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ANOTACE

Cílem této diplomové práce byl vývoj voltametrické metody pro stanovení vybraných estrogenů 

v povrchové vodě. Stanovení bylo provedeno v základním elektrolytu složeném 

z Britton-Robinsonova pufru o pH 9,04 s 33 % podílem acetonitrilu. Byla vybrána metoda 

diferenčně pulzní voltametrie s borem dopovanou diamantovou elektrodou. Hodnota limitu 

detekce u E1 a E3 činí 0,07 pmol/l a u E2 a EE2 je limit detekce 0,08 pmol/l Také byla 

provedena detekce estrogenů ve vzorku povrchové vody. Nejprve bylo nutné navrhnout postup 

zakoncentrování vzorku. Správnost postupu byla ověřena pomocí vzorků modelové vody. 

V povrchové vodě bylo stanoveno 4,8x 10-9 mol/l estrogenních látek.

KLÍČOVÁ SLOVA

Diferenčně pulzní voltametrie, BDDE, přírodní estrogeny, estron, 17P-estradiol, estriol, 

17 a-ethynylestradiol.

ANNOTATION

The aim of this thesis was to develop a voltammetric method for the determination of selected 

estrogens in surface water. The determination was carried out in a basic electrolyte composed 

of Britton-Robinson buffer at pH 9.04 with 33 % acetonitrile. The method chosen was 

differential pulse voltammetry with a boron-doped diamond electrode. The limit of detection 

for E1 and E3 is 0,07 pmol/l and for E2 and EE2 the limit of detection is 0,08 pmol/l. First, it 

was necessary to design a procedure for concentrating the sample. The correctness of the 

procedure was verified using model water samples. In the surface water, 4,8x10-9 mol/l of 

estrogens were determined.

KEYWORDS

Differential pulse voltammetry, BDDE, natural estrogens, estrone, 17P-estradiol, estriol, 

17a-ethynylestradiol
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ÚVOD

S rostoucím tlakem na kvalitu životního prostředí a s rozvojem analytických technik 

se stále více dostávají do popředí otázky týkající se výskytu a dopadů organických 

kontaminantů ve vodách. Tyto látky, pocházející z různých zdrojů, mohou představovat značné 

riziko pro ekosystémy i lidské zdraví.

Problematika znečištění vod se netýká pouze estrogenů, ale i široké škály dalších 

organických látek, jako jsou například pesticidy používané v zemědělství k ochraně plodin před 

škůdci a chorobami. Ty se pak mohou dostávat do vod z polí a kontaminovat povrchové 

i podzemní zdroje. Dalšími se vyskytujícími kontaminanty jsou polycyklické aromatické 

uhlovodíky. Vznikají při spalování fosilních paliv a nedokonalém spalování organického 

materiálu. Z průmyslových emisí se do vod dostávají nejen uvedené škodliviny, ale také látky 

z léčiv a jejich metabolity, které se vylučují močí a stolicí. Pokud nejsou efektivně 

odstraňovány během procesu čištění odpadních vod, mohou se tyto látky dostat do životního 

prostředí, což představuje závažnou hrozbu pro ekosystémy. Jiným problematickým zdrojem 

znečištění jsou i průmyslové chemikálie, které jsou používané v různých průmyslových 

odvětvích. Mohou se do vod dostávat z výrobních procesů, havárií nebo úniků. Přítomnost 

organických kontaminantů ve vodách může mít vážné následky. Některé látky vyvolávají 

u vodních organismů akutní otravu, popřípadě úhyn. Dlouhodobá expozice nízkým 

koncentracím může vést k poruchám reprodukce, vývoje a imunitního systému. Některé 

organické kontaminanty, včetně polycyklických aromatických uhlovodíků, jsou karcinogenní 

a zvyšují riziko rakoviny u lidí. Další látky, včetně estrogenů, mají schopnost narušovat 

hormonální systém organismů a ovlivňovat jejich reprodukční funkce. Stanovení organických 

kontaminantů ve vodách je klíčové pro monitorování environmentálního znečištění. Pomáhá 

nám sledovat šíření těchto látek v životním prostředí a hodnotit jejich dopady na ekosystémy. 

Poskytuje informace o potenciálním riziku expozice kontaminantů z pitné a užitkové vody. 

Umožňuje stanovovat limity pro koncentrace kontaminantů ve vodách a regulovat jejich zdroje.

Voltmetrické metody představují perspektivní nástroj pro stanovení organických 

kontaminantů ve vodách. Jsou to elektrochemické metody, které využívají měření proudu nebo 

napětí pro analýzu látek. Nabízí řadu výhod, jako jsou vysoká citlivost, selektivita a relativní 

jednoduchost a vlivem nízké ceny zařízení i snadná dostupnost.

Estrogeny patří do skupiny steroidních hormonů. Hrají klíčovou roli v reprodukčním 

a endokrinním systému živočichů. V posledních letech se však stávají předmětem rostoucích 

obav kvůli jejich potenciálnímu vlivu na životní prostředí a lidské zdraví.
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Znečištění vod estrogeny představuje významný environmentální problém. Tyto látky 

se do vod dostávají z různých zdrojů, včetně čistíren odpadních vod, zemědělství či 

z průmyslových a farmaceutických produktů. Estrogeny ve vodách mohou mít negativní 

dopady na vodní organismy, kde narušují hormonální systém ryb a dalších vodních živočichů, 

což vede k poruchám reprodukce a vývoje. Lidé, kteří jsou dlouhodobě vystaveni působení 

estrogenů, mohou mít narušenou hormonální rovnováhu, a tak zvýšené riziko vzniku rakoviny 

prsu a dalších nemocí.

Cílem této diplomové práce je vyvinout a optimalizovat voltmetrickou metodu 

pro stanovení vybraných estrogenů ve vodách a tuto metodu pak aplikovat na reálný vzorek 

povrchové vody. Také je třeba zjistit nejnižší možné koncentrace estrogenů, které tato 

voltametrická metoda dokáže stanovit. Předností voltametrického přístupu je především jeho 

dostupnost pro běžné laboratoře. Existují i další metody, které umožňují stanovit estrogeny, 

ale jsou oproti voltametrii velmi drahé.

Teoretická část diplomové práce je zaměřena na estrogeny, jejich zdroje a vlivy na vodní 

organismy a savce. Dále jsou zde popsány principy metod, které se využívají 

ke stanovení estrogenů a příklady stanovení konkrétních estrogenů.

Praktická část diplomové práce zahrnuje optimalizaci voltmetrické metody, především 

výběr vhodného elektrolytu, jeho pH a zastoupení organického rozpouštědla. Následuje analýza 

různých typů estrogenů a studium, jak dochází k vzájemnému ovlivnění stanovení, pokud 

se nachází ve směsi. Dále se zde sleduje mez stanovitelnosti a mez detekce vypracované 

metody. Na závěr je řešeno stanovení reálného vzorku povrchové vody.

Závěr diplomové práce shrnuje výsledky experimentů a hodnotí přínosy a limity použité 

voltmetrické metody.
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1 TEORETICKÁ CAST

1.1 Estrogeny

Název estrogen pochází z řeckého slova „Oistros“, což znamená „říje“ . Estrogeny jsou 

skupina látek, které přirozeně ovlivňují ženské reprodukční orgány. Jsou to steroidní hormony. 

Tato práce se zaměřuje na tři přirozené estrogeny -  estron (E1), 17P-estradiol (E2) a estriol 

(E3), a také na syntetický 17a-ethynylestradiol (EE2). Strukturní vzorce těchto látek jsou 

uvedeny na obrázku 1.

Obrázek 1 Strukturní vzorce vybraných zástupců estrogenů (E1, E2, E3 a EE2)

Produkce těchto hormonů probíhá ve vaječnících, kůře nadledvin a také ve varlatech. 

V cytoplazmě buněk se nacházejí receptory, na které se váží steroidní hormony. Estrogeny jsou 

důležité pro reprodukční procesy a fungování dalších orgánů. Jejich hladina se mění během 

menstruačního cyklu. V první fázi cyklu je hlavním estrogenem 17P-estradiol, který pochází 

z vaječníků. Po ovulaci se zvyšuje produkce progesteronu i estriolu. 17P-estradiol a estriol 

pomáhají rozvíjet sliznici dělohy pro uhnízdění oplodněného vajíčka. Pokud k uhnízdění 

nedojde, hladina estrogenů a progesteronu klesá a začne menstruace. U žen před menopauzou 

se koncentrace 17P-estradiolu v krevní plazmě liší v závislosti na fázi cyklu od 40 do 200 až 

440 pg/ml. Po menopauze dochází ke snížení produkce estrogenů [1].
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1.1.1 17p-estrad io l

Systematický název 17p-estradiolu je estra-1,3,5-trien-3,17p-diol. Ve folikulární fázi 

je produkován ve folikulech. V těhotenství ho vylučuje placenta. U mužů je produkován varlaty 

přeměnou testosteronu [2].

Funkce 17p-estradiolu spočívají ve stimulaci proliferace děložní sliznice, ovlivňuje vývoj 

mléčné žlázy a pohlavních orgánů. Mezi další funkce patří vývoj sekundárních ženských orgánů 

nebo může zvyšovat hustotu kostí či ovlivňovat kvalitu cév. Nedostatek 17p-estradiolu 

po menopauze způsobuje osteoporózu. Během první poloviny menstruačního cyklu 

se 17p-estradiol produkuje ve folikulech vaječníků a zvyšuje se jeho hladina. Jeho úlohou 

je signalizovat hypofýze produkci luteinizačního hormonu a folikulostimulačního hormonu [2].

17p-estradiol (E2) mimo jiné má i kognitivní účinky, které jsou zprostředkovány 

v mozkové kůře, bazálním předním mozku, hipokampu a striatu. Tyto nervové systémy regulují 

nervové funkce vyššího řádu. Kognitivní účinky E2 podobně jako účinky na reprodukci, jsou 

umožněny vazbou na klasické jaderné receptory. Receptory se vyskytují ve dvou odlišných 

formách, estrogenový receptor alfa a estrogenový receptor beta. Oba receptory spouštějí řadu 

nitrobuněčných reakcí. Tyto reakce by nebyly možné bez interakce ligandu s určitými místy 

deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Tato interakce receptorů s genomem má dlouhodobé 

a trvalé účinky na nervové funkce organismu [2].

Důležitá role E2 je v sexuální diferenciaci nervového systému, kde způsobuje 

strukturální a funkční rozdíly v mozku mezi muži a ženami. Dále podporuje tvorbu nových 

nervových buněk a chrání stávající nervové buňky před poškozením. Také umožňuje mozku 

adaptovat se na nové informace a zkušenosti, které by mohly nastat. V oblasti striata E2 rychle 

ovlivňuje uvolňování dopaminu (DA) prostřednictvím membránových receptorů pro 

17p-estradiol. Toto uvolnění DA má vliv na motivaci jedince, protože E2 může regulovat 

úrovně motivace a odměn [3].

1.1.2 17a-e thyny lestrad io l

17a-ethynylestradiol (EE2) je syntetický estrogen odvozený od přirozeného hormonu 

E2. Využívá se skoro ve všech kombinovaných perorálních antikoncepčních tabletách. Dále 

spadá mezi nejčastěji používané léčivé přípravky. Spojuje se dohromady s progestiny 

(například noretisteronem). Existují tři druhy kombinovaných pilulek, které se liší v množství 

a poměru těchto dvou hormonů (lfázové, 2fázové a 3fázové) [4].
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Má nízkou rozpustnost v ethanolu a ve vodě. Rozpustnost ve vodě je 4,8 mg/l při 20 °C. 

Z fyzikálně-chemických vlastností vyplývá, že je to nepolární a hydrofobní organická 

sloučenina s nízkou těkavostí a odolností vůči biodegradaci. U lidí je vazebná afinita EE2 

k estrogenovému receptoru jedenkrát až dvakrát vyšší než u E2. Oproti tomu u některých druhů 

ryb byla zjištěna afinita až 5x vyšší. Tato větší afinita může naznačovat, že EE2 je silnější 

estrogen než jiné typy estrogenů [4].

1.1.3 A ndrogeny

Androgeny se řadí do skupiny mužských pohlavních hormonů. Androgeny ovlivňují 

funkci pohlavních orgánů, také mají vliv na kosterní svalstvo a kosti. Stejně jako estrogeny 

působí na hustotu kostí [2]. Androgeny jsou přítomny u obou pohlaví, jejich hlavním zdrojem 

u mužů je testosteron a u žen jsou to zejména vaječníky. Endogenní estrogeny u mužů 

a androgeny u žen jsou důležité pro zachování zdraví. Estrogeny a androgeny působí na různé 

orgány a tkáně, jako jsou reprodukční orgány, mozek, kosti, srdce a játra. Tyto hormony 

se vážou na estrogenové a androgenové receptory a ovlivňují transkripční reakce v jádře buněk 

[5].

Běžné prekurzory estrogenů jsou androgeny odvozené od cholesterolu. Androstendion 

se přeměňuje buď na estron, nebo na testosteron, který se aktivitou aromatázy mění 

na E2. 17P-estradiol podléhá syntéze a uvolňuje se do krevního oběhu. Tam se může navázat 

na albumin nebo globulin vázající hormony. 17P-estradiol se z oběhu odstraňuje dvěma 

způsoby přeměny. Je schopen se přeměnit na E1 nebo E3. Druhá možnost je konjugace 

na produkty rozpustné ve vodě. Tyto produkty se poté z těla vyloučí močí [6].

1.1.4 Zdroje estrogenů a jejich rozpustnost ve vodě

Od počátku globální industrializace se steroidní estrogeny staly novou a závažnou 

hrozbou pro životní prostředí a lidské zdraví. Tyto látky, včetně estronu (E1), 17P-estradiolu 

(E2) a estriolu (E3) představují vážnou hrozbu pro půdu, rostliny, vodní zdroje a obyvatelstvo 

na celém světě. V posledních letech se estrogenům věnuje větší pozornost vzhledem k jejich 

rychle rostoucím koncentracím v půdě a vodě. Existuje obava, že estrogeny se mohou dostat 

do potravního řetězce a mít tak vliv na zdraví lidí. Proto je klíčové zjistit, jak tyto látky rostliny 

absorbují a následně metabolizují [7, 8].

Přírodní a syntetické sloučeniny přítomné v životním prostředí mohou narušit běžnou 

fyziologii a fungování endokrinního systému nejen u lidí, ale i u zvířat. Tyto látky se obecně
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nazývají sloučeniny narušující endokrinní systém. Nepříznivě působí na zdraví jedince 

až v případě překročení prahové limitní hodnoty. Tyto látky se likvidují v čistírnách odpadních 

vod (ČOV). Hormony mohou vstupovat do prostředí různými zdroji, jako jsou např. odpadní 

vody z ČOV nebo odtoky ze zemědělských provozů. Uvádí se, že hlavním zdrojem steroidních 

hormonů ve vodních tocích je jejich vylučování z lidských organismů a také ze zvířat. Široce 

používaný syntetický estrogen v antikoncepčních pilulkách EE2 je považován za hlavního 

přispěvatele k celkové estrogenitě odpadních vod [9, 10].

Pharmaceutical Assessment and Transport Evaluation je model, který integruje údaje 

o rychlosti vylučování EE2 z organismu s ohledem na věk obyvatel. Model předpovídá vstupní 

koncentraci EE2 přítomné v ČOV. V tomto modelu se předpokládá, že z 26 gg/den EE2 

se v těle metabolizuje 43 %, 27 % se vylučuje v konjugované formě molekul a 30 % ve volné 

formě. S ohledem na transformaci a biodegradaci na cestě k ČOV, model odhaduje, že 40 % 

z celkového množství EE2, tedy asi 10,5 mg/den, dosáhne splaškový přítok [11].

Světová populace čítající přibližně 7 miliard lidí ročně vypustí přibližně 30 000 kg 

přirozených steroidních estrogenů (E1, E2 a E3) a dalších 700 kg syntetických estrogenů (EE2) 

pouze z antikoncepčních pilulek. Uvolňování estrogenů do životního prostředí 

z hospodářských zvířat je však mnohem vyšší. Ve Spojených státech a Evropské unii je  ročně 

vypouštěno hospodářskými zvířaty 83 000 kg estrogenů. Je zjevné, že přírodní estrogeny 

obsažené v odpadech zvířat a lidí představují vážné nebezpečí pro životní prostředí. Toto riziko 

ještě zvyšuje aplikace živočišného hnoje nebo biologických kalů na zemědělskou půdu [12].

Značným problémem je také přítomnost estrogenů v kravském mléce. Během březosti 

dobytka se jejich hodnoty převážně zvyšují. Konzumace mléka a mléčných výrobků s vyšším 

obsahem estrogenů může mít negativní účinek na kvalitu spermatu u mužů [13].

Distribuci organických polutantů do vody lze vyjádřit pomocí rozdělovacího 

koeficientu (Kow). Jedná se o poměr koncentrace sloučeniny v n-oktanolu a ve vodě 

za rovnovážných podmínek při konkrétní teplotě. Sloučeniny s vysokou molekulovou 

hmotností a vysokých log Kow> 5 se snadno adsorbují na sedimenty a lze je primárně odstranit 

koagulací. Existuje vztah mezi hydrofobicitou sloučenin a jejich sorpcí na kal. Sloučeniny 

s nízkým log Kow (<2,5) jsou hydrofilní a málo se sorbují, čímž se zvyšuje jejich koncentrace 

v povrchových vodách. Estrogeny s log Kow okolo 2,9 jsou hydrofobnější a vykazují jistou 

afinitu k sorpci na kalové částice. Rozpustnost estrogenů ve vodě ovlivňuje několik faktorů, 

např. jejich polarita a pH prostředí. Estrogeny s nízkou polaritou, jako je EE2, se ve vodě 

rozpouštějí hůře než estrogeny s vyšší polaritou, jako je E1 a E2. S rostoucím pH se rozpustnost
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estrogenů obvykle zvyšuje. Například v oblasti alkalického pH se rozpustnost E1 a E2 mírně 

zvýšila [14].

Moderní zemědělství v běžné praxi využívá k hnojení zemědělské půdy alternativní 

hnojivá. Mezi ty patří například živočišný hnůj nebo kaly z ČOV. Díky těmto aplikacím se poté 

v půdách vyskytují estrogenní hormony, které kontaminují nejen půdu, ale i vodu. Sorbované 

estrogenní hormony se v půdě poměrně rychle rozkládají. Zvířecí hnůj je pravděpodobně 

největším zdrojem estrogenních hormonů v přírodním prostředí. Drůbeží, kravské a koňské 

hnoje většinou obsahují největší množství steroidních estrogenů. V sušině zvířecího hnoje 

a trusu byly nalezeny hodnoty v rozmezí od 6,0 do 462 ng/g estrogenů, a to 17a-estradiolu, 

17P-estradiolu, 17a-dihydroekvilinu a estronu [15].

Degradace estrogenů je velmi závislá na teplotě půdy. Při teplotě 25 °C je rychlost 

degradace 4,3krát vyšší než při teplotě 15 °C. Rychlost degradace v závislosti na teplotě 

je ovlivněna také přítomností degradujících mikroorganismů [16].

Lidé i zvířata vylučují estrogeny ve formě konjugátů. U lidí je jejich zastoupení 

v rozmezí 90-95 %, u prasat 96 %, u drůbeže 69 % a u skotu pouze 42 %. Mezi zástupce těchto 

forem patří například glukuronidy nebo sulfáty. Tyto konjugáty jsou biologické neškodné látky, 

ale když podlehnou hydrolýze, tak uvolňují volné estrogeny. V čistírnách odpadních vod, 

kde konjugáty přetrvávají déle v odpadních nádržích, je jedna třetina celkových estrogenů 

detekována ve formě jejich konjugátů [17].

V dnešní době se stále více u chovu dobytka začínají používat hormonální implantáty, 

které obsahují steroidní hormony jako jsou 17P-estradiol, testosteron, progesteron a další 

chemické látky. Nejčastěji používaný estrogen je 17P-estradiol a jeho benzoátový ester. 

Lze ho využít samostatně nebo ve spojení s testosteronem, progesteronem nebo acetátem 

trenbolonu. Trenbolon acetát je syntetický androgen s větší androgenitou než přirozený 

testosteron. Melengestrol acetát je syntetický progestagen, který je mnohem účinnější 

než přírodní progesteron. Organizace pro kontrolu léčiv (FDA) reguluje dávkování a umístění 

implantátů ve zvířatech a během procesu schvalování pečlivě prověřuje, zda je maso 

z ošetřených zvířat bezpečné pro lidskou konzumaci. Výběr implantátů a doplňků je založen 

na optimálních ekonomických výnosech z každé fáze chovu skotu. Tyto implantáty mohou 

negativně ovlivňovat zdraví zvířat jako je vývoj vemene, zvednutí ocasní hlavičky či rektální 

prolapsy [18].

Široká škála léčivých přípravků jako jsou analgetika, antibiotika, hormony a stimulanty 

jsou detekovány v krvi, ve vodních zdrojích a v půdě. Koncentrace léčiv a jiných látek byla 

nižší v přírodním prostředí než v odpadních vodách z ČOV z důvodu biotransformace, fotolýzy

18



a sorpce. Léčiva, která nemohou být rozložena přírodními procesy, se hromadí v životním 

prostředí a vedou k negativním účinkům. Studie, kterou provedli Pawlowski a spol. v roce 2004 

uvedla, že koncentrace vyšší než 3,5 ng/l 17a-ethynylestradiolu může způsobit zvýšení počtu 

samic u ryb a zvýšený výskyt zfeminizovaných samců [19].

Významným zdrojem estrogenů jsou také nemocniční odpadní vody. V práci [20] byla 

pomocí plynové chromatografie s hmotnostní detekcí zjištěna přítomnost estronu 

od 8,6 do 31,3 ng/l, 17P-estradiolu 4,2 ng/l a estriolu v rozmezí od 6,4 do 385,5 ng/l [20].

1.1.5 Účinky estrogenů na člověka

Estrogeny mají významné dopady na organismy a životní prostředí, zejména ovlivňují 

kardiovaskulární systém. Působí prostřednictvím estrogenových receptorů alfa a beta, 

které ovlivňují genovou expresi navázáním na tyto receptory a translokací do jádra. 

Jejich účinky na kardiovaskulární systém jsou rozmanité, ovlivňují expresi iontových kanálů, 

kontraktilní proteiny a produkci reaktivních kyslíkových radikálů, což může potenciálně 

ovlivnit různá onemocnění. 17P-estradiol hraje klíčovou roli při modulaci vazorelaxace, 

vazokonstrikce a endoteliální funkce především prostřednictvím mechanismů endoteliálního 

oxidu dusnatého. Na modelech potkanů 17P-estradiol prokazuje kardioprotektivní účinky, 

zlepšuje srdeční funkci, snižuje kardiovaskulární hypertrofii a omezuje srdeční remodelaci 

podporou angiogeneze, vazodilatace a snížením oxidačního stresu a fibrózy [21, 22].

Studie Women‘s Health Initiative, dokazují, že vysoké hladiny estrogenu zvyšují riziko 

rakoviny prsu a endometria. Estrogenová substituční terapie také může zvýšit riziko mrtvice 

a kardiovaskulárních problémů. Kvůli těmto rizikům je estrogen klasifikován jako karcinogen 

a je třeba s ním zacházet opatrně. Nízké hladiny progesteronu, které jsou v těhotenství, mohou 

poskytovat ochranu před rakovinou vaječníků [23, 24].

Vliv estrogenu na paměť žen v menopauze je významný, protože menopauza přináší 

hormonální změny, včetně zvýšení folikuly stimulujícího hormonu a snížení estradiolu. 

Hormonální substituční terapie může u těchto žen zlepšit kognitivní funkce. Bylo zjištěno, 

že hormonální substituční terapie zlepšuje kognitivní schopnosti u žen v menopauze 

a potenciálně zmírňuje pokles paměti. Navíc estrogen hraje klíčovou roli v kostním 

metabolismu, inhibuje kostní resorpci a udržuje kostní tvorbu. Nízké hladiny estrogenu 

u starších mužů jsou spojeny se zvýšeným rizikem osteoporózy, což zdůrazňuje význam 

estrogenu mimo reprodukční zdraví. Bylo zjištěno, že návaly horka mohou začít
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před menopauzou a přetrvávají i poté, což ukazuje na širší vliv estrogenu na symptomy 

menopauzy [25, 26].

1.1.6 Účinky estrogenů na živočichy

Estrogeny mají také negativní vliv na vodní faunu, a to zejména ryby a další vodní 

organismy. I když přírodní estrogeny jsou méně toxické než syntetické, tak také mohou 

představovat určité riziko pro vodní organismy. Kvůli této problematice byla provedena studie, 

která sledovala vliv expozice estronu na vývoj ryb. Bylo zjištěno, že dlouhodobá expozice 

estronu během embryonálního vývoje ryb (5 dní) vedla k závažným abnormalitám, včetně 

kosterních deformací a nenafouknutého plaveckého měchýře [27].

Vyšší koncentrace estronu (1 až 100 nmol/l) způsobily větší kosterní abnormality 

(27±3 %) než nižší koncentrace (0 až 0,1 nmol/l). Koncentrace 1 nmol/l estronu také ovlivnila 

plaveckou aktivitu ryb, které urazily kratší vzdálenost než kontrolní skupina [27].

V jiné studii byly analyzovány koncentrace pěti endokrinně disruptivních chemikálií 

(EDC) v různých tkáních tří druhů sladkovodních ryb. Byly testovány tyto látky 4-n-nonylfenol 

(4-n-NP), bisfenol A (BPA), estron (E1), diethylstilbestrol (DES) a 17a-ethynylestradiol (EE2). 

U všech druhů byly nalezeny zvýšené koncentrace u 4 EDC. Výjimkou byla hladina EE2, která 

byla naměřena pouze u dvou z nich. Vyšší obsah BPA a E1 byl zjištěn u masožravých 

a všežravých ryb. U býložravých ryb tyto koncentrace byly nižší. Výskyt testovaných látek 

se také lišil mezi různými druhy tkání. Játra obsahovala vyšší koncentraci E1 a 4-n-nonylfenolu. 

Korelace mezi velikostí ryb a bioakumulací EDC byla malá. Při konzumaci těchto ryb byly 

odhadované dávky EDC vyšší než přijatelné denní dávky [28].

Vědci z Austrálie zkoumali účinky estrogenu 17a-ethynylestradiolu na dospělé ústřice. 

Byly umístěny do akvárií s mořskou vodou o teplotě 22 °C a krmeny různými druhy řas. Část 

ústřic byla po dobu 25 dnů vystavena EE2 v koncentraci 50 ng/l, zatímco druhá část sloužila 

jako kontrolní skupina. Po 28 dnech byla koncentrace EE2 ve vodě snížena o 80 %. 

To naznačuje, že se EE2 v mořské vodě pomalu rozkládá pravděpodobně vlivem mikrobiální 

aktivity a fotolýzy. Tato studie zkoumala účinky relevantních expozic EE2 na raný vývoj larev 

ústřic. Ukázalo se, že EE2 nemělo žádný okamžitý vliv na úspěšnost oplodnění nebo vývoj 

larev. Nicméně pokračující expozice larev EE2 vedla k poklesu přežití a růstu menších lastur. 

Studie poukazuje na to, jak negativně může expozice EE2 ovlivnit přežití a růst larev ústřic, 

což má důsledky pro zachování populací a genetickou rozmanitost v kontaminovaných vodách 

[29].
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Další studie zkoumala dopad dlouhodobé expozice estrogenním sloučeninám 

na klanonožce Tigriopus japonicus. Výzkum odhalil, že expozice látky jako E2 negativně 

ovlivňuje vývoj a reprodukci Tigriopus japonicus. Jedinci vystavení E2 vykazovali opožděnou 

pohlavní zralost, jak dokládá tabulka 1, která ilustruje pokles délky, hmotnosti se zvyšující 

se koncentrací E2. Navíc se zvýšil počet jedinců s hermafroditním fenotypem, zatímco jedinců 

s mužským fenotypem se při vyšších koncentracích E2 snížil. Tabulka 2 navíc ukazuje, 

že potomci exponovaných jedinců čelili zvýšeným rizikům, což ukazuje na větší citlivost 

vyvíjejících se embryí na estrogenní látky [30].

Tabulka 4 Vliv 17/3-estmdiolu (E2) na vývoj a reprodukci u Tigriopus japonicus v rozmezí 
koncentrací od 1 do 1000 ng/l [30]

Koncentrace Délka Hmotnost Samčí H erm afroditní
E2

[ng/ll [mm] M
fenotyp

[%l
fenotyp

[%l
Kontrola 26,5 ± 0,5 125,3 ± 5,2 50,0 ± 2,5 0,0 ± 0,0

1 26,2 ± 0,4 123,8 ± 4,9 48,7 ± 2,3 1,3 ± 0,3

10 25,9 ± 0,3 122,4 ± 4,6 47,4 ± 2,1 2,6 ± 0,5

100 25,6 ± 0,2 121,0 ± 4,3 46,1 ± 1,9 3,9 ± 0,7

1000 25,3 ± 0,1 119,6 ± 4,0 44,8 ± 1,7 5,2 ± 0,9

Tabulka 5 Vliv koncentrace E2 na 
do 10 yg/l [30]

embrya u Tigriopus japonicus v rozmezí koncentrací od 0,01

Koncentrace Délka Hmotnost Samčí H erm afroditní
E2

[ng/ll [mm] M
fenotyp

[%l
fenotyp

[%l
Kontrola 6,4 ± 1,0 14,4 ± 1,7 2,0 ± 0,3 81,6 ± 4,9

0,01 6,0 ± 0,8 14,3 ± 1,6 1,0 ± 0,3 92,7 ± 7,0

0,1 6,1 ± 0,6 14,0 ± 1,3 0,7 ± 0,1 91,4 ± 1,4

1 6,3 ± 0,7 14,0 ± 1,5 1,9 ± 1,1 93,3 ± 1,6

10 6,2 ± 0,5 13,9 ± 1,2 2,3 ± 0,9 92,4 ± 2,1

1.2 Metody stanovení estrogenů

1.2.1 Použití LC-M S m etody pro stanovení estrogenů

Z literární rešerše vyplynulo, že hlavním zdrojem estrogenů v komunálních vodách 

je lidská moč. Steroidní hormony hrají klíčovou úlohu v udržování homeostázy lidského 

metabolismu. Moč jako neinvazivní vzorek se hojně využívá v klinické diagnostice homeostázy

21



hormonů. Profilová analýza hormonů ve vzorcích moči nám pomáhá pochopit metabolický stav 

biologických systémů a může být využita jako diagnostický nástroj u onemocnění vzniklých 

v důsledku endokrinních poruch. Vyšší hladiny endogenních estrogenů jsou spojeny s vyšším 

rizikem poruch endokrinního systému. Například v práci [31] autoři s využitím extrakce 

na pevné fázi a metody LC/MS/MS zjistili následující průměrné koncentrace estrogenů v moči 

u těhotných žen v prvním trimestru 76,45±141,70 ng/ml pro E1, 28,70±44,26 ng/ml pro E2 

a 229,8 ±281,66 ng/ml pro E3 [31].

Rachel Martins de Barros a spol. vyvinuli analytickou metodu pro současnou analýzu 

několika hormonů v environmentálních vodách. Tato metoda kombinovala kapalinovou 

chromatografii s tandemovou hmotnostní spektrometrií a techniku difuzního gradientu 

v tenkých filmech. V rámci metodiky byly optimalizovány extrakční a analytické parametry 

pro 13 hormonů z různých skupin. Metoda byla ověřena pomocí standardních referenčních 

látek a reálných vzorků říční a odpadní vody. Výsledky studie prokázaly vysokou citlivost, 

přesnost a reprodukovatelnost pro všechny analyzované hormony s limity detekce 

v rozmezí 0,05-1,0 p,g/l. Limity přímo pro samotné estrogeny jsou znázorněny v tabulce 3. 

Aplikace této metody na reálné vzorky vod potvrdila účinnost a spolehlivost analýzy, 

což naznačuje, že kombinace LC-MS/MS a difúzního gradientu v tenkém filmu 

je perspektivním nástrojem pro monitorování výskytu hormonální kontaminace v životním 

prostředí [32].

Tabulka 6 Výsledky validace metody z hlediska kalibrace, přesnosti, instrumentálního stanovení 
limitu detekce [32]

Stanovovaná látka
L ineární rozsah 

koncentrací 
fhg/ll

Korelační
koeficient

Lim it detekce 

fhS/ll
17a-estradiol 0,1-20 0,99 0,1

17P-estradiol 0,5-20 0,99 0,2

estriol 0,5-20 0,99 0,5

estron 0,5-20 0,99 0,2

17a-ethynylestradiol 1,0-20 0,96 1,0

1.2.2 Použití voltam etrických m etod pro stanovení estrogenů

Vývoj nových voltametrických metod pro stanovení estrogenů ve vodách může 

napomoci k efektivnějšímu monitorování a snadnější identifikaci zdrojů znečištění vodních 

toků. Nové analytické metody a senzory by mohly být klíčovými nástroji pro zlepšení
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monitorovacích postupů. Byly vyvinuty nové techniky pro selektivní detekci látky EE2 

v biologických a environmentálních vzorcích. Jedna z technik používá magnetické nanočástice 

potažené molekulárně imprintovanými polymery, které se udržují na povrchu sítotiskových 

elektrod pomocí magnetu. Výkonost senzoru byla vylepšena pomocí modifikace elektrod. 

Sítotiskové elektrody byly modifikovány funkcionalizovaným grafenem, grafenovými 

kvantovými tečkami a magnetickými nanočásticemi potaženými molekulárně imprintovanými 

polymery. Na obrázku 2 je znázorněno použití různých materiálů elektrod na základě 

cyklických voltamogramů. Ukázalo se, že modifikace pomáhá zvýšit anodický proud EE2. 

Ve srovnání s neupravenými elektrodami se ukázalo, že dochází k desetinásobnému zvýšení 

proudu. Tento výsledek potvrzuje přínos magnetických nanočástic potažených molekulárně 

imprintovanými polymery k selektivní detekci EE2. Úspěšnost senzoru byla potvrzena pomocí 

analýz vzorků moči, séra a říční vody, kde bylo dosaženo výtěžnosti přibližně 100 %. Výsledky 

studie naznačují, že navržená metoda je efektivní a má slibný potenciál pro individuální 

stanovení EE2 v různých vzorcích [33].

GQ Ds FG NF/SPE(maj» INI IP )

[mA] 12 GQI) FG \ F, SIM'NIP)m Lfl
GQD NF/SPE
FG N F/SPE
GR F/SPI
5 P E

E vs. Ag/AgCl [V]

Obrázek 2 Cyklické voltamogramy získané pro 5,0 pmol/l EE2 v 0,2 mol/l roztoku fosfátového 
pufru pH 7,0při rychlosti polarizace 50 mV/s pro různé elektrody [33]

Další práce pro detekci estrogenu (E2) v životním prostředí a léčivech využívala 

pracovní elektrodu na bázi nanočástic oxidu železitého (a-Fe2O3) a uhlíkových nanotrubic 

(CNT). Využití vysoké elektroaktivní plochy povrchu CNT a vodivosti nanočástic a-Fe2O3
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umožňovala zvýšení intenzity proudu a zabránění zanášení plochy elektrody. Syntéza 

nanokompozitu a-Fe2 O3 -CNT byla dosažena hydrotermálním procesem. Po optimalizaci 

podmínek a parametrů bylo možné stanovit E2 s limitem detekce v řádu 10-9 mol/l. Navrhovaná 

elektrochemická metoda se ukázala jako jednoduchá a rychlá pro stanovení E2 v přírodních 

vodách, syntetické moči a farmaceutických vzorcích. Výtěžnost se pohybovala od 100 

do 105 % ve vodě z jezera a syntetické moči [34].

Jiný typ senzoru byl použit k detekci 17P-estradiolu ve vzorcích upravených odpadních 

vod a vodovodní vodě. Byl zkoumán senzor, který se skládal ze zlatých nanočástic, uhlíkových 

nanotrubic a elektrody ze skelného uhlíku (AuNP/MWCNT/GCE). Byly provedeny opakované 

stanovení 17P-estradiolu bez jakékoli postupné úpravy vzorků. Výsledky ukázaly, že výtěžnost 

se pohybovala v rozmezí 94,7-98,5 % pro koncentraci 8,0* 10-6 mol/l ve vzorcích odpadních 

vod, průmyslové odpadní vody a kohoutkové vody [35].

Studie z roku 2016 byla věnována stanovení EE2 v přírodních vodách. Detekce 

syntetického estrogenu byla provedena metodou diferenční pulzní adsorpční katodické 

stripovací voltametrie s rtuťovou kapkovou elektrodou. Optimalizované experimentální 

parametry byly následující: akumulační potenciál -0,7 V, doba akumulace 

150 s a rychlost polarizace 60 mV/s. Detekční limit metody byl 0,49 pg/l. Relativní směrodatné 

odchylky se pohybovaly pod 13 %. Výtěžnost byla v rozmezí 93,7 až 102,5 % [36].

Další studie se věnovala stanovení 17P-estradiolu v říční vodě metodou diferenční 

pulzní voltametrie. Byl použit tříelektrodový systém, který se skládal z pracovní elektrody 

ze skelného uhlíku (redukovaný oxid grafenu a kovový komplex porfyrinu), dále Ag/AgCl/ KCl 

(3,0 mol/l) jako referenční elektrody a pomocné platinové elektrody. Provedený experiment 

ukázal, že lze stanovit 17P-estradiol v rozsahu koncentrací od 0,1 do 1,0 pmol/l 

s detekčním limitem 5,3 nmol/l bez potřeby předchozí extrakce, čištění nebo derivatizačního 

kroku [37].

V roce 2012 proběhl výzkum zabývající se stanovením EE2 ve vzorcích vody. 

K záchytu EE2 byly použity magnetické částice a elektrody ze skelného uhlíku modifikované 

nanotrubičkami uhlíku. Principem metody byla imunoafinita. Syntetický EE2 se extrahoval 

ze vzorku pomocí protilátek proti EE2, které byly předem imobilizovány na magnetických 

částicích. Poté se prováděla desorpce analytu a stanovení EE2 pomocí voltametrie. Vzorky 

vody pocházely z různých lokalit Argentiny. Byla zjištěna koncentrace EE2 v rozmezí 

od 5,91 do 22,37 ng/l. Výtěžnost byla 96 až 105 %. Touto metodou lze nově stanovit EE2 

v rozsahu od 0,035 do 70 ng/l s detekčním limitem 0,01 ng/l a směrodatnou odchylkou menší 

než 4,20 % [38].
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Byl také popsán elektrochemický imunosenzor pro citlivou detekci 

17P-estradiolu (E2) a ethynylestradiolu (EE2). Stejně jako v předchozí studii zde byly použity 

magnetické nanočástice. K samotnému stanovení byla použita square wave voltametrie (SWV). 

Za optimalizovaných podmínek vykazovaly imunosenzory výjimečnou citlivost vůči E2 a EE2. 

Limity detekce dosahovaly velmi nízkých hodnot, pro E2 1,0 ng/l a pro EE2 10 ng/l. Senzory 

měly vynikající selektivitu s minimální inteferencí s jinými hormony. Analýza prokázala, že 

v původních vzorcích minerálních a jezerních vod nebyly detekovány žádné stopy estradiolu 

ani ethynylestradiolu. Přítomnost estrogenu byla zjištěna jen tehdy, pokud se do vzorku přidalo 

určité množství výše zmíněných estrogenů [39].

V jiném výzkumu byl použit integrovaný elektrochemický imunosenzor. Ten má řadu 

výhod, kterými jsou eliminace předúpravy vzorku, rychlost a selektivita. K detekci estronu byla 

upravena pracovní elektroda, která obsahovala skelný uhlík modifikovaný lnaftylaminovým 

polymerním filmem a zlatými nanočásticemi. Referentní elektroda byla buď kalomelová nebo 

argentchloridová. Vzorky vody byly obohaceny známými koncentracemi estronu (50, 100 

a 200 pg/ml) a byly inkubovány na elektrodě. Senzor dokázal detekovat koncentrace estronu 

v rozmezí od 8,0* 10~2 do 2,0* 104 pg/ml. Detekční limit činil 0,061 pg/ml. Výtěžnost vzorků 

byla 98 až 105 % [40].

Autoři publikace Wong a spol. analyzovali 17P-estradiol 

ve vzorcích moči a říční vodě. K tomuto stanovení byl využit senzor složený z měděného 

ftalocyaninu, poly(6-alkylthiofenonu) a pevného polymerního filmu. Má řadu výhod. Jedná se 

zejména o vysokou spolehlivost, stabilitu, reprodukovatelnost spolu s jednoduchostí a možností 

jednorázového použití. Limit detekce byl 5,0* 10~9 mol/l. Výsledky stanovení vzorků vody 

měly vysokou výtěžnost v rozmezí (96-107 %). Získané hodnoty byly srovnány se 

spektrofotometrickou metodou. Relativní chyba u voltametrické metody se pohybovala 

od -12 do +8,8 % [41].

De L. Ribeiro a další autoři studie se zabývali detekcí 17a-ethynylestradiolu ve vodě 

a syntetické moči. Elektrochemická metoda využívá oxid železa a ftalocyanin niklu 

na elektrodách z oxidu india a cínu. Lineární rozsah detekce EE2 byl zjištěn 

od 7,0* 10~8 do 3,0* 10~5 mol/1, s limitem detekce 7,0* 10~9 mol/1. Přítomnost dalších estrogenů 

(E1, E2) může ovlivnit detekci EE2 a to tak, že dochází ke zvýšení proudu. Vliv složité matrice 

na detekci EE2 byl hodnocen ve vodovodní vodě a vodě odebrané z čistírny vod a v syntetické 

moči. Vzorky vody byly obohaceny ethynylestradiolem o koncentrací 2,0 a 10 pmol/l. 

Výtěžnost byla v rozmezí od 96,2 % do 109,6 % [42].
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Autoři další práce se věnovali stanovení 17P-estradiol (E2) ve vzorcích vody pomocí 

elektrochemického aptasenzoru. Aptasenzor využívá nukleonové kyseliny k identifikaci látek. 

Za optimálních podmínek senzor detekoval koncentrace E2 od 1,0* 10~12 do 1,0*10^ mol/l 

s detekčním limitem 0,48 pmol/l při pH 7,5. Reálné vzorky pocházely z jezera v Japonsku. 

Vzorky byly upraveny a obohaceny o E2 s různou koncentrací (1,0 -100* 10~9 mol/l). Výtěžnost 

byla v rozmezí od 97,5 % do 101,3 % [43].

Z literární rešerše vyplynulo, že uvedené voltametrické metody využívaly různé druhy 

senzorů a jejich stanovení bylo převážně zaměřeno na konkrétní typ estrogenní látky. Tato 

diplomová práce se snažila vypracovat postup stanovení sumární koncentrace vybraných 

přírodních a syntetických estrogenů v povrchové vodě.

1.3 Voltametrie

Voltametrické metody fungují na principu měření proudu, který prochází indikační 

elektrodou, která je v roztoku v kontaktu s analyzovanou látkou, při vhodném vloženém 

potenciálu. Při praktických měřeních se většinou využívá elektrochemický článek složený 

ze tří elektrod, a to z indikační neboli pracovní elektrody, ze referenční elektrody a pomocné 

elektrody. V tomto uspořádání proud prochází mezi pomocnou a indikační elektrodou 

a potenciál vložený na indikační elektrodu se měří mezi ní a referenční elektrodou 

za bezproudového stavu.

Při voltametrických měřeních se v současné době nejčastěji využívají pracovní 

elektrody z nejrůznějších pevných materiálů. Jejich volba pak ovlivňuje rozsah potenciálového 

okna. Jedná se například o platinu, zlato, různé formy uhlíku, stříbro, měď, pevné amalgámové 

elektrody apod. Práce s těmito typy elektrod je náročná, neboť při analýzách je ovlivňován 

jejich povrch buď v důsledku probíhajících oxidačních či redukčních změn povrchu elektrody 

nebo vlivem tvorby povrchových filmů analyzovaných látek. Z těchto důvodů se musí 

elektrody před vlastním měřením čistit. Používá se mechanické čištění nebo nejčastěji 

elektrochemická aktivace. Na druhé straně mají tyto elektrody velkou výhodu spočívající 

v možnosti práce při značně pozitivních potenciálech, které jsou potřeba k oxidacím 

organických látek [44].

Jako referentní elektrody se užívají elektrody II. druhu, např. argentchloridová 

nebo kalomelová elektroda. Pomocná elektroda bývá z platiny a je vhodné ji oddělit 

od měřeného roztoku solným můstkem [44].
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V současné analytické praxi se nejvíce využívá metoda diferenčně pulsní voltametrie. 

Pracuje se zde s potenciálem lineárně se měnícím v čase, na který se vkládá napěťový puls 

o amplitudě 10-100 mV a trvání řádově v milisekundách. Další využívanou metodou 

je cyklická voltametrie, u které je stacionární elektroda ponořena do nehybného roztoku 

a je na ni aplikován trojúhelníkový potenciálový průběh řízenou rychlostí polarizace (dE/dt). 

Výsledkem jsou charakteristické polarizační křivky, které typicky vykazují píky. Primární 

využití cyklické voltametrie nespočívá v její přímé analytické aplikaci, ale spíše v jejím 

významu pro zkoumání elektrodových reakcí nebo voltametrického chování. Zkoumáním tvarů 

katodických a anodických křivek lze získat cenné poznatky o mechanismu elektrodových reakcí 

[44, 45].
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

2.1 Použité chemikálie a roztoky
Zásobní standard EE2 byl připraven ve třech různých koncentracích, a to 2,820* 10~3, 

4,588* 10~3 a 4,993*10~3 mol/l. Tyto standardy byly připraveny navážením pevné látky 

C20H24O2 (čistota 99 %, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a následným rozpuštěním v ACN 

(čistota 99,5 %, Penta, Praha, ČR).

Zásobní standardy E2 o koncentraci 5,756* 10~3, 4,009* 10~3, a 2,855* 10~3 mol/l a E3 

o koncentraci 1,595* 10 3 mol/l byly připraveny navážením pevných standardů (čistota 98 %, 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a rozpuštěním v ACN (čistota 99,5 %, Penta, Praha, ČR).

Jako základní elektrolyt sloužil Brittonův-Robinsonův pufr. Byl připraven v rozmezí 

pH 2,02-10,00. Jedná se o směs 0,04 mol/l kyseliny octové (čistota 99 %, Penta, Praha, ČR), 

0,04 mol/l kyseliny borité (čistota 99 %, Penta, Praha, ČR) a 0,04 mol/l kyseliny fosforečné 

(čistota 85 %, Penta, Praha, ČR). Hodnota pH byla upravována pomocí 0,2 mol/l roztoku NaOH 

(čistota 99 %, Penta, Praha, ČR).

Praktický vzorek povrchové vody pocházel z přírodního koupaliště Mělice. Mělické 

písníky tvoří soustava dvou vodních ploch s celkovou rozlohou 33,7 ha, hloubkou až 12 m 

a písčitým dnem [46]. Písníky v Mělicích se zatopily po ukončení těžby štěrkopísku přirozeným 

průsakem podzemních vod. Vzorek vody byl odebrán do plastové lahve a ihned zpracováván. 

Voda byla upravena filtrací pomocí membránových filtrů o porozitě 0,7 |im 

(MACHEREY-NAGEL, Německo) s využitím vakuové vývěvy typu MPC 300 s podtlakem 

cca 0,5 baru, aby došlo k odstranění nerozpuštěných látek.

2.2 Použité přístroje a zařízeni
K měření byl použit elektrochemický analyzátor EP100VA (HCS servis Bratislava) viz. 

obrázek 3 a měrný článek složený z indikační borem dopované diamantové elektrody (BDDE), 

dále referentní argentchloridové elektrody a pomocné Pt elektrody. Analyzátor je řízený 

počítačem. Přístroj má ve svém systému naprogramované různé metody stanovení, které dokáže 

provádět. Celé zařízení se skládá z těchto částí: analyzátor, monitor, elektrodový systém, 

klávesnice a tiskárna. Jednotlivé komponenty se zapínají v předem určeném pořadí, jako první 

se uvádí do chodu monitor, poté tiskárna a následně samotný EP100VA.

Po spuštění analyzátoru se zobrazí hlavní menu, kde je nutné zvolit požadovanou 

analytickou metodu. Analyzátor nabízí několik možností: CV -  cyklická voltametrie.
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DCV -  voltametrie s lineární změnou potenciálu, DPV diferenční pulzní voltametrie, NPV 

normální pulzní voltametrie a také metody SQ1 a SQ2 -  metody square wave.

Po výběru metody se tlačítkem P zobrazí detailní nastavení parametrů měření, kde lze 

zadat počátek a konec polarizace (rozsah měřeného potenciálu), proudový rozsah (rozsah 

měřeného proudu), nastavení polarizačního napětí a počet cyklů v případě aplikace metody CV.

Měření se spustí tlačítkem M. Analyzátor zobrazí na monitoru záznam měření 

v souřadnicovém systému s osami x (potenciál v mV) a y (proud v nA až mA). Měřítko grafu 

lze upravovat klávesou Z. Zaznamenané křivky se ukládají do vnitřní paměti analyzátoru 

klávesou S. Po provedení měření je možné vyhodnocovat záznamy, zahrnující výšku píku, 

plochu píku, výšku vlny a velikost proudu. A zkratka Alt+P se využívá pro tisk záznamu.

Stanovení probíhalo za následujících podmínek, které byly zjištěny experimentálně: 

pracovní BDDE byla polarizována v rozsahu potenciálů 700-2000 mV, rychlost polarizace byla 

25 mV/s, amplituda pulsu byla 30 mV, délka pulzu byla 60 ms.

Pro zakoncentrování vzorku vody byla využita vakuová odparka LABOROTA 4000 

od firmy Heidolph Instruments.

Dále byly používány analytické váhy Denver Instrument k navážení daného množství 

látek na přípravu standardů.

Obrázek 3 Elektrochemický analyzátor EP100VA
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2.3 Experimentální provedení voltametrického stanovení estrogenů

Stanovení estrogenů bylo realizováno v prostředí 10 ml BR pufru při pH 9,0 a 5,0 ml 

acetonitrilu. Indikační elektroda byla polarizována v rozsahu potenciálů od +700 do +2000 mV, 

rychlost polarizace byla 25 mV/s, amplituda pulsu pak 30 mV a délka pulzu byla 60 ms.

Ke kvantitativnímu stanovení směsí estrogenů byl použit standardní přídavek EE2, 

který sloužil jako referenční látka pro následné vyhodnocení směsí. K určení průběhu závislosti 

proudové odezvy na koncentraci a nalezení neznámé koncentrace byl využit program Nelin, 

který funguje na principu metody nejmenších čtverců [47].
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3 VÝSLEDKY A DISKUSE

Vzhledem ke struktuře analyzovaných látek, která je uvedena na obrázku 1, byla k jejich 

voltametrickému stanovení využívána anodická oxidace metodou DPV. Jako reprezentant 

analyzovaných estrogenů byl zvolen syntetický preparát 17a-ethynylestradiol (EE2).

3.1 Voltametrické stanovení 17a-ethynylestradiolu

Složení základního elektrolytu umožňujícího spolehlivé stanovení estrogenu EE2 bylo 

zjišťováno experimentálně. Nejdříve bylo toto stanovení realizováno ve třech základních 

elektrolytech o pH 9,04 za přítomnosti 0 %, 33 % a 66 % acetonitrilu, který zajišťoval 

rozpustnost analytu. Koncentrační rozsah EE2 byl pro vodné prostředí 

15,35-105,33 ^mol/l, pro roztoky voda/acetonitril pak 15,35-134,55 ^mol/l. Na obrázku 4 jsou 

uvedeny naměřené křivky. Z obrázku je vidět, že bez přítomnosti organického rozpouštědla 

se křivky anodické oxidace nachází při nižších pozitivních potenciálech a zároveň dochází 

v závislosti na zvyšující se koncentraci k posunu jejich maxim od 975 do 1030 mV. Lze zde 

také pozorovat určitou nelinearitu mezi proudovou odezvou a analyzovanou koncentrací. 

Se zvyšujícím se obsahem acetonitrilu v základním elektrolytu se maxima křivek posouvají 

k pozitivnějším potenciálům, a to tím více, jak se zvyšuje podíl organického rozpouštědla. 

Konkrétně u základního elektrolytu za přítomnosti 33 %-ní acetonitrilu se hodnoty potenciálu 

maxim vyskytují od 1220 do 1270 mV a u 66 % acetonitrilu od 1430 do 1475 mV. Pomocí 

metody nejmenších čtverců bylo zjištěno, že přítomnost acetonitrilu vede v koncentračním 

rozmezí 15,35-134,55 |imol/l k výraznější lineární proudové odezvě, což dokazují korelační 

koeficienty uvedené v tabulce 4 spolu s rovnicemi kalibračních závislostí.

Z hodnot vypočtených směrnic pak vyplývá, že přítomnost 66 %-ního acetonitrilu 

v základním elektrolytu poněkud snižuje citlivost proudové odezvy. Na základě uvedených 

skutečností byl zvolen pro další následné analýzy základní elektrolyt obsahující 33 % 

acetonitrilu.

Vhodné pH základního elektrolytu pro stanovení EE2 bylo zjišťováno rovněž 

experimentálně. Pomocí Britton-Robinsonova pufru bylo měněno v rozmezí hodnot pH 

od 2,04 do 10,00. Pro zvolené pH byla v daném základním elektrolytu měřena série křivek 

oxidace EE2 v rozmezí koncentrací od 15,35 do 134,55 ^mol/l. Získané závislosti jsou uvedeny 

na obrázcích 5-9.

31



Obrázek 4 Křivky anodické oxidace EE2 v závislosti na složení základního elektrolytu při pH 9,04. 
A -  koncentrace od 15,35-105,33 fimol/l, BR pufr. B -  koncentrace od 15,35-134,55 fimol/l, BR pufr 
a 33 % acetonitril. C -  koncentrace od 15,35-134,55 fimol/l, BR pufr a 66 % acetonitril. Jednotlivé 
křivky: 1 -15,35 ̂ mol/l, 7 -105,33 ̂ mol/l, 9 -134,55 ̂ mol/l. Parametry stanovení: počáteční potenciál 
+ 700 mV, konečný potenciál +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulzu 30 mV a délka 
pulzu 60 ms
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Tabulka 4 Závislost proudu na koncentraci při oxidaci EE2 v různých základních elektrolytech o
pH 9,04

Složení základního 
elektrolytu

K oncentrační
rozsah

l^mol/ll
Rovnice kalibrační přím ky Korelační

koeficient

15 ml BR 15,35-105,33 I[nA ] = 1,88c [ umol/l] -  6,76 0,998

10 ml BR+5 ml ACN 15,35-134,55 I  [nA] = 1,90c [umol/l] + 6,38 0,999

5 ml BR+10 ml ACN 15,35-134,55 I  [nA]= 1,75c [umol/l] + 11,11 0,998

Na obrázku 5 jsou uvedeny naměřené křivky oxidace 17a-ethynylestradiolu 

v základním elektrolytu o pH 2,03. Část A znázorňuje naměřené záznamy křivek po odečtu 

záznamu základního elektrolytu. Část B poté znázorňuje křivku závislosti výšky píku 

na koncentraci při daném pH. Z obrázku 5 je vidět, že polohy píků se významně posouvají 

se vzrůstající koncentrací směrem k pozitivním hodnotám potenciálů. Konkrétně 

pro koncentraci 15,35 |imol/l se nachází maximum při 1730 mV a pro koncentraci 134,55 

|imol/l pak při 1910 mV.

Obrázek 5 Křivky anodické oxidace EE2 v prostředí základního elektrolytu složeného z BR pufru 
o pH 2,03 a 33 % acetonitrilu po odečtu odezvy pozadí. A -  Jednotlivé křivky: 1 -  15,35 umol/l, 
9 -  134,55 umol/l. B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu 15,35-134,55 umol/l. Parametry 
stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, konečný potenciál +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, 
amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Na obrázku 6 je znázorněn průběh oxidačních křivek EE2 ve zvoleném základním 

elektrolytu o pH 4,03. Z obrázku je vidět, že se píky nachází při nižších pozitivních potenciálech 

a rovněž dochází k jejich posunu se zvyšující se koncentrací. Pro koncentraci 15,35 pmol/l 

je  maximum 1220 mV a pro koncentraci 90,58 pmol/l je  1330 mV. Z obrázku 6 je také vidět, 

že pokud se koncentrace analytu zvýší, dojde k výraznému posunu píků směrem doprava 

a zároveň se jejich výška snižuje. Tento jev může být způsoben tím, že se analyt v daném 

prostředí špatně rozpouští. V koncentračním rozsahu od 15,35 do 90,58 pmol/l lze rovněž 

pozorovat nelinearitu proudové odezvy, což potvrzuje i vypočtená rovnice kalibrační křivky 

ve tvaru I  [nA] = -0,0024c2[(pmol/l)2]  + 3,77c[pmol/l] + 2,47.

700 900 1100 1300 1500 1700 1900
E [mV]

Obrázek 6 Křivky anodické oxidace EE2 v  prostředí základního elektrolytu složeného z BR pufru 
o pH 4,03 a 33 % acetonitrilu po odečtu odezvy pozadí. A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, 
B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 15,35 do 90,58 pmol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  15,35 
pmol/l, 6 -  90,58 pmol/l. Parametry stanovení: počáteční potenciál +700 mV, konečný potenciál +2000 
mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Probíhá-li voltametrické stanovení EE2 v neutrálním prostředí při pH 6,06, viz 

obrázek 7, lze na záznamu oxidačních křivek pozorovat složitější průběh tohoto děje, 

projevující se přítomností minimálně dvou píků. První s maximem v rozmezí 1140-1240 mV 

je výraznější, a proto byl zvolen pro případ analytického vyhodnocení. Druhý pík s maximy 

v rozmezí 1615-1680 mV je málo zřetelný. Vyhodnocením proudové odezvy v maximu 

prvního píku pro studovaný koncentrační rozsah bylo zjištěno, že vykazuje rovněž nelinearitu,

34



což dokumentuje vypočtená rovnice ve tvaru I[n A ] = 0,008c2[(pmol/l)2]  + 2,77c [pmol/l] 

10,51.

Obrázek 7 Křivky anodické oxidace EE2 v prostředí základního elektrolytu složeného z BR pufru 
o pH 6,06 a 33 % acetonitrilu po odečtu odezvy pozadí. A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, 
B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 15,35 do 134,55 pmoUL Jednotlivé křivky: 1 -  15,35 
pmol/l, 9 -  134,55 pmol/l. Parametry stanovení: počáteční potenciál +700 mV, konečný potenciál 
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

V alkalickém prostředí, při pH 9,04 a 10,00 -  viz obrázky 8 a 9, je vidět, že oxidační 

průběh studovaného estrogenu rovněž poskytuje minimálně dva píky s maximy u pH 9,04 

v rozmezí 1215-1270 mV (1. pík) a 1625-1670 mV (2.pík) a u pH 10,00 1240-1290 mV (1. pík) 

a 1610-1675 mV (2. pík).

Pokud se zvolí pro analytické vyhodnocení v obou prostředích první pík, poskytuje 

lineární odezvu na stanovovanou koncentraci analytu, což dokumentují rovnice kalibračních 

závislostí, které mají tvar pro pH 9,04 I  [nA]= 1,87c [pmol/l] + 8,02 a pro pH 10,00 

I  [nA] = 1,78c [pmol/l] + 8,87.
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Obrázek 8 Křivky anodické oxidace EE2 v prostředí základního elektrolytu složeného z BR pufru 
o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu po odečtu odezvy pozadí. A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, 
B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 15,35 do 134,55 pmol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  15,35 
pmol/l, 9 -  134,55 pmol/l. Parametry stanovení: počáteční potenciál +700 mV, konečný potenciál 
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Obrázek 9 Křivky anodické oxidace EE2 v prostředí základního elektrolytu složeného z BR pufru 
o pH 10,00 a 33 % acetonitrilu po odečtu odezvy pozadí. A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, 
B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 15,35 do 134,55 pmol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  15,35 
pmol/l, 9 -  134,55 pmol/l. Parametry stanovení: počáteční potenciál +700 mV, konečný potenciál 
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Shrnutí výsledků získaných při studiu vlivu pH na voltametrické stanovení EE2 přináší 

tabulka 5. Vzhledem ke zjištěným skutečnostem, byl zvolen pro následné analýzy základní 

elektrolyt obsahující Britton-Robinsonův pufr o pH 9,04 za přítomnosti 33 % acetonitrilu. 

V tomto prostředí je dosaženo ve studovaném koncentračním rozmezí 15,35-134,55 pmol/l 

lineární závislosti mezi výškou píku a koncentrací, přičemž citlivost stanovení je vyšší než při 

pH 10,0.

Tabulka 5 Výsledky studie závislostí proudu na koncentraci v rozmezí od 15,35 
do 134 ymol/l pro jednotlivé pH při oxidaci 17a-ethynylestradiolu v  základním elektrolytu o složení BR 
a 33% acetonitril

pH Rovnice kalibrační závislosti
2,03 I[nA]= -0,003c2 [(pmol/l)2]  + 1,07c [pmol/l] -  1,72

4,03 I  [nA] = -0,0024c2 [(pmol/l)2]  + 3,77c [pmol/l] + 2,47

6,06 I[nA] = -0,008c2 [(pmol/l)2]  + 2,77c [pmol/l] -  10,51

9,04 I[nA]= 1,87c [^mol/l]  + 8,03

10,00 I[nA] = 1,78c [pmol/l] + 8,87

V doporučeném základním elektrolytu byla následně zjišťována citlivost 

voltametrického stanovení EE2. Na základě vyhodnocení křivek programem Nelin, 

naměřených v rozmezí koncentrací od 0,94 do 4,7 pmol/l a uvedených na obrázku 10 bylo 

zjištěno, že rovnice závislosti výšky píku na koncentraci je I  [nA] = 2,21c [^mol/l] + 0,19 

přičemž mez detekce je 0,08 pmol/l a mez stanovitelnosti 0,27 pmol/l.

Následující experimentální práce byly zaměřeny na zjištění voltametrické odezvy všech 

čtyř zvolených estrogenů, a to estronu, 17P-estradiolu, estriolu a 17a-ethynylestradiolu 

za vypracovaných podmínek. Bylo zjištěno, že tyto látky vykazují též charakteristické píky 

anodické oxidace v tomto prostředí a jsou dokumentovány na obrázku 11. Pro kvantitativní 

vyhodnocení bude vhodnější použít vždy první píky záznamu, neboť jsou lépe vyhodnotitelné 

a odpovídají vyšším proudovým hodnotám. Pro případ sumárního stanovení těchto estrogenů 

je důležité posoudit vzájemnou polohu zvolených píků a citlivost odezvy. Z obrázku je vidět, 

že estron a 17P-estradiol poskytují první píky se stejným maximem, a to u 1200 mV. Maximum 

píku 17a-ethynylestradiolu se nachází u potenciálu 1240 mV a u estriolu pak u potenciálu 

1280 mV. Problematika citlivosti odezvy jednotlivých studovaných látek v závislosti 

na potenciálech píků byla studována postupně. Nejdříve byla zkoumána směs EE2 a E2, dále
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směs EE2 a E1 a posléze směs tří látek, a to EE2, E1 a E2. Nakonec bylo testováno stanovení 

všech čtyř zvolených estrogenů -  EE2, E1, E2 a E3.

Obrázek 10 Křivky anodické oxidace EE2 v rozmezí koncentrací od 0,94 do 4,7 pmol/l 
A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 0,94 
do 4,7 pmol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  0,94 pmol/l, 5 -  4,7 pmol/l. Základní elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 
a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, konečný potenciál +2000 mV, 
náhlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Obrázek 11 Křivky anodické oxidace E1, E2, E3 a EE2 v prostředí základního elektrolytu složeného
z BR pufru o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. A -  Původní naměřené záznamy, B -  Křivky anodické oxidace 
estrogenů po odečtu záznamu pozadí. Jednotlivé křivky: 0 -  základní elektrolyt, 1 -  EE2 o koncentraci 
6,66 pmol/l, 2 -  E3 o koncentraci 2,13 pmol/l, 3 -  E1 o koncentraci 5,34 pmol/l, 4 -  E2 o koncentraci 
7,68 pmol/l. Parametry stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, konečný potenciál +2000 mV, rychlost 
polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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3.2 Voltametrické stanovení směsí 17p-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu

Při studiu voltametrického stanovení směsí syntetického EE2 s přírodními estrogeny, 

byl nejdříve zvolen 17P-estradiol (E2), protože tyto dvě látky mají podobnou strukturu. 

Počáteční experimenty se soustředily na voltametrické chování E2 ve zvoleném základním 

elektrolytu. Tento výběr vycházel z předchozích zjištění naznačujících jeho vhodnost pro 

analýzu syntetického EE2. Bylo zjištěno, jak uvádí obrázek 12, že 17P-estradiol, lze v daném 

prostředí také oxidovat. Ve studovaném koncentračním rozmezí od hodnoty

19,12 do 131,25 |imol/l leží anodické píky mezi potenciály 1040-1600 mV. Maxima 

se posouvají se vzrůstající koncentrací od 1210 do 1280 mV. Pokud se hodnotí celý zvolený 

koncentrační interval je závislost proudu na koncentraci nelineární, což vyjadřuje rovnice 

I  [nA] = —0,005c2 [(^mol/l)2]  + 3,37c [^mol/l]  — 1,68. V oblasti nižších koncentrací např. 

v rozmezí od 1,92 do 9,59 |imol/l (viz. křivky na obrázku 13) pak byla potvrzena lineární 

závislost ve tvaru I  [nA] = 1,99c [^mol/l] + 0,43. Mez detekce byla 0,08 |imol/l a mez 

stanovitelnosti 0,28 |imol/l.

Studované estrogeny vzhledem k podobnosti své struktury vykazují podobnou nikoliv 

však totožnou voltametrickou odezvu. Pro stanovení jejich směsi bylo nezbytné podrobně 

analyzovat proudovou odezvu jednotlivých látek na jednotku koncentrace -  nadále nazývanou 

jako odezvový faktor fi/c v závislosti na potenciálech píků. Ty byly stanoveny analýzami 

definované koncentrace jednotlivých standardů. Hodnota odezvového faktoru fi/c byla 

vypočtena jako podíl proudu a koncentrace. Získané výsledky pro dva studované estrogeny, 

a to 17P-estradiol a 17a-ethynylestradiol jsou uvedeny na obrázku 14. Je zde vidět, že nejmenší 

diference mezi odezvovými faktory studovaných látek se nachází u potenciálu 

1220 mV a tedy při této hodnotě lze vyhodnocovat neznámé směsi na základě přídavků 

standardů EE2, který jak již bylo konstatováno na začátku této kapitoly, byl zvolen jako 

standardní látka. Nejmenší rozdíl mezi odezvovými faktory při potenciálu 1220 mV byl 

potvrzen i analýzou rozptylu, jejíž výsledky jsou uvedeny na obrázku 15.
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Obrázek 12 Křivky anodické oxidace E2 v  rozsahu koncentrací od 19,12 do 131,25 pmol/lpo odečtu 
odezvy pozadí. A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu 
od 19,12 do 131,25 fimol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  19,12 fimol/l, 7 -  131,25 fimol/l. Základní elektrolyt: 
BR pufr o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, konečný

A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 1,92 do 9,59 
fimol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  1,92 fimol/l, 5 -  9,59 fimol/l. Základní elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 
a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, konečný potenciál +2000 mV, 
rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Obrázek 14 Závislost odezvového faktoru fi/c látek E2 a EE2 na potenciálu

Výše uvedené závěry byly experimentálně ověřeny analýzami pěti modelových směsí 

17P-etradiolu a 17a-ethynylestradiolu. Příklad naměřených křivek ukázkové směsi obsahující 

7,68 |imol/l E2 a 6,66 |imol/l EE2 přináší obrázku 16. Část A znázorňuje původní naměřené 

křivky směsi a standardní přídavek EE2. Koncentrace standardu EE2 byla 4,99*10~3 mol/l.
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Část B pak znázorňuje stejný záznam po odečtu křivky základního elektrolytu. Pro kvantitativní 

vyhodnocení estrogenů byly vždy využity proudové hodnoty při potenciálu 1220 mV, tak, jak 

je naznačeno na obrázku 16. Výsledky analýz všech pěti modelových směsí, vyhodnocené 

pomocí standardních přídavků EE2, které se pohybovaly od 5 ^l do 20 ^l roztoku o koncentraci 

4,99*10~3 mol/l jsou uvedeny v tabulce 6. Z těchto hodnot je vidět, že dosahované rozdíly mezi 

stanovovanou a nalezenou koncentrací nepřesahují 6 %, což je v oboru stanovovaných 

koncentrací přijatelné.

Obrázek 16 Křivky anodické oxidace při stanovení směsi E2 a EE2 o koncentraci 7,68 pmol/l E2 
a 6,66 pmol/l EE2 metodou standardního přídavku EE2. A -  Původní naměřené křivky, B -  křivky po 
odečtu pozadí základního elektrolytu. Jednotlivé křivky: 0 -  odezva základního elektrolytu, 1 -  směs 
E2+EE2 (7,68 pmol/l E2 a 6,66 pmol/l EE2), 2 -  standardní přídavek EE2 o koncentraci 6,66 pmol/l. 
Základní elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál 
+ 700 mV, konečný potenciál +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka 
pulzu 60 ms

Reprodukovatelnost navrženého postupu byla testována pětkrát opakovaným 

stanovením směsi obsahující 3,84 |imol/l E2 a 6,66 |imol/l EE2. Dosažené výsledky uvádí 

tabulka 7. Z poskytnutých údajů vyplývá, že rozdíly mezi stanovenou a modelovou koncentrací 

celkového obsahu dvou estrogenů E2 a EE2 nepřesáhly 6 %. Vypočtený průměr je o 1,8 % 

vyšší než reálná koncentrace sumy analytů. Přesnost metody ukazuje směrodatná odchylka 

o hodnotě 0,23 |imol/l.
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Tabulka 6 Výsledky stanovení směsí 17/3-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu v rozmezí koncentrací
od 3,58 do 14,34 ymol/l metodou standardního přídavku

Analyzováno Stanoveno A A
E2

|^mol/ll
EE2

|am ol/ll
L estrogenů 

f^mol/ll
L estrogenů 

f^mol/ll f^mol/ll f%l
1,92 1,66 3,58 3,45 -0,13 -3,63

1,92 3,33 5,25 5,27 +0,02 +0,38

3,84 1,66 5,50 5,80 +0,30 +5,45

3,84 6,66 10,50 11,11 +0,61 +5,81

7,68 6,66 14,34 14,40 +0,06 +0,42

Tabulka 7 Výsledky opakovaného stanovení směsí E2 a EE2 o sumární koncentraci 10,50 ymol/l 
metodou standardního přídavku

Číslo stanovení Stanoveno E2 a EE2 A A
lamol/ll lamol/ll [%l

1 11,11 +0,61 +5,81

2 10,45 -0,05 -0,48

3 10,81 +0,31 +2,95

4 10,64 +0,14 +1,33

5 10,50 0 0

Střední hodnota: 10,70 pmol/l 

Směrodatná odchylka: 0,23 pmol/l 

Interval spolehlivosti: 10,70 ± 0,29 pmol/l

3.3 Voltametrické stanovení směsí estronu, 17p-estradiolu 

a 17a-ethynylestradiolu
Následující experimenty zkoumaly voltametrickou odezvu estronu za stejných 

podmínek doporučených pro analýzu EE2. Tyto podmínky jsou vhodné, jak se již ukázalo i pro 

stanovení E2. Bylo zjištěno, jak znázorňuje obrázek 17, že v roztoku Britton-Robinsonův pufr 

o pH 9,04 za přítomnosti 33 % acetonitrilu poskytuje dobře vyhodnotitelné křivky anodické 

oxidace i estrogen E1. Jsou zde uvedeny proudové odezvy v rozmezí koncentrací 

13,32-91,42 pmol/l. Záznam opět signalizuje složitější průběh oxidace. Pro kvantitativní 

vyhodnocení byl zvolen první pík, jehož maximum se posouvalo v závislosti na zvyšující 

se koncentraci od 1200 do 1260 mV.

43



Obrázek 17 Křivky anodické oxidace E1 v rozmezí koncentrací od 13,32 do 91,41 /xmol/l. 
A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, B -  Závislost proudu na koncentraci v rozsahu od 13,32 do 
91,41 fimol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  13,32 fimol/l, 7 -  91,41 fimol/l. Základní elektrolyt: BR pufr o pH  
9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál +700 mV, konečný potenciál 
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Metodou nejmenších čtverců bylo zjištěno, že závislost výšky píků v maximu 

na koncentraci je v celém studovaném rozsahu lineární, což vyjadřuje rovnice 

I[nA ] = 2,27c [^mol/l] + 2,17. Pro určení meze stanovitelnosti a meze detekce estrogenu E1, 

byly analyzovány nižší koncentrace v rozmezí od 0,95 do 4,76 |imol/l (viz. obrázek 18). 

Rovnice závislosti výšky píku na koncentraci má tvar I  [nA] = 2,68c [^mol/l]  + 0,89. 

Výpočtem bylo zjištěno, že LOD je 0,07 |imol/l a LOQ pak 0,22 |imol/l.
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Obrázek 18 Křivky anodické oxidace E1 v rozsahu koncentrací od 0,95 do 4,76 pmol/l. 
A -  Křivky po odečtu záznamu pozadí, B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu 
od 0,95 do 4,76 pmol/l. Jednotlivé křivky: 1 -  0,95 pmol/l, 5 -  4,76 pmol/l. Základní elektrolyt: BR pufr 
o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, konečný potenciál 
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Pro následnou analýzu estronu ve směsi bylo třeba zjistit jeho odezvové faktory, 

tzn fI/c příslušící jednotlivým potenciálům píku a porovnat je s odezvou dalších studovaných 

estrogenů. Získané poznatky jsou shrnuty na obrázku 19, který předkládá i dosud stanovené 

proudové odezvové faktory pro látky E1, E2 a EE2. Jak z obrázku, tak z následné analýzy 

rozptylu zjištěných faktorů vyplývá, že nejvhodnější potenciál pro kvantitativní analýzu směsi 

je opět hodnota 1220 mV, neboť zde látky poskytují srovnatelnou odezvu. Výsledky analýzy 

rozptylu jsou zobrazeny na obrázku 20.

45



Obrázek 19 Závislost odezvového faktoru fi/c látek E1, E2 a EE2 na potenciálu

Obrázek 20 Výsledky analýzy rozptylu odezvových faktorů fi/c látek E1, E2 a EE2

Názorná ukázka analýzy směsi obsahující 2,68 |imol/l E1

a 6,66 |imol/l EE2 17a-ethynylestradiolu přináší obrázek 21, kdy část A zobrazuje původní 

naměřené křivky a standardní přídavek EE2 o koncentraci 4,99 mmol/l. Část B zobrazuje křivky
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směsi po odečtu pozadí. Ke kvantifikaci byly vždy použity aktuální hodnoty proudu při 

potenciálu 1220 mV. Výsledky dalších směsí E1 a EE2 jsou uvedeny v tabulce 8. Je zde vidět, 

že rozdíl mezi stanovenou a původní koncentrací nepřesahuje hodnotu 6 %.

Reprodukovatelnost stanovení řešené směsi byla ověřována pěti opakovanými 

analýzami roztoku o koncentraci 2,68 pmol/l E1 a 6,66 pmol/l EE2. Výsledky jsou zobrazeny 

v tabulce 9, liší se od reálné koncentrace maximálně o 7,1 %, což je v daném případě přijatelné. 

Vypočtená směrodatná odchylka 0,33 pmol/l a skutečnost, že stanovovaná koncentrace leží 

v intervalu spolehlivosti 9,53 ± 0,41 pmol/l, naznačují, že metoda poskytuje spolehlivé 

a správné výsledky.

Další experimentální práce byly zaměřeny na analýzu třísložkových směsí E1, E2 a EE2 

v rozsahu celkové koncentrace od 4,92 do 9,85 pmol/l. Zastoupení jednotlivých složek přináší 

tabulka 10 spolu s dosaženými výsledky. Je zde vidět, že chyba stanovení nepřesáhla 4,1 %.
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Obrázek 21 Křivky anodické oxidace při stanovení směsi E1 a EE2 o koncentraci 2,68 pmol/l E1 
a 6,66 fimol/l EE2 metodou standardního přídavku EE2. A -  Původní naměřené křivky, B -  křivky po 
odečtu pozadí základního elektrolytu. Jednotlivé křivky: 0 -  odezva základního elektrolytu, 1 -  směs 
E1+EE2 (2,68 pmol/l E1 a 6,66 pmol/l EE2), 2 -  standardní přídavek EE2 o koncentraci 6,66 pmol/l. 
Základní elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál 
+ 700 mV, konečný potenciál +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka 
pulzu 60 ms
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Tabulka 8 Výsledky stanovení směsí estronu a 17a-ethynylestradiolu v rozmezí koncentrací od 
3,00 do 12,01 ymol/l

Analyzováno Stanoveno A A
E1 EE2

f^mol/ll
L estrogenů 

f^mol/ll
L estrogenů 

f^mol/ll f^mol/ll f%l
1,34 1,66 3,00 2,83 -0,17 -5,67

1,34 3,33 4,67 4,72 +0,05 +1,07

2,68 3,33 6,01 6,13 +0,12 +2,00

2,68 6,66 9,34 9,45 +0,11 +1,18

5,35 6,66 12,01 11,98 -0,03 -0,25

Tabulka 9 Výsledky opakovaného stanovení směsí E1 a EE2 o sumární koncentraci 9,34 ymol/l 
metodou standardního přídavku

Číslo stanovení Stanoveno E1 a EE2 A A
[^mol/ll [^mol/ll [%l

1 9,45 +0,11 +1,18

2 9,80 +0,46 +4,93

3 9,19 -0,15 -1,61

4 10,00 +0,66 +7,07

5 9,22 -0,12 -1,28

Střední hodnota: 9,53 pmol/l 

Směrodatná odchylka: 0,33 pmol/l 

Interval spolehlivosti: 9,53 ± 0,41 pmol/l

Tabulka 10 Výsledky stanovení směsí estronu, 17/3-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu v rozmezí 
koncentrací od 4,92 do 9,85 ymol/l

Analyzováno Stanoveno A A
E1

f^mol/ll

E2

f^mol/ll

EE2

f^mol/ll

L
estrogenů
f^mol/ll

L estrogenů 

f^mol/ll f^mol/ll í% l
1,34 1,92 1,66 4,92 4,72 -0,20 -4,07

1,34 1,92 3,33 6,59 6,34 -0,25 -3,79

2,68 1,92 3,33 7,93 7,77 -0,16 -2,02

2,68 3,84 3,33 9,85 9,90 +0,05 +0,51
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3.4 Voltametrické stanovení směsí estriolu, estronu, 17p-estradiolu 

a 17a-ethynylestradiolu
Posledním sledovaným přírodním estrogenem byl estriol, který rovněž vykazoval 

podobnou proudovou odezvu v navrženém základním elektrolytu. Křivky jeho anodické 

oxidace vykazovaly dva píky při potenciálech 1275 mV a 1685 mV. Pro analýzu byl vybrán 

první z nich, který byl lépe vyhodnotitelný.

Na obrázku 22 jsou uvedeny křivky pro koncentrace od 1,06 do 8,48 pmol/l. Z obrázku 

je zřejmé, že maxima píků jsou nad sebou, jejich výšky lineárně odráží stanovované 

koncentrace, což potvrdilo i matematické zpracování naměřených dat. Pro zmíněnou závislost 

byla vypočtena rovnice kalibrační přímky ve tvaru I[nA ] = 2,26c [^mol/l] + 0,87. Mez detekce 

a mez stanovitelnosti byly vyhodnocovány na základě křivek z obrázku 23, které byly 

naměřeny pro koncentrace od 0,53 pmol/l do 2,66 pmol/l. Rovnice závislosti proudu 

na koncentraci má tvar I[nA ] = 1,57c [^mol/l]  + 0,69 a hodnoty LOD a LOQ jsou 0,07 pmol/l 

a 0,25 pmol/l. Také pro tento estrogen byly na základě experimentálních křivek vypočteny 

odezvové faktory fi/c pro potenciály příslušící 1. oxidačnímu píku. Následně byly porovnány 

s již stanovenými odezvovými faktory ostatních studovaných estrogenů Získané výsledky 

přináší obrázek 24. Z něj je vidět, že nejmenší rozdíl v proudové odezvě na jednotku 

koncentrace konkrétních látek se nachází u potenciálu 1220 mV. Tato skutečnost byla 

potvrzena i analýzou rozptylu vypočtených odezvových faktorů, jejíž výsledky jsou uvedeny 

na obrázku 25.
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Obrázek 22 Křivky anodické oxidace E3 v rozmezí koncentrací od 1,06 do 8,48 ymol/l. A -  Křivky 
po odečtu záznamu pozadí, B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 1,06 do 8,48 ymol/l. 
Jednotlivé křivky: 1 -  1,06 ymol/l, 8 -  8,48 ymol/l. Základní elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 % 
acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál +700 mV, konečný potenciál +2000 mV, 
rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Obrázek 23 Křivky anodické oxidace E3 v rozmezí koncentrací od 0,53 do 2,66 ymol/l. A -  Křivky 
po odečtu záznamu pozadí, B -  Závislost proudu na koncentraci v  rozsahu od 0,53 do 2,66 ymol/l. 
Jednotlivé křivky: 1 -  0,53 ymol/l, 5 -  2,66 ymol/l. Základní elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 % 
acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál +700 mV, konečný potenciál +2000 mV, 
rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Další výzkumy zahrnovaly analýzy modelových směsí obsahujících všechny čtyři 

estrogeny (E1, E2, E3 a EE2). Obrázek 26 znázorňuje příklad stanovení takové ukázkové směsi. 

Část A přináší původní naměřené křivky spolu s přídavkem standardu EE2 (koncentrace
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4,99 mmol/l) o objemu 20 |il. Směs vzorku obsahovala 1,34 |imol/l estronu, 3,84 |imol/l 

17P-estradiolu, 0,53 |imol/l estriolu a 3,33 |imol/l 17a-ethynylestradiolu. Část B znázorňuje 

směs po odečtu křivky pozadí. Jak již bylo zmíněno v předchozích kapitolách ke kvantifikaci 

výsledků byly vybrány hodnoty proudu měřené při potenciálu 1220 mV, jak je znázorněno 

na obrázku 26. Tabulka 11 uvádí výsledky analýz modelových čtyřsložkových směsí. Je zde 

vidět, že rozdíly mezi stanovovanou a nalezenou koncentrací nepřesáhly 10 %, což je v rámci 

řešené problematiky přijatelné.

Pro posouzení reprodukovatelnosti metody byla opakovaně analyzována směs 

obsahující 2,68 |imol/l E1, 3,84 |imol/l E2, 1,06 |imol/l E3 a 3,33 |imol/l EE2. Tabulka 12 

ukazuje, že naměřené koncentrace se lišily od očekávaných koncentrací o méně než 4 %. 

Přesnost metody potvrzuje směrodatná odchylka s hodnotou 0,60 ^mol/l. Stanovovaná hodnota 

směsi leží v intervalu spolehlivosti, a to 11,03 ± 0,74 |imol/l.

Obrázek 26 Křivky anodické oxidace při stanovení směsí vybraných estrogenů o koncentracích 1,34
fimol/l E1, 3,84 fimol/l E2, 0,53 jumol/l E3 a 3,33 jumol/l EE2 metodou standardního přídavku EE2. 
A -  Původní naměřené křivky, B -  křivky po odečtu pozadí základního elektrolytu. Jednotlivé křivky: 
0 -  odezva základního elektrolytu, 1 -  směs 4 estrogenů (1,34 fimol/l E1, 3,84 fimol/lE2, 0,53 jumol/l 
E3 a 3,33 jumol/l EE2), 2 -  standardní přídavek EE2 (3,33 fimol/l). Základní elektrolyt: BR pufr o pH  
9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, konečný potenciál +2000 
mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Tabulka 11 Výsledky stanovení směsí estronu, 17/3-estradiolu, estriolu a 17a-ethynylestradiolu 
v  rozmezí koncentrací od 5,45 do 10,91 ymol/l

Analyzováno Stanoveno A
E1 E2 E3 EE2 E E

|^mol/ll |^mol/ll f^mol/ll f^mol/ll
estrogenů
f^mol/ll

estrogenů
f^mol/ll f%l

1,34 1,92 0,53 1,66 5,45 5,95 +9,17

1,34 3,84 0,53 3,33 9,04 8,47 -6,31

1,34 1,92 0,53 3,33 7,12 7,06 -0,84

1,87 2,69 0,74 3,33 8,63 8,73 +1,16

2,68 3,84 1,06 3,33 10,91 11,07 +1,47

Tabulka 12 Výsledky opakovaného stanovení směsí E1, E2, E3 a EE2 o sumární koncentraci 10,91 
ymol/l metodou standardního přídavku

Číslo stanovení Stanoveno E1, E2, E3 a EE2 A A
f^mol/ll f^mol/ll f%l

1 11,24 +0,33 +3,02

2 11,07 +0,16 +1,47

3 10,98 +0,07 +0,64

4 10,95 +0,04 +0,37

5 10,93 +0,02 +0,18

Střední hodnota: 11,03 pmol/l 

Směrodatná odchylka: 0,60 pmol/l 

Interval spolehlivosti: 11,03 ± 0,74 pmol/l

3.5 Voltametrické stanovení směsí estrogenů v povrchové vodě

Na základě předchozích výsledků bylo zjištěno, že meze stanovitelnosti jednotlivých 

zkoumaných estrogenů jsou vyšší než reálné hodnoty, očekávané v přírodních vodách. 

Pro názornost jsou shrnuty v následující tabulce 13. Proto bylo nutné zahrnout 

do experimentální práce s reálným vzorkem vhodnou a spolehlivou koncentrační techniku. 

Ukázalo se, že ke zvýšení koncentrace analytů lze využít úplné odpaření vzorku do sucha 

pomocí vakuové odparky a následné rozpuštění ve vhodném organickém rozpouštědle. 

Toto odpařování probíhalo při teplotě 55 °C za vakua a trvalo 4,0 hod v případě odpařování 0,5 

l vody a 8,0 hod při odpařování objemu 1,0 litr.
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Nastíněný postup byl testován zpracováním dvou modelových vzorků. První obsahoval 

EE2 o koncentraci 9,99* 10-8 mol/l, objem zpracovávaného roztoku byl 0,5 l. Druhý vzorek pak 

byl zředěnější, koncentrace EE2 byla 2,47 * 10-8 mol/l a jeho objem byl 1,0 litr. Získané odparky 

byly extrahovány 5,0 ml acetonitrilu při laboratorní teplotě a poté byl roztok kvantitativně 

převeden do polarografické nádobky. Po přidání Britton-Robinsonova pufru o pH 9,04 

následovala voltametrická analýza s využitím metody standardního přídavku estrogenu EE2. 

Získané výsledky jsou uvedeny v tabulce 14 a dokumentují, že použitý koncentrační proces 

nijak přítomné množství analytu nemění.

Praktický vzorek povrchové vody pocházel z přírodního koupaliště Mělice. Voda byla 

zpracovávána postupem uvedeným v experimentální části. Nutnost filtrace vzorku dokládá 

obrázek použitých filtrů viz. obrázek 27. Byl odebrán vzorek o objemu 1,0 l a ihned 

zpracováván. Do vzorku bylo přidáno 25 pl EE2 o koncentraci 4,99* 10-4 mol/l a 25 pl E2 

o koncentraci 5,76* 10-4 mol/l. Celková přidaná koncentrace estrogenů byla 2,68* 10-8 mol/l. 

Tento spikovaný vzorek byl po aplikaci výše uvedeného koncentračního postupu podroben 

analýze metodou standardního přídavku EE2. Získané křivky jsou na obrázku 28. Vzhledem 

ke způsobu provedení analýzy je zřejmé, že oxidační záznam je ovlivněn zakoncentrovanou 

matricí povrchové vody -  jakýmsi reálným pozadím. Pro odečtení proudové odezvy 

přítomných estrogenů, bylo pozadí modelováno pomocí matematické aproximace tak, jak je 

naznačeno na obrázku 28. Metodou standardního přídavku byla následně zjištěna koncentrace 

estrogenů 3,16* 10-8 mol/l. Na základě porovnání spikované a nalezené koncentrace lze soudit, 

že původní voda obsahovala 4,8* 10-9 mol/l estrogenních látek.

Tabulka 13 Získané hodnoty mezí stanovitelnosti a mezí detekce u vybraných estrogenů

Látka Mez stanovitelnosti[pmol/l] Mez detekce[pmol/l]
E1 0,22 0,07

E2 0,28 0,08

E3 0,25 0,07

EE2 0,27 0,08

Tabulka 14 Výsledky stanovení modelových vzorků obsahující nízké koncentrace EE2 s využitím 
zvoleného koncentračního postupu

Číslo Typ vzorku Analyzováno Stanoveno A A
analýzy [mol/l] [mol/l] [mol/l] [%]

1 Modelový 1 9,99*10-8 9,99*10-8 0 0

2 Modelový 2 2,47*10-8 2,54*10-8 +0,07 +2,83
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Obrázek 27 Zachycené nečistoty na membránovém filtru o porozitě 0,7 pm po filtraci vzorku vody 
z přírodního koupaliště Mělice

Obrázek 28 Křivky anodické oxidace získané analýzou reálného vzorku povrchové vody 
z přírodního koupaliště Mělice. Jednotlivé křivky: 0 -  aproximovaná křivka pozadí,1 -  křivka vzorku 
o sumární koncentraci 2,68^10-s mol/l E2 a EE2 2 -  standardní přídavek EE2 (1,66 pmol/l). Základní 
elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanovení: počáteční potenciál + 700 mV, 
konečný potenciál +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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ZÁVĚR

Cílem této diplomové práce byl vývoj voltametrické metody pro stanovení vybraných 

estrogenů v povrchové vodě. K analýzám byla zvolena diferenčně pulzní voltametrie. Jako 

indikační elektroda sloužila borem dopovaná diamantová elektroda. Na začátku experimentu 

bylo nutné zjistit vhodné podmínky pro elektrochemickou oxidaci estrogenů, kdy jako 

modelová látka byl zvolen 17a-ethynylestradiol. Bylo zjištěno, že jak EE2, tak i další přírodní 

estrogeny, a to E1, E2 a E3 lze analyzovat v prostředí Britton-Robinsonova pufru o pH cca 9 

za přítomností 33 % acetonitrilu. Vzhledem k podobnosti struktury studovaných látek se polohy 

jejich píků, které byly použity k vyhodnocení příliš nelišily až na estriol. Meze stanovitelnosti 

za navržených podmínek pro jednotlivé estrogeny jsou 0,27 pmol/l pro EE2, 0,22 pmol/l 

pro estron, 0,28 pmol/l pro 17P-estradiol a 0,25 pmol/l pro estriol.

Pro stanovení směsi výše uvedených nejčastěji se vyskytujících estrogenních látek 

ve vodách byly podrobně analyzovány jejich proudové odezvy na jednotku koncentrace tzv. 

odezvové faktory f/c  v závislosti na potenciálech píků. Ty byly stanoveny výpočtem na základě 

analýz definované koncentrace jednotlivých standardů. Analýzou rozptylu těchto faktorů bylo 

zjištěno, že nejmenší rozdíly vykazují při potenciálu 1220 mV a tedy při této hodnotě lze 

vyhodnocovat neznámé směsi na základě přídavků kteréhokoliv studovaného estrogenu. 

Ke kvantitativnímu vyhodnocení neznámých směsí byl v této práci používán standardní roztok 

syntetického estrogenu EE2.

Na celé řadě analýz modelových směsí bylo potvrzeno, že nastíněný postup přináší 

uspokojivé výsledky, a to jak z hlediska spolehlivosti, tak správnosti.

Vypracovaná metoda byla aplikována na vzorek vody z přírodního koupaliště. 

S využitím koncentrační techniky a přídavku malého množství analytů do vzorku bylo 

diferenčním způsobem stanoveno, že původní voda obsahuje 4,8* 10-9 mol/l estrogenních látek.

Vypracovaná metoda je vhodná pro analýzu reálných vzorků, a ve srovnání s ostatními 

používanými metodami je relativně snadno proveditelná a cenově dostupná.
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