiznivé ucinky na zdravi v organismu i dal$im potomstvu,
nebo vcelé populaci. Jsou jednim zmnoha enviromentalnich polutantii. Mezi takové
znecist'ujici latky patii cela fada latek, které¢ byly vyrobeny za jinym ucelem, ale maji vliv na
hormonalni soustavu organismu. Ovliviiyji tak pochody v téle, které jsou fizeny hormonalné

napf. rast ¢i reprodukce [1-3].

Biologické ucinky hormonii syntetizovanych uvnitf organismu, jako je estrogen, jsou
zprostiedkovany vysokym poctem receptort umisténych v cilovych bunkach. Interakce
hormonu s jeho receptorem iniciuje kaskadu udalosti, které vedou k mnoha uU¢inkiim
souvisejicich stimto hormonem. Exogenni chemikalie se mohou navazat na receptor
a napodobovat nebo blokovat u¢inky piirozeného hormonu. Takové slouceniny se vyskytuji
v bézné dostupnych prostiedcich. Napf. hormonalni antikoncepce (17a-ethinylestradiol),

plastové lahve nebo Cistici prostiedky [1-4].

ED ptisobi jiz ve velmi nizkych koncentracich a mohou vést k poruchdm plodnosti nebo
podporovat nadorova onemocnéni ¢i vyvojové vady [4-5]. Tyto uCinky jsou vysledkem
chronické toxicity hormonalné aktivnich latek. Vyskytu takovych latek, v pfirozeném
prostiedi, miizeme dédvat za vinu i vys§i pocet muzi postizenych rakovinou varlat ¢i sniZenou

kvalitou spermatu [2].

Vyse zminéné ucinky a poruchy se nevyskytuji jen u lidi. Pohlavni hormony evolu¢né velmi
staré, a tudiz stejné pohlavni hormony maji jak lidé, tak ostatni savci, plazi, ptaci,
obojzivelnici ¢i ryby. A proto mizou mit ED vliv nejen na jedince ale nasledné na celou

populaci a dale i na ekosystém [3].

111 Vyskyt

ED jsou obsazené v lécich, v kosmetice, hormonalni antikoncepci ale také v Cisticich
prostiedcich ¢i plastech. Do zivotniho prostiedi se ED dostavaji spolu s odpadnimi vodami
z tovaren, domacnosti, nemocnic, chemickych zavodu ¢i chovii zvifat. Mohou se také uvolnit

z plasti do potravin nebo jsou vylouceny lidskou moci (z 1ékd, hormonalni antikoncepce,
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potravin). Vylucuji se moc¢i hospodaiskych zvifat (rtistové hormony) do pudy a odtud
se dostavaji do povrchovych nebo podzemnich vod. Takto se dale hromadi v organismech,

které jsou pozieny svymi predatory ¢i konzumenty a putuji potravnim fetézcem [3, 6, 7].

1.1.2 Ué&inky

Pohlavni hormony zpiisobuji zménu pohlavi u nedospé€lych jedinci. Mohou vznikat nepravé
samice nebo nepravi hermafroditi. Mohou zptisobit neplodnost ¢i rakovinu dospé€lych jedincti.
Hormonaln¢ aktivni latky také ovliviuji prvky chovani a vzhledu, které souvisi s pohlavnim

zivotem (sekundarni pohlavni znaky) [3].

Je tfeba vyzdvihnout, ze dospélého jedince, zddny ED na opacné pohlavi nepted¢la. Tato
skute¢nost je mozna jen pied narozenim, po ném a pied dospénim. Dospély jedinec mize byt
ohrozen ztratou plodnosti — jak samci, tak samice. Pokud na samici pusobi samici
xenohormony, narusi jeji rovnovahu a samice se stava neplodnou. Uginky se neprojevuji

hned, ale az v prib&hu zivota, hlavné tedy v dospivani, anebo az v dalsi generaci [3].

V severni Americe ale i v Evropé€, byly pozorovany zmény pohlavi ryb. V fekach pod
Cistirnami odpadnich vod nebo pod farmami s hospodaiskymi zviraty prevazovaly samice.

V tocich pod vypustémi z papiren pievazovali samci [3].

Také u lidi byl, v poslednich dekadach, zaznamenan tbytek spermii, zvySena neplodnost a

vyskyty rakovin souvisejicich s hormonalnimi poruchami [3].

1.2 Hormony

Hormony jsou ve své podstaté posly informaci mezi jednotlivymi ¢astmi organismu. Jde o
chemickou latku uvolnénou specializovanymi buiikami s cilem ovlivnit funkci bunék v jiné
¢asti téla. Hlavnim znakem hormont je jejich malé mnozZstvi k pfedani informace a vyvolani
zmeény v organismu. Hormony jsou produkovany specializovanymi zldzami nebo

endokrinnimi organy, ale i buikach mozku nebo stiev [8].

1.2.1 Steroidni hormony

Steroidni hormony sdileji cholesterol jako spole¢ny prekursor, a mohou byt rozdéleny do tfi
hlavnich fyziologickych skupin: pohlavni hormony produkované ve vajecnicich (estrogeny,
progestiny) a varlatech (androgeny), steroidy produkované ktirou nadledvin (glukokortikoidy,
meralokortikoidy a kalciferoly). Tyto hormony se d€li do tfi strukturnich skupin: C-21, C-19 a
C-18 [9].
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U savci maji steroidni pohlavni hormony a jejich receptory regulacni vliv ve vyvojovych

procesech (pohlavi a diferenciace) [1, 2].
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Obr. 1: Schéma biosyntézy steroidnich hormomii. Enzymy: a) 3-Hydroxy-4°-
steroiddehydrogenaza; b) Steroidisomerdaza; c) Steroid-17-monooxygendza; d) C-17,20-
lyaza, e) 17-Hydroxysteroiddehydrogendza; f) Aromataza; g) 5-Reduktaza [9].



1.3 Estrogeny

Estrogeny jsou C-18 zenské pohlavni hormony, ale v malé¢ mite se vyskytuji i u muza kde
reguluji produkci a transport testikularni tekutiny. Estrogeny jsou vyluovany vajecniky,
placentou a ktirou nadledvinek. Jsou zodpovédné za metabolické a morfologické procesy
(vyvoj pohlavnich organt a jejich funkce) a zménu chovani béhem riznych fazi reprodukce

[2, 9-11].

Pfirodni estrogeny jsou malo pouzitelné pro 1é¢bu z diivodu Spatné gastrointestinalni absorpce
a nedostate¢ného trvani ucinku. Od roku 1930 se steroidni hormony syntetizuji, tyto analogy
maji zlepSené terapeutické vlastnosti. Farmakologické ptipravky téchto hormonti, agonisté i
antagonisté, se pouzivaji v nékterych indikacich pro substituci hormonalniho nedostatku
(menopauza), pro regulaci gonddové funkce (antikoncepce) nebo pii reprodukénich
poruchach (endometridza). Stale vice derivata steroidnich hormont se specifickymi receptory
se pouzivaji i vonkologii. Zde jde hlavné o pouziti antagonisti estrogent pii 1écbé

hormonalné citlivé rakoviny prsu ¢i neplodnosti [9].

Farmakologickd aktivita syntetickych gonadalnich steroidi neni omezena interakci
s konkrétnim typem estrogenniho receptoru, ale je zdvisla na davce. Synteticky estrogen,
17-ethinylestradiol, vykazuje vysokou gastrointestinalni absorpci diky své nizké metabolické

inaktivaci. Stal se tak hlavni slozkou antikoncepénich pilulek [9].

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

Obr. 2 Chemicka struktura ekologicky relevantnich estrogenii [10].
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1.3.1 Pusobeni estrogeniti v téle

Estrogenni hormony ptisobi pomoci estrogenniho receptoru (ER). Receptory jsou dva: Era a
Erp a od sebe se lisi vazebnou afinitou ER ligandu. ER jsou pfitomny u obou pohlavi a jsou
lokalizovany v rtiznych tkénich v téle. ERa se nachazi v d€loze, vazivové tkéani prostaty,
vajecnicich, varlatech nebo prsech. Erf jsou lokalizovany v tlustém stfevé, epitelu prostaty,

vajecnicich, kostni deni nebo v mozku [2, 12].

Estrogenni receptory se nachazi v jadie nebo cytoplazmé, v komplexu s proteiny teplotniho
Soku. Ve chvili kdy se ligand navaze na ER, proteiny teplotniho Soku se uvolni a dojde ke
zméné konformace a dimerizaci komplexu ER-ligand. Tento dimer se premisti do jadra a vaze
se na dané Casti DNA — estrogen-responsivni elementy. Tento postup vede ke zvySeni genové

transkripce a proteosyntézy vyzadované K expresi hormonalni aktivity[2, 13].

1.3.2 Estrogeny jako endokrinni disruptory

Estrogeny jako endokrinni disruptory nejsou jen syntetické hormony ale i dalsi latky které
pisobi na estrogenni receptory. Mohou také reagovat s jinymi cili, které se podileji

na signalizaci estrogent [14].
Syntetické estrogenni ED lze rozdélit do osmi hlavnich strukturalnich tfid:

steroidy,

diethylstilbestrolové slouceniny,
trifenyl-ethylenové derivaty,
difenylmethany,

bifenyly,

fenoly,

polycyklické aromatické uhlovodiky,
dioxiny [14].

© N o o A w DN PE

Tato prace se vSak zabyva prvni skupinou estrogennich ED zahrnujici Zenské pohlavni

hormony.

V poslednich letech vzrostl zajem o studium zne¢ist'ujicich latek z farmaceutického primyslu.
Jak jiz bylo zminéno, nebezpeci téchto latek spociva v tom, ze se vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich (ng-L™). P#i dlouhodobém piisobeni miizou mit tyto latky negativni vliv na

zivotni prostiedi, a nakonec i1 na ¢lovéka. OvSem konkrétni idaje a poznatky na ¢loveéka zatim

chybi [15].
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Pfirozené i syntetické hormony se dostavaji z lidského téla do kanalizaci a z nich se dostavaji
do podzemnich vod a pozd¢ji do povrchovych. VétSina estrogenti odtéka do Cistiren
odpadnich vod, tam se jich vétSina zachytava v Cistirenskych kalech. Bohuzel jejich mala ¢ast
dale odtéka do vodnich toka. Co se déle s estrogeny déje neni piesné zndmo. Spekuluje se o
tom, ze se estrogeny vazi na jilovité Castice, a z nich se pak uvolnuji do vody, ktera zasobuje
nadrze podzemni vody. Otdzkou také je, zda malé koncentrace estrogeni mohou projit

upravnami pitné vody [15].

Dle Ceské gynekologické a porodnické spolecnosti v Cesku pouziva hormonalni antikoncepci
54 % zen ve véku od 15 do 49 let. Ackoli mé antikoncepce své vyhody, je tieba klast duraz i
na jeji rizika. Bézn¢€ se zeny setkavaji s tloustnutim nebo celkovou zménou chovani. OvSem
nejzavaznéjsi je vznik hormonalné zdvislého karcinomu, zilni trombdzy a nasledné embolie.

Tato rizika klesaji ¢i stoupaji v zavislosti na mnozstvi hormonu v antikoncepci [3].

V hormonalni antikoncepci se pouzivaji estradioly — latky uméle vyrobené, ale ptesné
odpovidajici pfirozenym hormontim. Jejich nebezpeci spociva v tom, Ze jsou t€émi pravymi
kli¢i k receptoriim a piisobi tak ve velmi malych (neméfitelnych) koncentracich. Estradioly,
s poloCasem rozkladu v fadu dni ¢i tydnd, nejsou perzistentni. Problém je v mistech, kde

dochazi k jejich trvalému piisunu, tj. v tocich pod Cistirnami odpadnich vod [3].

Nekteré studie udéavaji, Ze estrogeny jsou perzistentni slouceniny. Estrogen tedy je
zneCiStujici latka a jsou pfitomny v nékolika slozkach Zivotniho prostfedi vetné plidy

a podzemnich vod [16].

1.4 Cistirny odpadnich vod

Cistirny odpadnich vod (COV) by mély zabranit pronikani chemickych latek do Zivotniho
prostfedi. Obce, nemocnice, tovarny nebo hotely mivaji vlastni Cistirnu odpadnich vod.
V piipadé¢ nemocnic ¢i tovaren jsou Cistici procesy zaméfeny na ur€ity typ zneciSténi.
Napi. ve méstech byva do COV svedena odpadni voda z domacnosti, podniki ale i z ulic [3].

Systémy Cistiren odpadnich vod jsou nastaveny na tradi¢ni zneciSténi (fekalie a ziviny),
latky, vycisti vodu od estradiolu z vice nez 90 %. jelikoz estradioly nejsou moc stabilni [17].
Estrogeny plsobi jiz v nizkych koncentracich, a proto jich sta¢i méné néz 10 % z plivodniho

mnozstvi pro projeveni nepiiznivého vlivu [3].
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V primarni ¢asti CiSténi, které se taky fika mechanicka ¢i ochrannd, dochazi k zachyceni vétvi,
dlazebnich kostek nebo Stérku. Déle dochéazi k odstranéni hrubych plovoucich necistot.
Nasleduje lapak pisku s lapakem tukii. Zde moderni polutanty Skodi napt. tim, Ze detergenty
(myci prostfedky) emulguji tuky. Ty se nesrazi v plovouci kry a postupuji do dal§iho stupné
Cisténi, kde se do nich ,,vsakuji“ bakterie a ty nemohou konat svou ulohu — metabolizovat
ostatni latky. Bakterie té¢zko tuky rozkladaji, a tak se snizuje ucinnost biologického stupné.

Tuky mohou postoupit az do tieti fazi kde ucpavaji mikrofiltry [3, 18].

V sekundarni Casti probiha biologické c¢isténi v biologickych reaktorech. Znecisténi je
odstraniovano pomoci mikroorganismt nazyvajicich se aktivovany kal. Zde Skodi ptevazné
1é¢iva (antibiotika, cytostatika, dezinfekce). Dezinfekce pouzivana v domacnostech zabiji
bakterie a biologicky stupen je pak zcela nefunk¢ni. V tomto kroku mize dochazet k aktivaci

toxickych latek. Napft. z detergentt se stanou hormonalné aktivni alkylfenoly [3, 18].
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2 ODBER A UPRAVA VZORKU

2.1 Vzorkovani

Odbér vzorku neboli vzorkovani, je nejdilezitéjsi ¢ast analyzy. Pti $patném odbéru, uchovani

nebo transportu vzorku mize dochazet ke ztratam analyzované slozky [19].

Metody vzorkovani shrnuji Cinnosti pfi odbéru vzorku na daném misté a v daném case.
Hlavnim pozadavkem na metody vzorkovani je vhodnost a spolehlivost pro dané stanoveni
adanou slozkou prostiedi C¢ili zaruka reprezentativnosti vzorku pro puvodni stav
vzorkovaného celku. Dale reprodukovatelnost odbéru vzorku nebo také ekonomické hledisko
urCujici moznosti vybéru vzorkovaci techniky nebo vyznamnost vzorkovani. Vybér metod
je uréovan danymi pozadavky, které jsou typ a citlivost stanoveni, typ vzorkované slozky

vodniho prostiedi a lokality nebo pouzitelna vzorkovaci technika [19].

Je tieba respektovat zasadu, Ze metoda vzorkovani musi odpovidat ocekavané koncentraci
stanovené slozky, tedy se musi rozliSovat odbéry pro stanoveni stopovych nebo béznych

koncentraci [19].

Pti odbéru vzorkd v usecich proudici vody, kde tok neni stratifikovan, lze vzorkovat
S minimalnim pouzitim vzorkovaci techniky. Vzorky lze odebrat pifimo do vzorkovnic.
Pii odbéru vice dil¢ich vzorkl, do vice vzorkovnic, musi byt splnéno, Ze vSechny vzorky
jsou srovnatelné. Proto je vhodnéjsi odebrat jeden smésny vzorek, a tim pak plnit dalsi
vzorkovnice. Pro odbér odpadni vody nejsou potifeba zvlastni postupy ani specidlni

vzorkovaci techniky, kromé ¢astého vyuzivani automatickych vzorkovacu [19].

Automatické vzorkovace jsou zaloZeny na riznych principech. Rozhodujici je systém zatizeni
urCujici interval vzorkovani a systém rozdé€lovani dil¢ich vzorkid do vzorkovnic a jejich
uchovavani. Pfed pouzitim vzorkovace musi byt pfedem dano, jaky druh vzorku poskytuje a
jak bude vzorek po odbéru oSetfen béhem dalsi prace automatu (chlazeni, konzervace). I pies
to, Zze jsou vzorkovace umistény v mistech chranénych pted vykyvy teploty, s ptivodem

elektrické energie atd., mize byt zdrojem chyb dlouhé potrubi [19].

Vsechna zafizeni pro odbér vzorku se zpracovava slabym roztokem bélidla (pro desinfekci),
ktery je dale odstranén destilovanou vodou. Pfed pouzitim je zafizeni promyto methanolem,

pro se odstranéni organickych kontaminanta [20].
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Vzorek odpadni vody se odebere proti proudu od mista vypusti za pouziti kbeliku a nalevky
(z nerezové oceli) do hlinikové maselnice (nebo nerezové tlakové nadoby) [20]. Objem
vzorku se ur¢i dle nésledujicich analytickych technik. Pro immunotesty posta¢i vzorku mén¢
napt. 50 - 100 ml. Oproti vzorku pro plynovou nebo kapalinovou chromatografii. Zde je

potieba objem vétsi a to od 20 do 80 L [4, 10].

2.2 Transport a uchovavani

Po odbéru vzorku odpadnich vod jsou vzorky uchovavany ve tmavych sklenénych nadobach.
Nadoby musi byt piedem vyciStény organickymi rozpoustédly a vzorkem vody [10]. Tyto
nadoby jsou chlazeny a ptepravovany do laboratofe. Obvykle jsou vzorky odpadnich vod
uloZeny, od momentu sbéru po extrakci (bézné provedena do 48 hodin po sbéru), pti teploté

4 - 5 °C bez konzervovani. Chlazeni musi zaéit bezprostiedné po odbéru vzorku [10, 19, 21].

Pro snizeni nakladi neni tfeba vzorek konzervovat, avSak je nutné, aby byla provedena
extrakce do 48 hodin po odbéru. Pokud neni moznd okamzita extrakce je tieba vzorek
konzervovat 1% roztokem formaldehydu, kyselinou sirovou nebo chloridem rtutnatym.
Cinidla jsou ptidavany do vody, aby se zabranilo bakterialni aktivité nebo ulozeni na pevnych
nosi¢ich pouzitych pii extrakci. Takto upravené vzorky je je mozné extrahovat v rozsahu

dal$ich 24 dntli bez vyznamné ztraty estrogend. [10].

Podle prvni studie pro hodnoceni degradace estrogenu, pii uchovavani, je nejlepsi strategie
uchovat vzorek v extrakéni kolonce (Carbograph-4). Kolonka se promyje methanolem a
uklada se pfii teploté - 18 °C. Pii takovém skladovéani neni pozorovana ztrata estrogend po

dobu Sedesati dnu [10].

2.3 Filtrace

Filtrace je separacni metoda, pfi niZ se oddéluje pevna fadze od kapalné s pouzitim porovité
filtraéni pfepazky. Kapalna faze je tak zbavena mechanickych necistot. Béhem filtrace je
dulezita dokonalost oddéleni pevné a kapalné faze, a s tim 1 rychlost filtrace. Kvalita filtracni
prepazky se voli dle chemické agresivity filtrované suspenze. Hustota filtracni pfepazky se
voli podle velikosti filtrovanych ¢astic [22]. Filtrace mize byt provedena samostatné, ale také

soucasné s odbérem vzorki nebo s extrakci. Tim se z ¢asti urci, jaky typ filtru je potieba [19].

Protoze odpadni voda obvykle obsahuje velké mnozstvi organickych materialt
a suspendovanych castic, je filtrace nejcastéj§im prvnim krokem celé analyzy [10, 23, 24].

Filtrace je zvlast nezbytna, nasleduje-li extrakce pevnou fazi (SPE), jelikoz by suspendované
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latky mohly zanést adsorp¢ni vrstvu [25-29]. Pfi analyze imunochemickym testem by mohlo

dojit k nezaddouci adsorpci na protilatky [10, 30].

Pro izolaci nenavazané frakce steroidnich estrogenii rozpustnych ve vodé¢ jsou k dispozici
filtratni materialy, jako je nylon [31, 32], acetat celulozy [33] nebo smésny ester celulozy [25,
34-37]. Dobré detekéni limity ukazaly, ze v soucasné dob¢€ jsou nejspolehlivejsim filtranim
materialem sklenéna vlakna, jelikoz minimalizuji ztraty rozpusténé slozky sorpci na filtr [38,
39]. Ve vétsin¢ studii zabyvajici se stanovenim estrogent ve vodach byly pouzity filtry ze

sklenénych vlaken s velikosti poru mezi 0,3 - 1,2 um [10, 23, 29, 35-38, 40-42].

Material zachyceny na filtraéni pfepazce se extrahuje pouzitim rozpoustédel s postupné
zvysujici se polaritou. Tyto extrakty mohou byt testovdny na estrogenni aktivitu. V piipade
Desbrow a kol. [20] extrakty castic, zachycenych na filtraéni ptepazce, nevykazovaly
estrogenni aktivitu. Estrogeny tak nebyly na filtru zachyceny. Huang a kol. [43] pro prevenci
usazovani estrogent na filtru promyly filtracni piepazku 100 ml vzorku. I pfes to, ze byla
prokazana [43] 99% obnova estradiolu, po filtraci vzorku se vzdy systém promyva
methanolem (3 - 10 ml) pro odstranéni vSech adsorbovanych c¢astic. Tento methanolicky

extrakt se poté ptridava do vzorku [10, 44, 45].

2.4 Extrakce pevnou fazi

Extrakce pevnou fazi je nejvykonnéjsi technika dostupna pro rychlou a selektivni piipravu
vzorku. Podstatou extrakce je zachyceni molekul latky na tuhém sorbentu, ptes ktery vzorek
protékd. Pfi extrakci se vyuziva chemickych vlastnosti molekul, které¢ v disledku
mezimolekulovych interakci ulpivaji na sorbentu. TudiZ lze extrakci pevnou fazi nazvat

chemickou filtraci [46].

Extrakce je zapotiebi k zakoncentrovani ultra-stopovych hladin estrogennich kontaminantt
[24, 47]. Metody SPE jsou proto Siroce pouzivany pro jeji jednoduchost, snadnou

automatizaci a mensi spotiebu organickych rozpoustédel [47].

Vyhodami SPE je dobra selektivita a uspora organickych rozpoustédel. SPE lze snadno
automatizovat a navazat na dal$i instrumentalni metody. VSestrannost SPE umoziiuje jeji
pouziti pro razné ucely jako je: CiSténi latky, zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek,

vyména rozpoustédel ¢i derivatizace [46].
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2.4.1 Instrumentace

Zékladem je aplikace nepfili§ drahych extrakénich kolonek o riznych velikostech a naplnich
sorbentli. Kapalny vzorek je veden ptes SPE kolonku a slouc¢eniny jsou ze vzorku zachyceny
sorbentem v kolon¢. Nezadouci pfimési mohou byt z kolonky odstranény promytim vhodnym
rozpoustddlem. Zadouci analyty jsou pak znovuziskany eluénim rozpoustédlem a zarovefi
dochdzi k jejich zakoncentrovani. Pratok kapalin vedenych pies kolonku se urychluje vakuem

na vystupu z kolonky, tlakem na vstupu kolonky nebo centrifugaci [46].

Misto extrak¢nich kolonek, ve kterych je praskovy sorbent uzavien fritami, se mohou
pouzivat extrakéni disky, které obsahuji tuhy sorbent. Castecky silikagelu jsou zde zachyceny

v siti z teflonovych vlaken. K prosavani kapaliny se pouziva vakuum [46].

SPE lze rozdé&lit na online a offline. Cilem online SPE [38] je slouceni vSech kroka (Gpravy,
obohaceni, promyvani a eluce) do automatizovaného postupu. Online SPE je rychlejsi,
umoznuje snizenou velikost vzorku, vyssi prichodnost, lepsi reprodukovatelnost a mensi
spotiebu rozpoustédel [48]. Nicméné online SPE postupy neumoziiuji vice procedur pro
¢isténi [49]. Navzdory vyhoddm online SPE je offline SPE nejucinngj§i metodou
zakoncentrovani vzorku pro chromatografické separa¢ni metody [10, 35, 50]. Offline SPE

umoziuje také dalsi ¢isténi vzorku vody [48].

2.4.2 Sorbenty

Sorbenty jsou tvofeny casticemi velikosti v priméru 50 um a kladou odpor protékajici
kapalin¢. Tyto castice jsou v kolonce uzavieny fritami z polyethylenu, oceli nebo
polytetrafluorethylenu. Kolonky SPE obsahuji sorbenty na bazi chemicky modifikovanych
castic silikagelu. Na povrchové silanové skupiny se chemicky navazuji skupiny riznych

vlastnosti, které rozhoduji o vlastnostech sorbentu [46].

Pfi separaci jsou vyuzivany rizné mechanismy zachycovani latek spocivajici v odlisnych
molekularnich interakcich mezi analytem a sorbentem. Molekularnimi interakcemi jsou: van
der Waalsovy sily (,,nepolarni® interakce), vodikové vazby a dipol-dipdlové interakce

(,,polarni* interakce), kation-aniontové interakce [46].
Pouzita pevna faze je nejcastéji ve formé kolonek nebo diski, ackoli byly ob¢as popsany jako
nevyhodné. Vzorky zde maji relativné velkou plochu pro kontakt s adsorpcni matrici, coz

vede k vyssi rychlosti extrakce a eliminuje riziko kontaminace vzorki v dusledku vyluhovani

zmékcovadel z nosného materialu béhem eluce [10, 50]. Kolonky maji ve srovnani s disky
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vyhodu schopnosti automatizace systému, jelikoz jsou k dispozici specifickd zafizeni pro
bezobsluzné myti, kondicionovani, nanaSeni vzorku, opctovné promyvani nebo piipadné

suseni a kone¢né eluovani velkého poctu vzorku [10].

Nejcastéji jsou vyuzivany kolonky a disky plnéné chemicky vazanym oktadecylsilikagelem
(C18) [6, 16, 20, 43, 50-53]. Bylo také popsano pouziti kolonek z grafitizovanych sazi [44,
45, 54], kolonek ze styrendivinylbenzenu (SDB) [55] nebo SDB-XC diska [21, 44, 56].
Uginnost extrakce viech tif typt adsorbenttl je vysoka, av§ak byla prokazana [51] nevhodnost
SDB sorbentu pro kvantitativni extrakci estriolu z vody. | kdyZ estradiol nebyl za téchto

podminek analyzovan, byl velmi vysoké mife extrahovan C18 materialy [10].

Kombinaci C18 a SDB sorbent byly také pozorované ptijatelné vytézky sledovanych analyti
[7, 57]. Kuch a kol. [57] porovnaval u¢innost piipravku Amberlite XAD 2 (polymerni
adsorbent) se smési LiChrolut EN (SDB sorbent)/Bondesil C18 pro extrakce octanu
cholesterolu, pouzivaného jako nahradni standard pro stanoveni endogennich a exogennich
estrogeni. Amberlite XAD2 adsorbent vykazoval nedostatecny vytézek 43 %
ethynylestradiolu. Jeho vyhodou byla niz§i afinita k huminovym latkdm oproti porovnavané
smési, a vys$i objemovy prutok. Pii pouziti smési LiCrolutEN/Bondesil C18 se vytézky
pohybovaly od 61 do 94 %. Rychlosti pritoku vzorku se 1i§i napfi¢ aplikacemi. Byly obvykle
mezi 0,5 [43] a 70 ml-min™ [57]. Nasleduje suSeni napln& dusikem nebo vzduchem, které

nevede ke ztratam analytu [10].

Rozpoustédlo, objem a pocet stupiiti pouZzitych pro eluci zavisi na typu pouZitého adsorbentil
a formatu (kolonka, disk). Eluce zachycenych sloucenin se u C18 nejéastéji provadi Cistym

methanolem [43, 52, 53] nebo jeho vodnym roztokem (80 - 85%) [16, 50].

K eluci dochéazi ve dvou krocich, pficemz celkovy objem eludtu kolisd mezi 10 a 20 ml u
kolonek a mezi 15 a 60 ml u diski. Eluce analytti z SDB adsorbentl se provadi riznymi typy
rozpoustédel. Snyder a kolektiv [56] pouzili k eluci sledovanych latek zadrzené disky SDB-
XC, postupné 15 ml acetonu, 25 ml dichlormethanu a 10 ml hexanu. Specifi¢tgjsi eluce byla
provedena Belfroidem a spol. [21] se 3 x 5 ml methanolu a podle Larssona [55] byly z

kolonek Isolut ENV" eluovany estrogeny ethylacetatem.

Desorpce sloucenin obohacenych na kolonkéch, jez jsou kombinaci adsorbenti SDB a C18,
se provadi acetonem (4x1 ml) [7] ¢i smési acetonu a methanolu (kazdy po 10 ml) [57].
Adsorbenty z grafitizovaného uhli se chovaji jako nespecifické adsorbenty, a tak postupna

desorpce vodou, okyselenym methanolem a methanolem, pted eluci sledovanych analytd
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smési dichlormethan - methanol (80:20 nebo 60:40), vedou k ziskani cistého kone¢ného
extraktu [44, 45, 54].

2.5 Ostatni extrak¢ni techniky

K extrakci ED z vodnich matric jsou také pouzivany extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE),
extrakce v bodé zékalu, mikroextrakce pevnou fazi a sorpéni extrakce za michéni. Tyto
techniky jsou vSak provadény vyjimeéné [49, 58, 59]. Nékteré studie uvadi, ze LLE ma v
soucasné dob¢ piednosti umoziujici dostateCné fedéni pfitomnych analyti pii nizkych
koncentracich a minimalizuji interferenci. Na druhou stranu je provedeni LLE casové narocné

a vyzaduje velkou spotiebu toxickych organickych rozpoustédel [47, 60].

Ovsem pro vzorky obsahujici velké mnozstvi lipofilnich latek, zejména vzorky bohaté
na organické latky, je LLE vyhodné&j$i. Pfedpoklada se, ze lipofilni latky adsorbuji na pevnou
latku jako sediment. Nizkd rozpustnost vysoce lipofilnich latek ve vodé milize zplisobit obtize
v analyze. Je tedy tieba tyto latky rozpustit v organickych rozpoustédlech (napt. methanolu)
[23, 61].

2.6 Purifikace

Vytazky z velmi zneciSt€nych odpadnich vod casto vyZzaduji dal$i ciSténi pfed vlastni
analyzou. Cisténi se provadi riznymi zptisoby. Extrakci LLE, SPE na kolonach C18/NH;
[29], sloupcovou chromatografii na silikagelu [7, 57], gelovou permeaci na kolonach,

kapalinovou chromatografii (HPLC) [6,56] nebo kombinaci v§ech téchto technik [20, 21, 55].

Nekteré purifikacni postupy byly vyvinuty pro izolaci estrogen aktivnich frakei z extraktu
odpadni vody pro dalsi analyzu téchto sloucenin [6, 20]. Pfi velmi nizkych fyziologicky
aktivnich koncentracich je, pro piesné stanoveni téchto sloucenin, vyzadovano dikladné

Cisténi, které se sklada z n¢kolika kroka [10].

Nizké detekéni limity v ng-L™" byly dosazeny bez ¢i§téni s vyuzitim biologickych technik [16,
43, 62] a kombinaci SPE extrakce na grafitickém uhliku s naslednou LC-MS/MS analyzou
[44, 45, 54].

2.7 Enzymaticka hydrolyza

Estrogenové konjugaty dosud nedostavaly dostatecnou pozornost, hlavné kvili jejich nizké
estrogenni aktivit¢ ve srovndni splvodnimi latkami, a jelikoz se predpoklada,

7e V kanaliza¢nim systému nebo Cistirnach odpadnich vod dochazi k jejich dekonjugaci [7,
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43, 45. 55]. Nektefi autofi zkoumali pfitomnost konjugatt v odpadnich vodach a ukazalo se,
ze zaclenéni hydrolyzy, k pfemén¢ konjugovanych forem na aktivni hormony, je vhodné nebo
nezbytné dle toho jestli se nasledna analyza provadi imunotestem, nebo plynovou

chromatografii (GC) [10].

Enzymy glukuroniddzy byly pouzity pro hydrolyzu glukuronidovych a sulfatovych konjugati
[21, 43, 55]. Koncentrace konjugovanych hormont byly stanoveny z rozdilu hodnot mezi
hydrolyzovanym a nehydrolyzovanym podilem. Je vSak tfeba podotknout, Ze tyto enzymy
kvantitativné konvertuji z estradiol-glukoronid na estradiol. Oproti tomu je estradiol-sulfat
témito enzymy pfeménén na estradiol jen ze 30 % [43], a tak by mohly byt hladiny hormont
konjugovanych sulfaitem zna¢né podcenovany. V této souvislosti je vyhodnou technikou
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrie (LC-MS), jelikoZ umoziiuje soucasné
stanoveni jako volnych, tak konjugovanych forem, ¢imz se vylouc¢i potieba analyzy dvou

vzorkd a riziko podcenéni sulfatovych konjugati [10].

2.8 Derivatizace

Chemicka derivatizace je forma upravy vzorku bézné pouzivana K vyraznému zlepSeni
tékavosti pro GC analyzu, nebo k ptidani funkénich skupin pro zlepseni citlivosti a selektivity
urcitého typu detekce [58]. Nejéastéjsi derivatizaéni reakce jsou esterifikace nebo silanizace
fenolické skupiny -OH na analyzované slouc¢enin€. Obecné byly piezkoumany pouze stru¢né

popisy procesu derivatizace [10].

Derivatizae se provadi ve zkumavce nebo lahvi¢ce v autosampleru s ptidavkem N-methyl-N-
(tercbutyldimethylsilyltrifluoroacetamidu) (MTBSTFA). Smés se zahifiva ve vodni lazni
(75°C) po dobu tfi hodin. Tento roztok je pfipraven k nastiiknuti do systému GC-MS [63].

Dalsimi derivatizacnimi ¢inidly pro GC analyzu mohou byt:

e Dbis-(trimethylsilyl)trifluoracetamid obsahujici 10% trimethylchlorsilanu [64];

e MTBSTFA obsahujici 1 % terc-butyldimethylchlorsilanu [50, 63];

e N-methyl-N-(trimethysilyl)trifluoracetamid - trimethylsilylimidazol -
dithioerytrol v poméru 1000:2:2 (V/VIw) [7];

e anhydrid kyseliny heptafluorbutanové [43];

e kyselina pentafluorpropionova [54];

e N-methyl-N-trimethylsilyl-2,2,2-trifluoracetamid - trimethylcilyliodid -
dithioerythritol (DTE) [45];
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e anhydrid kyseliny octové (extrakeni acetylace) [55].

Existuje zde spousta nevyhod, derivatiza¢ni ¢inidla napiiklad zhorSuji G¢innost kolony,
nejsou-li po reakci fadné¢ vymyty. Derivatizacni ¢inidlo nemusi rozliSovat mezi strukturné
pfibuznymi sloudeninami a produkuje stejné derivaty pro dvé rtizné slouceniny [65]. Uprava

vzorku muze tak narusit separaci a nasledné tvar pika [58].

Intenzita signalu hmotnostniho spektrometru je u derivatizovaného vzorku 2 - 12krat vyssi,
nez u neupravené¢ho vzorku [58, 66]. Derivatizaci podléhaji 1 dalsi specifické skupiny analytu,
s vyjimkou ptibuznych sloucenin, ptitomné ve vzorku [67]. Tato, nékdy zadouci, selektivita
vyzaduje pouziti riznych metod pro provedeni analyzy jediného vzorku a tim nastdva situace,

kdy se zvySuje Cas a zaroven naklady na analyzu vzorku [58].

2.9 Odparovani

Odparovani vzorku slouzi k zakoncentrovani analyzované slozky 10 az 1000krat. Pro
odpatfovani se pouzivaji porcelanové a sklenéné misky nebo rota¢ni odpafovaky ¢i dusikové
odpafovani. Vybér zavisi na objemu extraktu, ktery je tfeba zahustit pfi laboratorni teploté

nebo pfi vyssich teplotach [10, 68].

Pro dosazeni dostatetné celkové citlivosti metody nebo vymény rozpoustédla pro dalsi
analyzy musi byt extrakt koncentrovany a casto se zakoncentrovani provadi nékolikrat
Vv pritbéhu celého postupu analyzy. K redukci objemu se pouzivaji rota¢ni odparky nebo
odpafovani dusikem. Vybér metody zavisi hlavné na koncentraci extraktu, ktery se ma
koncentrovat pii okolni nebo vyssi teploté (teplota nikdy nepiekrocila 40 °C). Tento
koncentraéni krok mize vést ke ztratam te€kavych sloucenin [30, 43]. Proto je tieba piijmout
nékolik opatfeni k minimalizaci moznych ztrat. Opatfeni zahrnuje napft. fizeni pratoku a
teploty pii dusikovém odparovani. Vzorek se také musi chranit pied svétlem, aby se zabranilo

fotolytické degradaci [10].
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3 ANALYTICKE TECHNIKY

Dominantni metodou pfi analytickém stanoveni estrogeni v odpadnich vodéch je plynova
chromatografie (GC) ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS). V posledni dobé se zvysila
popularita kapalinové chromatografie nebo biologickych testii. VSechny tii techniky maji své

vyhody a nevyhody [10].

3.1 Biologické techniky

Biologické techniky se ziidka pouzivaji pro analyzu estrogenti v odpadnich vodach.
Imunoabsorpéni test ELISA byl pouZit pro stanoveni estradiolu, jeho glukuronidovych a
sulfatovych konjugati a ethinyl estradiolu v odpadnich vodach po extrakci vzorku s vyuZzitim
C18 diski, enzymatické hydrolyze a HPLC frakcionace. Frakcionaci se ze vzorku odstrani
latky, které se mohou adsorbovat na protilatky a povrchy v imunotestovém systému, a tak

mohou nepiiznivé ovlivnit testy ELISA [10, 43].

3.1.1 HPLC frakcionace

Koncentrované extrakty jsou podrobeny ¢isténi pomoci HPLC. Mobilni fazi byl 63% roztok
methanolu nebo 43% roztoku acetonitrilu a stacionarni fazi byl C18. Priutok vody byl
1 ml-min™. Retenéni Gasy pro 17p-estradiol a 17a-ethinylestradiol byly 17,6 min a 17,2 min v
methanolu a 16,5 min a 21,6 min v acetonitrilu. Jehla autosampleru byla po nastiiku
koncentrovanych standardli dvakrat promyva vodou, aby se zabranilo kontaminaci dalSich
vzorkll. Analyza ELISA deionizované vody, frakciované po nastfiku koncentrovaného

standardu indikovala, ze ke kontaminaci nedochazi [43].

Roztoky po frakcionaci byly suseny ve vakuu nebo v mirném proudu dusiku pti laboratorni
teploté. Tyto frakce byly resuspendovany ve 200 pL vody a analyzovany enzymatickymi

imunosorbentnimi testovacimi soupravami [43].

3.1.2 Test ELISA

Sady ELISA jsou piimé a obsahuji polyklonalni protilatky. K¥izové reaktivity polyklonalnich
protilatek, pouzivané pro analyzu estradiolu a ethinylestradiolu, s jinymi hormony byly
hlaseny méné nez 1 % [43]. Po pridani enzymovych konjugati a chromoforti byla métena

absorbance pfi 630 nm a 450 nm dalo detekéni limit metody 0,1 ng-L™ [10]. Absorbance se
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méfi automatizovanou cteckou mikrotitratnich desti¢ek. Celkové koncentracni faktory pro

analyzu ELISA se pohybovaly v rozmezi 225 - 1500 u vzorku odpadnich vod [43].

Byla pouzita delsi inkubacni doba (60 min) nez doporucuje vyrobce (30 min), protoze tento
delsi ¢as umoznuje dostateCné vyvolani barvy a zvyseni rozdilu mezi pozitivnim vzorkem a
pozadim. Dale dochazi k minimalizaci odchylek mezi jednotlivymi pokusy. . Kalibra¢ni
kiivky byly ziskany analyzou estrogennich hormonii od 0,6 do 5 mg-L™ na 3esti trovnich.

Kalibracni kiivky byly ziskdny vynesenim absorbance proti logaritmu koncentrace hormonu

(polynom druhého fadu) [43].

Na obrazku 4b jsou v pocatecni fazi chromatogramu detekovéany interferujici slouceniny
odpovidajici 3 - 10 ng-L™M17B-estradiolu. Obrazek 4a ukazuje UV absorpci eluce
interferujicich latek [43].
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Obr. 3: a) UV/VIS absorpce mérena pri vysokych koncentraci HPLC vycisténych vzorkii vod.
b) Mereni testu ELISA ve shromdzdénych frakci HPLC [43].

Shishida a kol [52] pouzil podobny postup pro stanoveni estradiolu a bylo dosazeno mirné
nizsi citlivosti. Po SPE vzorku s C18 kolonami byl, pomoci soupravy pro kompetitivni

imunoanalyzu, detekéni limit pro 17p-estradiol 10 ng-L™ [10, 52].

3.1.3 Ostatni testy

Mnohem lepsi citlivost v rozmezi pg-L™ uvedl Snyder a kol. [56], kde se po SPE a
frakcionaci pouzila radioimunoanalyza (RIA). Detek¢ni limit pro estradiol byl 107 pg-L'1 a

pro ehinylestradiol 53 pg-L™.
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Metoda RIA byla také uvedena Shore a kol. [16] K uréeni estradiolu v piitoku do COV po
SPE s C18 adsorbenty. Jelikoz byla kiizova reakce estradiolového antiséra s estronem 25 %,
byly vysledky v nmol-L™ nebo pmol-L™. Detekéni limit pro tento postup byl 2 ng-L™
Podobné detekéni limity (1 a 2 ng-L™) byly ziskany pro ethinylestradiol a norethindron za

pouziti imunoanalyzy s lyofilizovanymi tekutinami [10, 62].

Kiizova reaktivita estradiolového antiséra s jinymi steroidy je pro estron 11,2 %, estriol 1,7%,
170-estradiol <1% a pro zkoumany ethinylestradiol a diethylstilbestrol <0,1 %. Kiizova
reaktivita ethinylestradiolového antiséra s jinymi steroidy je pro estradiol 0,3 %, norethindron,

estron, estradiol, diethylstilbestrol, hexoestrol a dienoestrol <0,1 % [10, 56].

K provedeni metody neni tfeba velkych objemt vody. To vede k uspordm casu a ndkladi na
dosazeni biologicky relevantnich detekénich limitd. RIA umoznila citlivou detekci
17pB-estradiolu a 17a-ethinylestradiolu bez ptisného Cisténi. Bohuzel je RIA také citliva na
slouCeniny, které jsou strukturné podobné analytu. Budoucnost této metody spocivd ve
vétSich objemech vzorkil a derivatizace, aby se dosahlo strukturni selektivity E2 a EE2

pomoci GC-MS [56].

3.2 Plynova chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, pfi které se sloZky obsazené ve vzorku vnasi mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze (stacionarni a mobilni). Stacionarni faze je nepohybliva a mobilni
pohybliva. Pohybem mobilni faze ptes stacionarni fazi je vzorek unasen a jednotlivé slozky
vzorku jsou zadrZovany stacionarni fazi na zakladé¢ jejich afinity. Déle se zdrzi slozky, které

jsou na stacionarni fazi zachyceny silngji [46].

V plynové chromatografii se jako mobilni faze pouzivd nosny plyn, ktery vzorek undsi
kolonou. Proto i vzorek musi byt ve formé plynu. Nosny plyn musi byt vici vzorku inertni, a
nema tak pfimy vliv na separaci. Pfi vybéru plynu je také dbano na bezpe€nost prace,
netoxicitu i nizké ceny [10, 46].

K zavedeni vzorku slouzi davkovaci zafizeni. Technika davkovani musi zajistit odpateni
vzorku v co nejkratsim ¢ase. Roztoky se davkuji injekéni stiikackou, ptes pryZzové septum. Pi
stanoveni estrogenti se k nastfiku vzorku pouziva nasttik bez déli¢e toku. Metoda je vhodna
pro objemy 0,5 - 5 pL, které je tieba pro stopovou analyzu [10, 46].

Separace GC se provadi riznymi kapilarnimi kolonami. Jako nosny plyn Se nejcastéji pouziva

helium s teplotnimi programy od 45 do 300 °C. Plynova chromatografie spojena s hmotnostni
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spektrometrii je nejrozsifenéjsi technikou pro stanoveni estrogenti v extraktech odpadni vody
Oba bézné typy detekce hmotnostni spektrometrie MS [6, 20, 53, 55, 57, 64] a v mensi mife
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) [7, 21, 43, 44, 50] byly provedeny pii 70 eV
[10].

Detekéni limity dosazené metodami GC-MS nebo GC-MS/MS, jako finalni analytické
techniky, byly v rozmezi od 0,5 do 74 ng-L™ a od 0,1 do 3,4 ng-L™ [10].

Pied celou GC analyzou je tieba provést derivatiza¢ni krok (viz. kap. 2.8). Tento krok je
Casov¢ naro¢ny a muze byt zdrojem nepiesnosti [20]. Vyhodou GC-MS ve srovnani s LC-MS
je dostupnost rozsdhlych knihoven hmotnostnich spekter uzite¢nych pro identifikace

neznamych pikt v estrogenné aktivnich frakcich [6, 10, 20].
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Obr. 4: (A) Nerozdeleny extrakt shromadzden v Naburn (Velkd Britdanie) s nizkym obsahem
derivatu 17a-ethinylestradiolu. (B) Derivatizovany vzorek ze Southend (Velka Britanie)
S vyssimi koncentracemi 17a-ethinylestradiolu [20].
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3.3 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii (LC) je mobilni fazi kapalina. Pti analyze LC jsou vyuzivany
rizné mechanismy zachycovani slozek. Témito mechanismy mutze byt: adsorpce, rozdélovani

na zaklade¢ rizné rozpustnosti, iontova vymeéna nebo molekulové sitovy efekt [46].

Chromatografické kolony pro analytickou chromatografii jsou zhotoveny z nerezové oceli a
jsou pomérn¢ kratké (10, 15 nebo 25 cm). Kolonou protéka mobilni faze, které kladou ¢astice
sorbentu zna¢ny odpor a je tedy nutné pracovat pii vysokém tlaku [10, 46]. Material ¢erpadla
(keramika, nerezova ocel) musi byt odolny vu¢i vysokym tlakiim a rozpoustédlim
pouzivanych jako mobilni faze [10, 45, 46]. Mobilnimi fazemi byvaji nejéastéji vodné
roztoky acetonitrilu ¢i methanolu. Sorbentem, ktery slouzi jako stacionarni faze, je nejcastéji

C18 s velikosti ¢astic 5 um [10].

K ochran¢ chromatografické kolony jsou pouzivany predkolonky, které jsou umisténé pied

chromatografickou kolonu [46].

HPLC se ztidka kdy pouziva k separaci a kone¢né analyze estrogent extrahovanych z matric
z odpadni vody [44-46, 51, 54]. Instrumentalni zlepSeni metody by spocivalo v navazani na

hmotnostni spektrometrii MS, a tak by mohlo dojit k rozsahlejsimu pouziti této techniky [10].

Methanolicky amoniak [45] a trimethylamin [44] byly pouZity jako modifikatory pro podporu
deprotonace slabych kyselych estrogent a pro zvyseni odezvy hmotnostniho spektrometru pti

snimani zapornych iontt s ionizaci elektrosprejem (ESI) [10].

Ve vétsing piipadl byla pro analyzu estrogenti vyuzito spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) Hmotnostni spektrometrie poskytuje lepsi kvalitativni
a kvantitativni informaci 0 vzorku ve srovnani s jinymi detek¢énimi technikami, ale vyzaduje

vyznamnou poc¢atecni investici [10, 69].

Vyjimkou byla skupina Snydera a kol. [56], kde byla k detekci pouzita fluorescence pii LC
analyze estradiolu a ethinylestradiolu a Lopez de Alda a kol. [51], ktefi pouzili detektor
diodového pole (DAD) pro optimalizaci on-line SPE-estrogenti a progestogenti z riznych
typt vod [10].

ESI a chemicka ionizace pii atmosférickém tlaku (APCI) jsou ionizacni techniky, které se ve
spojeni LC-MS vyuzivaji nejcastéji. Pro stanoveni estrogeni ve vzorcich odpadnich vod byla,
jako optimalni ioniza¢ni technika pro MS, zvolena ESI pracujici pfi sniméani zapornych iontt.

Studie Lagana a kol. [54] uvedla, Ze ionizace APCI pii snimani kladnych ionti muze
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poskytnout citlivost (LOD od 0,5 do 1 ng-L™) tém&f stejng dobrou jako dosaZenou ionizaci

ESI za podobnych analytickych podminek (LOD mezi 0,08 a 0,6 ng-L™) [10, 45, 51, 54].

Pouziti trojitého kvadrupdlového analyzatoru v LC-MS/MS [44, 45, 54] podstatné zvysilo
selektivitu a citlivost stanoveni [51]. V riznych metodach LC-MS/MS, popsanych pro
stanoveni estrogeni v odpadni vodé, byly potvrzujicim kritériem pro identifikaci analytu
reten¢ni Casy. Dale pak absolutni relativni vyskyt alespon dvou vybranych piechoda
prekurzorovych ionti by se mél pohybovat v rozmezi 20 % iontovych pomért ziskanych pro

iontové piechody zaznamenany ve zvoleném rezimu ,,selektive reaction monitoring* (SRM):

e 287 —1714a287 - 145 pro estriol

e 271-183a271— 145 pro estradiol

e 295 -—159 a 295 — 145 pro ethinylestradiol
e 269 —145a 269 — 143 pro estron [44, 45].

Ptirodni a syntetické estrogeny mohou byt detekovany spektrofotometricky pii vinovych
délkach 197, 225 a 242 nm [51]. Ani selektivita, ani citlivost této metody detekce neumoziuje
stanoveni téchto sloucenin v matricich odpadnich vod ve velmi nizkych koncentracich, ve

kterych jsou obvykle pfitomny [10, 51].
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4 ZAVER
Cilem prace bylo zhodnotit moznost analyzy estrogenii ve vodach s vyuzitim separac¢nich

technik v kapalné a plynné fazi.

Biologické techniky, napf. imunoanalyza, patii k nejcitlivéjSim analytickym metodam, ale
jsou omezeny dostupnosti specifickych protilatek a podléhaji zkiizené reaktivité. Naproti
tomu chromatografické techniky, i kdyz nejsou tak citlivé jako biologické, umoziuji
simultdnni analyzu jak steroid, tak konjugati a dalSich sloucenin. Kapalinova
chromatografie, na rozdil on plynové, neni omezena faktory, jako je tékavost
a vysokomolekularni hmotnost, a umoziuje stanoveni konjugovanych i nekonjugovanych

estrogentl bez nutnosti derivatizace [10].

Pro oba typy chromatografie je vhodna extrakce pevnou fazi s C18 stacionarni fazi. O vybéru
formy (kolonka, disky) zalezi, zda je extrakce automatizovana nebo provadéna manualné. Pti

GC-MS je tieba postup prodlouzit o purifikaci a derivatizaci.

Co se tyCe automatizace, je pii velkém mnozstvi vzorku vyhodnd. Je ovSem podminéna

pouzitim kazet, které v porovnani s disky maji mensi sty¢nou plochu.

Donedavna se obavy o vedlejSich ucincich zbytkovych 1éku na volné Zzijici zivoCichy,
projevovaly jen nepatrné. Toto zamofeni je nenapadné a neni vidét. Nasledky se tedy
neprojevuji hned ale az v rozsahu napf. 10-ti let. Z dotazanych 123 zen, 71 (57,2 %) nevi o
dopadu wuZzivani hormondlni antikoncepce na Zivocichy ve vodnich tocich. Z téchto

dotazanych zen 55,28 % antikoncepci uziva.

Ekologicke estrogeny maji potencial narusit normalni fyziologické funkce, jsou specifické a
¢asto stabilni. Jsou proto potencidlni hrozbou, ve chvili, kdy jsou uvoliovany do Zivotniho
prostfedi. Studie zatim neuvadéji pifimou souvislost u€inkl estrogenti na kvalitu spermii u
muzil, ale mohou byt jednim z mnoha faktorii. OvSem s postupem Casu a se zvysujicim se
poctem uzivatelek hormondlni antikoncepce, se mize tento problém jevit jako velice zdvazny.
Do budoucna je ukolem védeckych pracovniku vynalézt zplisob jakym ze 100 % odbouravat

hormony a dal$i hormonalné aktivni latky z odpadnich vod [3, 55].
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