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ANOTACE

Cilem této diplomové prace byl vyvoj voltametrické metody pro stanoveni vybranych estrogent
v povrchové vodé. Stanoveni bylo provedeno v zakladnim elektrolytu slozeném
z Britton-Robinsonova pufru o pH 9,04 s 33 % podilem acetonitrilu. Byla vybrana metoda
diferen¢n€ pulzni voltametrie s borem dopovanou diamantovou elektrodou. Hodnota limitu
detekce u E1 a E3 ¢ini 0,07 umol/l a u E2 a EE2 je limit detekce 0,08 umol/l Také byla
provedena detekce estrogent ve vzorku povrchové vody. Nejprve bylo nutné navrhnout postup
zakoncentrovani vzorku. Spravnost postupu byla ovéfena pomoci vzorki modelové vody.

V povrchové vodé bylo stanoveno 4,8x10™ mol/l estrogennich latek.

KLIiCOVA SLOVA

Diferen¢né pulzni voltametrie, BDDE, pfirodni estrogeny, estron, 17f-estradiol, estriol,

17a-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 1s 0,07 umol/l and for E2 and EE2 the limit of detection is 0,08 umol/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™ mol/l of

estrogens were determined.

KEYWORDS

Differential pulse voltammetry, BDDE, natural estrogens, estrone, 17(3-estradiol, estriol,

17a-ethynylestradiol
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UvVOD

S rostoucim tlakem na kvalitu zivotniho prostfedi a s rozvojem analytickych technik
se stale vice dostavaji do popfedi otazky tykajici se vyskytu a dopadu organickych
kontaminantd ve vodach. Tyto latky, pochazejici z riznych zdroji, mohou predstavovat znacné
riziko pro ekosystémy i lidské zdravi.

Problematika znecisténi vod se netyka pouze estrogenu, ale i §iroké Skaly dalSich
organickych latek, jako jsou napftiklad pesticidy pouzivané v zemédelstvi k ochrané plodin pted
Skidci a chorobami. Ty se pak mohou dostavat do vod z poli a kontaminovat povrchové
i podzemni zdroje. DalSimi se vyskytujicimi kontaminanty jsou polycyklické aromatické
uhlovodiky. Vznikaji pfi spalovani fosilnich paliv a nedokonalém spalovani organického
materialu. Z prumyslovych emisi se do vod dostavaji nejen uvedené Skodliviny, ale také latky
zléCiv ajejich metabolity, které se vyluCuji moci a stolici. Pokud nejsou efektivné
odstrafiovany béhem procesu ¢isténi odpadnich vod, mohou se tyto latky dostat do zivotniho
prostiedi, coz predstavuje zdvaznou hrozbu pro ekosystémy. Jinym problematickym zdrojem
zneCisténi jsou i prumyslové chemikalie, které jsou pouzivané v ruznych pramyslovych
odvétvich. Mohou se do vod dostavat z vyrobnich procest, havarii nebo unikd. Pfitomnost
organickych kontaminanti ve vodach muze mit vazné nasledky. Nekteré latky vyvolavaji
uvodnich organismi akutni otravu, popfipadé uhyn. Dlouhodoba expozice nizkym
koncentracim muze vést k porucham reprodukce, vyvoje a imunitniho systému. Ne&které
organické kontaminanty, vCetné€ polycyklickych aromatickych uhlovodika, jsou karcinogenni
a zvySuji riziko rakoviny u lidi. Dalsi latky, vCetn€ estrogend, maji schopnost naruSovat
hormonalni systém organismu a ovliviiovat jejich reprodukéni funkce. Stanoveni organickych
kontaminantd ve vodach je klicové pro monitorovani environmentalniho znecisténi. Pomaha
nam sledovat §ifeni téchto latek v zivotnim prostiedi a hodnotit jejich dopady na ekosystémy.
Poskytuje informace o potencialnim riziku expozice kontaminantd z pitné a uzitkové vody.
Umoziiuje stanovovat limity pro koncentrace kontaminant ve vodach a regulovat jejich zdroje.

Voltmetrické metody predstavuji perspektivni nastroj pro stanoveni organickych
kontaminantd ve vodach. Jsou to elektrochemické metody, které vyuZzivaji méfeni proudu nebo
napéti pro analyzu latek. Nabizi fadu vyhod, jako jsou vysoka citlivost, selektivita a relativni
jednoduchost a vlivem nizké ceny zafizeni i snadna dostupnost.

Estrogeny patii do skupiny steroidnich hormont. Hraji kli¢ovou roli v reprodukénim
a endokrinnim systému zivocichd. V poslednich letech se vSak stavaji pfedmétem rostoucich

obav kvili jejich potencialnimu vlivu na Zivotni prostiedi a lidské zdravi.
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Znecisténi vod estrogeny predstavuje vyznamny environmentalni problém. Tyto latky
se do vod dostavaji z rGznych zdroji, vcCetné Cistiren odpadnich vod, zeméd€lstvi ¢i
z prumyslovych a farmaceutickych produkti. Estrogeny ve vodach mohou mit negativni
dopady na vodni organismy, kde narusuji hormonalni systém ryb a dalSich vodnich Zivocichdg,
coz vede k porucham reprodukce a vyvoje. Lidé, ktefi jsou dlouhodobé vystaveni pusobeni
estrogent, mohou mit naru§enou hormonalni rovnovahu, a tak zvysené riziko vzniku rakoviny
prsu a dal§ich nemoci.

Cilem této diplomové prace je vyvinout a optimalizovat voltmetrickou metodu
pro stanoveni vybranych estrogent ve vodach a tuto metodu pak aplikovat na realny vzorek
povrchové vody. Také je tieba zjistit nejniz§i mozné koncentrace estrogend, které tato
voltametrickd metoda dokaze stanovit. Pfednosti voltametrického pfistupu je predev§im jeho
dostupnost pro bézné laboratore. Existuji i dalsi metody, které umoziuji stanovit estrogeny,
ale jsou oproti voltametrii velmi drahé.

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméfena na estrogeny, jejich zdroje a vlivy na vodni
organismy a savce. Daéle jsou zde popsany principy metod, které se vyuZzivaji
ke stanoveni estrogenu a ptiklady stanoveni konkrétnich estrogend.

Praktickd ¢ast diplomové prace zahrnuje optimalizaci voltmetrické metody, predevsim
vybér vhodného elektrolytu, jeho pH a zastoupeni organického rozpoustédla. Nasleduje analyza
riznych typa estrogent a studium, jak dochazi k vzajemnému ovlivnéni stanoveni, pokud
se nachazi ve smési. Dale se zde sleduje mez stanovitelnosti a mez detekce vypracované
metody. Na zavér je feSeno stanoveni realného vzorku povrchové vody.

Zaveér diplomové prace shrnuje vysledky experimentd a hodnoti piinosy a limity pouzité

voltmetrické metody.
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1 TEORETICKA CAST

1.1  Estrogeny

Nazev estrogen pochazi z feckého slova ,,Oistros®, coz znamena ,,fije”. Estrogeny jsou
skupina latek, které ptirozen¢ ovliviiuji Zenské reprodukeni organy. Jsou to steroidni hormony.
Tato prace se zaméfuje na ti1 pfirozené estrogeny — estron (E1), 17B-estradiol (E2) a estriol
(E3), a také na synteticky 17a-ethynylestradiol (EE2). Strukturni vzorce té€chto latek jsou

uvedeny na obrazku 1.

17p-Estradiol OH
(E2) :

HO

170-Ethynylestradiol  ~n
(EE2) H3C

HO’

Obrdzek 1 Strukturni vzorce vybranych zdstupcii estrogenii (K1, E2, E3 a EE2)

Produkce téchto hormont probiha ve vajecnicich, kufe nadledvin a také ve varlatech.
V cytoplazmé bun¢k se nachézeji receptory, na které se vazi steroidni hormony. Estrogeny jsou
dulezité pro reproduk¢ni procesy a fungovani dalSich organd. Jejich hladina se méni béhem
menstruacniho cyklu. V prvni fazi cyklu je hlavnim estrogenem 17p-estradiol, ktery pochazi
z vajeCnikd. Po ovulaci se zvysuje produkce progesteronu i estriolu. 17B-estradiol a estriol
pomahaji rozvijet sliznici d€lohy pro uhnizdéni oplodnéného vajicka. Pokud k uhnizdéni
nedojde, hladina estrogent a progesteronu klesa a zatne menstruace. U Zen pfed menopauzou
se koncentrace 17B-estradiolu v krevni plazmé 1181 v zavislosti na fazi cyklu od 40 do 200 az

440 pg/ml. Po menopauze dochazi ke snizeni produkce estrogenti [1].
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1.1.1 17B-estradiol

Systematicky nazev 17-estradiolu je estra-1,3,5-trien-3,17B-diol. Ve folikularni fazi
je produkovan ve folikulech. V téhotenstvi ho vylucuje placenta. U muzu je produkovan varlaty
pfeménou testosteronu [2].

Funkce 17-estradiolu spoCivaji ve stimulaci proliferace délozni sliznice, ovliviiuje vyvoj
mlécné zlazy a pohlavnich organt. Mezi dalsi funkce patii vyvoj sekundarnich zenskych organa
nebo muze zvySovat hustotu kosti ¢i ovliviiovat kvalitu cév. Nedostatek 17p-estradiolu
po menopauze zpusobuje osteoporozu. Beéhem prvni poloviny menstrua¢niho cyklu
se 17pB-estradiol produkuje ve folikulech vaje¢nikti a zvySuje se jeho hladina. Jeho ulohou
je signalizovat hypofyze produkci luteiniza¢niho hormonu a folikulostimulacniho hormonu [2].

17B-estradiol (E2) mimo jiné ma 1 kognitivni ulinky, které jsou zprostfedkovany
v mozkové kife, bazalnim pfednim mozku, hipokampu a striatu. Tyto nervové systémy reguluji
nervove funkce vyssiho fadu. Kognitivni u€inky E2 podobné¢ jako uc€inky na reprodukei, jsou
umoznény vazbou na klasické jaderné receptory. Receptory se vyskytuji ve dvou odlisnych
formach, estrogenovy receptor alfa a estrogenovy receptor beta. Oba receptory spousteji fadu
nitrobunéénych reakci. Tyto reakce by nebyly mozné bez interakce ligandu s urfitymi misty
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Tato interakce receptori s genomem ma dlouhodobé
a trvalé ucinky na nervové funkce organismu [2].

Dulezita role E2 je v sexualni diferenciaci nervového systému, kde zpusobuje
strukturdlni a funkéni rozdily v mozku mezi muzi a zenami. Déle podporuje tvorbu novych
nervovych bunék a chrani stavajici nervové buiky pred poskozenim. Také umoziiuje mozku
adaptovat se na nové informace a zkuSenosti, které by mohly nastat. V oblasti striata E2 rychle
ovliviluje uvoliovani dopaminu (DA) prostiednictvim membranovych receptori pro
17B-estradiol. Toto uvolnéni DA ma vliv na motivaci jedince, protoze E2 muze regulovat

urovné motivace a odmen [3].

1.1.2 170-ethynylestradiol

17a-ethynylestradiol (EE2) je synteticky estrogen odvozeny od pfirozeného hormonu
E2. Vyuziva se skoro ve v§ech kombinovanych peroralnich antikoncep¢nich tabletach. Dale
spada mezi nejCastéji pouzivané 1éCivé pripravky. Spojuje se dohromady s progestiny
(naptiklad noretisteronem). Existuji tfi druhy kombinovanych pilulek, které se 1i§i v mnozstvi

a pomeéru téchto dvou hormonu (1fazové, 2fazové a 3fazové) [4].
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Ma nizkou rozpustnost v ethanolu a ve vodé. Rozpustnost ve vodé je 4,8 mg/l pti 20 °C.
Z fyzikalné-chemickych vlastnosti vyplyva, Zze je to nepolarni a hydrofobni organicka
slouCenina s nizkou t€kavosti a odolnosti vuci biodegradaci. U lidi je vazebna afinita EE2
k estrogenovému receptoru jedenkrat az dvakrat vyssi nez u E2. Oproti tomu u nékterych druht
ryb byla zjisténa afinita az 5x vyssi. Tato vétsi afinita maze naznaCovat, ze EE2 je silngjsi

estrogen nez jin€ typy estrogenu [4].

1.1.3 Androgeny

Androgeny se fadi do skupiny muzskych pohlavnich hormonii. Androgeny ovliviiu;ji
funkci pohlavnich organt, také maji vliv na kosterni svalstvo a kosti. Stejné jako estrogeny
pusobi na hustotu kosti [2]. Androgeny jsou pfitomny u obou pohlavi, jejich hlavnim zdrojem
u muzu jetestosteron a u Zen jsou to zejména vajeCniky. Endogenni estrogeny u muzu
a androgeny u zen jsou dulezité pro zachovani zdravi. Estrogeny a androgeny pusobi na rizné
organy a tkané, jako jsou reprodukcni organy, mozek, kosti, srdce a jatra. Tyto hormony
se vazou na estrogenové a androgenové receptory a ovliviiuji transkripni reakce v jadre bunék
[S].

Bézné prekurzory estrogent jsou androgeny odvozené od cholesterolu. Androstendion
se preménuje bud na estron, nebo na testosteron, ktery se aktivitou aromatazy meéni
na E2. 17B-estradiol podléha syntéze a uvoliiuje se do krevniho ob¢hu. Tam se muze navazat
na albumin nebo globulin vézajici hormony. 17B-estradiol se z ob&éhu odstrafiuje dvéma
zpusoby premény. Je schopen se preménit na E1 nebo E3. Druha moznost je konjugace

na produkty rozpustné ve vodé. Tyto produkty se poté z té€la vylouci moci [6].

1.1.4 Zdroje estrogenu a jejich rozpustnost ve vodé

Od pocatku globélni industrializace se steroidni estrogeny staly novou a zavaznou
hrozbou pro zivotni prostiedi a lidské zdravi. Tyto latky, vCetné estronu (E1), 17B-estradiolu
(E2) a estriolu (E3) predstavuji vaznou hrozbu pro ptidu, rostliny, vodni zdroje a obyvatelstvo
na celém svéte. V poslednich letech se estrogenim vénuje vétsi pozornost vzhledem k jejich
rychle rostoucim koncentracim v ptidé a vodé. Existuje obava, Ze estrogeny se mohou dostat
do potravniho fetézce a mit tak vliv na zdravi lidi. Proto je kliCové zjistit, jak tyto latky rostliny
absorbuji a nasledné metabolizuji [7, 8].

Ptirodni a syntetické slouCeniny piitomné v zivotnim prostfedi mohou narusit b&znou

fyziologii a fungovani endokrinniho systému nejen u lidi, ale i u zvitat. Tyto latky se obecné
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nazyvaji slouCeniny narusujici endokrinni systém. Nepfiznivé pasobi na zdravi jedince
az v pripadé prekroceni prahové limitni hodnoty. Tyto latky se likviduji v Cistirnach odpadnich
vod (COV). Hormony mohou vstupovat do prostiedi riznymi zdroji, jako jsou napt. odpadni
vody z COV nebo odtoky ze zem&d&lskych provozi. Uvadi se, Ze hlavnim zdrojem steroidnich
hormont ve vodnich tocich je jejich vylu€ovani z lidskych organisma a také ze zvifat. Siroce
pouzivany synteticky estrogen v antikoncepCnich pilulkdch EE2 je povazovan za hlavniho
prispevatele k celkové estrogenité odpadnich vod [9, 10].

Pharmaceutical Assessment and Transport Evaluation je model, ktery integruje udaje
o rychlosti vylu¢ovani EE2 z organismu s ohledem na vék obyvatel. Model ptedpovida vstupni
koncentraci EE2 piitomné v COV. V tomto modelu se piedpoklada, ze z26 pg/den EE2
se v té€le metabolizuje 43 %, 27 % se vylucuje v konjugované formé molekul a 30 % ve volné
form&. S ohledem na transformaci a biodegradaci na cesté k COV, model odhaduje, e 40 %
z celkového mnozstvi EE2, tedy asi 10,5 mg/den, dosahne splaskovy pfitok [11].

Svétova populace Citajici pifiblizn€ 7 miliard lidi ro¢n€ vypusti piiblizn€ 30 000 kg
ptirozenych steroidnich estrogent (E1, E2 a E3) a dalSich 700 kg syntetickych estrogenti (EE2)
pouze z antikoncepCnich pilulek. Uvolfiovani estrogeni do zivotniho prostiedi
z hospodarskych zvitat je vSak mnohem vyssi. Ve Spojenych statech a Evropské unii je ro¢né
vypousténo hospodaiskymi zvifaty 83 000 kg estrogenu. Je zjevné, ze pfirodni estrogeny
obsazené v odpadech zvitat a lidi pfedstavuji vazné nebezpeci pro zivotni prostiedi. Toto riziko
jesté zvysuje aplikace zivoci§ného hnoje nebo biologickych kala na zemédélskou pudu [12].

Znacnym problémem je také pritomnost estrogenll v kravském mléce. Béhem biezosti
dobytka se jejich hodnoty pfevazn€ zvysuji. Konzumace mléka a mlénych vyrobkt s vyssim
obsahem estrogenti muze mit negativni uCinek na kvalitu spermatu u muza [13].

Distribuci  organickych polutanti do vody lze wvyjadfit pomoci rozdélovaciho
koeficientu (Kow). Jednda se o pomér koncentrace slouCeniny v n-oktanolu a ve vodé
zarovnovaznych podminek pii konkrétni teplot€. SlouCeniny s vysokou molekulovou
hmotnosti a vysokych log Kow™> 5 se snadno adsorbuji na sedimenty a lze je primarné odstranit
koagulaci. Existuje vztah mezi hydrofobicitou sloucenin a jejich sorpci na kal. SlouCeniny
s nizkym log Kow (<2,5) jsou hydrofilni a malo se sorbuji, ¢imz se zvySuje jejich koncentrace
v povrchovych vodach. Estrogeny s log Kow okolo 2,9 jsou hydrofobnéjsi a vykazuji jistou
afinitu k sorpci na kalové Castice. Rozpustnost estrogent ve vodé ovliviiuje nekolik faktord,
napf. jejich polarita a pH prostfedi. Estrogeny s nizkou polaritou, jako je EE2, se ve vodé

rozpoustéji hiife nez estrogeny s vyssi polaritou, jako je E1 a E2. S rostoucim pH se rozpustnost
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estrogenu obvykle zvySuje. Napiiklad v oblasti alkalického pH se rozpustnost E1 a E2 mirné
zvysila [14].

Moderni zemédélstvi v bézné praxi vyuziva k hnojeni zemédélské pudy alternativni
hnojiva. Mezi ty patii napiiklad Zivo&isny hndj nebo kaly z COV. Diky témto aplikacim se poté
v pudach vyskytuji estrogenni hormony, které kontaminuji nejen padu, ale i vodu. Sorbované
estrogenni hormony se v pudé pomémé rychle rozkladaji. Zvifeci hnlj je pravdépodobné
nejveétsim zdrojem estrogennich hormonl v pfirodnim prostfedi. Drubezi, kravské a konské
hnoje vétSinou obsahuji nejvétsi mnozstvi steroidnich estrogenti. V su$in€ zvifeciho hnoje
a trusu byly nalezeny hodnoty v rozmezi od 6,0 do 462 ng/g estrogent, a to 17a-estradiolu,
17B-estradiolu, 17a-~dihydroekvilinu a estronu [15].

Degradace estrogenu je velmi zavisla na teploté pudy. Pfi teploté 25 °C je rychlost
degradace 4,3krat vyssi nez pii teploté 15 °C. Rychlost degradace v zavislosti na teplote
je ovlivnéna také ptitomnosti degradujicich mikroorganismu [16].

Lidé i zvifata vyluCuji estrogeny ve formé konjugatd. U lidi je jejich zastoupeni
v rozmezi 90-95 %, u prasat 96 %, u dribeze 69 % a u skotu pouze 42 %. Mezi zastupce t€chto
forem patfi naptiklad glukuronidy nebo sulfaty. Tyto konjugaty jsou biologické neskodné latky,
ale kdyz podlehnou hydrolyze, tak uvoliiyji volné estrogeny. V Cistirnach odpadnich vod,
kde konjugaty pretrvavaji déle v odpadnich nadrzich, je jedna tfetina celkovych estrogent
detekovana ve forme jejich konjugatt [17].

V dnesni dobé¢ se stale vice u chovu dobytka zacinaji pouzivat hormondalni implantaty,
které obsahuji steroidni hormony jako jsou 17f-estradiol, testosteron, progesteron a dalsi
chemické latky. Nejcastéji pouzivany estrogen je 17B-estradiol a jeho benzoatovy ester.
Lze ho vyuzit samostatné nebo ve spojeni s testosteronem, progesteronem nebo acetitem
trenbolonu. Trenbolon acetat je synteticky androgen s vétsi androgenitou nez pfirozeny
testosteron. Melengestrol acetat je synteticky progestagen, ktery je mnohem uCinngjsi
nez prirodni progesteron. Organizace pro kontrolu 1é¢iv (FDA) reguluje davkovani a umisténi
implantath ve zvifatech a b&hem procesu schvalovani peclivé provéfuje, zda je maso
z oSetfenych zvifat bezpecné pro lidskou konzumaci. Vybér implantati a doplnku je zalozen
na optimalnich ekonomickych vynosech z kazdé faze chovu skotu. Tyto implantaty mohou
negativné ovliviiovat zdravi zvifat jako je vyvoj] vemene, zvednuti ocasni hlavic¢ky ¢i rektalni
prolapsy [18].

Siroka $kala 1é¢ivych piipravkd jako jsou analgetika, antibiotika, hormony a stimulanty
jsou detekovany v krvi, ve vodnich zdrojich a v pud€. Koncentrace 1éCiv a jinych latek byla

niz§ v piirodnim prostiedi nez v odpadnich vodach z COV z diivodu biotransformace, fotolyzy
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a sorpce. Léciva, kterd nemohou byt rozlozena pfirodnimi procesy, se hromadi v zivotnim
prostiedi a vedou k negativnim u¢inkam. Studie, kterou provedli Pawlowski a spol. v roce 2004
uvedla, ze koncentrace vys$si nez 3,5 ng/l 17a-ethynylestradiolu muze zpasobit zvySeni poctu
samic u ryb a zvySeny vyskyt zfeminizovanych samct [19].

Vyznamnym zdrojem estrogenu jsou také nemocni¢ni odpadni vody. V praci [20] byla
pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci zjist€éna piitomnost estronu

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

1.1.5 Utinky estrogenii na ¢lovéka

Estrogeny maji vyznamné dopady na organismy a zivotni prostiedi, zejména ovliviiuji
kardiovaskularni systém. Puasobi prostfednictvim estrogenovych receptori alfa a beta,
které ovliviiuji genovou expresi navazanim na tyto receptory a translokaci do jadra.
Jejich ucinky na kardiovaskularni systém jsou rozmanité, ovliviuji expresi iontovych kanalda,
kontraktilni proteiny a produkci reaktivnich kyslikovych radikalti, coz muze potencialné
ovlivnit rizna onemocnéni. 17B-estradiol hraje kli¢ovou roli pifi modulaci vazorelaxace,
vazokonstrikce a endotelialni funkce predevsim prostifednictvim mechanisma endotelialniho
oxidu dusnatého. Na modelech potkani 17(-estradiol prokazuje kardioprotektivni ucinky,
zlepSuje srde¢ni funkci, snizuje kardiovaskularni hypertrofii a omezuje srde¢ni remodelaci
podporou angiogeneze, vazodilatace a snizenim oxidacniho stresu a fibrézy [21, 22].

Studie Women‘s Health Initiative, dokazuji, ze vysoké hladiny estrogenu zvysuji riziko
rakoviny prsu a endometria. Estrogenova substitucni terapie také muze zvysit riziko mrtvice
a kardiovaskularnich problému. Kvuli témto rizikiim je estrogen klasifikovan jako karcinogen
a je tfeba s nim zachazet opatrn€. Nizké hladiny progesteronu, které jsou v te¢hotenstvi, mohou
poskytovat ochranu pfed rakovinou vaje¢niku [23, 24].

Vliv estrogenu na pamét zZen v menopauze je vyznamny, protoze menopauza prinasi
hormonalni zmény, vCetn€¢ zvySeni folikuly stimulujictho hormonu a sniZeni estradiolu.
Hormonalni substitu¢ni terapie muze u té€chto Zen zlepSit kognitivni funkce. Bylo zjisténo,
ze hormondlni substitu¢ni terapie zlepSuje kognitivni schopnosti u zen v menopauze
a potencialn€¢ zmiriiuje pokles paméti. Navic estrogen hraje kli¢ovou roli v kostnim
metabolismu, inhibuje kostni resorpci a udrzuje kostni tvorbu. Nizké hladiny estrogenu
u starS§ich muzi jsou spojeny se zvySenym rizikem osteoporozy, coz zduraziiuje vyznam

estrogenu mimo reprodukéni zdravi. Bylo zji§t€éno, ze navaly horka mohou =zacit
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pfed menopauzou a pretrvavaji i poté, coz ukazuje na §irSi vliv estrogenu na symptomy

menopauzy [25, 26].

1.1.6 Utinky estrogenii na Zivo&ichy

Estrogeny mayji také negativni vliv na vodni faunu, a to zejména ryby a dalsi vodni
organismy. I kdyz pfirodni estrogeny jsou méné¢ toxické nez syntetické, tak také mohou
predstavovat ur€ité riziko pro vodni organismy. Kvuli této problematice byla provedena studie,
ktera sledovala vliv expozice estronu na vyvoj ryb. Bylo zjisténo, ze dlouhodoba expozice
estronu béhem embryonalniho vyvoje ryb (5 dni) vedla k zdvaznym abnormalitam, vetné
kosternich deformaci a nenafouknutého plaveckého méchyie [27].

Vys$8i koncentrace estronu (1 az 100 nmol/l) zptsobily vétsi kosterni abnormality
(2743 %) nez niz§i koncentrace (0 az 0,1 nmol/l). Koncentrace 1 nmol/l estronu také ovlivnila
plaveckou aktivitu ryb, které urazily kratsi vzdalenost nez kontrolni skupina [27].

V jiné studii byly analyzovany koncentrace p&ti endokrinné disruptivnich chemikalii
(EDC) v raznych tkanich tfi druha sladkovodnich ryb. Byly testovany tyto latky 4-n-nonylfenol
(4-n-NP), bisfenol A (BPA), estron (E1), diethylstilbestrol (DES) a 17a-ethynylestradiol (EE2).
U vSech druht byly nalezeny zvyS§ené koncentrace u 4 EDC. Vyjimkou byla hladina EE2, ktera
byla naméfena pouze u dvou znich. Vyssi obsah BPA a E1 byl zjistén u masozravych
a vSezravych ryb. U bylozravych ryb tyto koncentrace byly nizsi. Vyskyt testovanych latek
se také lisil mezi riznymi druhy tkani. Jatra obsahovala vyssi koncentraci E1 a 4-n-nonylfenolu.
Korelace mezi velikosti ryb a bioakumulaci EDC byla mal4. Pii konzumaci téchto ryb byly
odhadované davky EDC vy$si nez prijatelné denni davky [28].

Védci z Australie zkoumali G€inky estrogenu 17a-ethynylestradiolu na dospélé ustfice.
Byly umistény do akvarii s moiskou vodou o teploté 22 °C a krmeny riiznymi druhy fas. Cast
ustiic byla po dobu 25 dnt vystavena EE2 v koncentraci 50 ng/l, zatimco druha ¢ast slouzila
jako kontrolni skupina. Po 28 dnech byla koncentrace EE2 ve vodé snizena o 80 %.
To naznacuje, ze se EE2 v mofské vode¢ pomalu rozkldda pravdépodobné vlivem mikrobialni
aktivity a fotolyzy. Tato studie zkoumala ucinky relevantnich expozic EE2 na rany vyvoj larev
ustric. Ukdzalo se, ze EE2 nem¢lo zddny okamzity vliv na uspéSnost oplodnéni nebo vyvoj
larev. Nicmén¢ pokracujici expozice larev EE2 vedla k poklesu preziti a ristu mensich lastur.
Studie poukazuje na to, jak negativné muze expozice EE2 ovlivnit pfeziti a rast larev Gstfic,
coz ma dusledky pro zachovani populaci a genetickou rozmanitost v kontaminovanych vodach

[29].
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Dalsi studie zkoumala dopad dlouhodobé expozice estrogennim slouCeninam
na klanonozce Tigriopus japonicus. Vyzkum odhalil, ze expozice latky jako E2 negativné
ovliviiuje vyvoj a reprodukei Tigriopus japonicus. Jedinci vystaveni E2 vykazovali opozdénou
pohlavni zralost, jak doklada tabulka 1, kterd ilustruje pokles délky, hmotnosti se zvySujici
se koncentraci E2. Navic se zvysil poCet jedinct s hermafroditnim fenotypem, zatimco jedinct
s muzskym fenotypem se pii vysSich koncentracich E2 snizil. Tabulka 2 navic ukazuje,
ze potomci exponovanych jedinci Celili zvySenym rizikim, coz ukazuje na veétsi citlivost

vyvijejicich se embryi na estrogenni latky [30].

Tabulka 4 Viiv 17F-estradiolu (E2) na vyvoj a reprodukci u Tigriopus japonicus v rozmezi
koncentract od 1 do 1000 ng/l [30]
Koncentrace Délka Hmotnost Samdi Hermafroditni
E2 fenotyp fenotyp
[ng/1] [mm] [mg] [%] [%]
Kontrola 26,5+0,5 1253 £5,2 50,0£2,5 0,0+ 0,0
1 26,2+ 04 123,8 £4,9 48,7+ 23 1,3+0,3
10 25,9+0,3 1224 £ 4,6 47,4+21 2,6 0,5
100 25,6 £0,2 121,0 £4,3 46,1+ 19 3,9+0,7
1000 25,3+0,1 119,6 £4,0 448 + 1,7 5,2+09
Tabulka 5 Viiv koncentrace E2 na embrya u Tigriopus japonicus v rozmezi koncentraci od 0,01
do 10 ug/l [30]
Koncentrace Délka Hmotnost Samdi Hermafroditni
E2 fenotyp fenotyp
[ng/1] [mm] [mg] [%] [%]
Kontrola 6,4+ 1,0 14,4+ 1,7 2,0+0,3 81,6 £4,9
0,01 6,0+ 0,8 143+ 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+21

1.2 Metody stanoveni estrogent
1.2.1 Pouziti LC-MS metody pro stanoveni estrogent

Z literarni reSerSe vyplynulo, Zze hlavnim zdrojem estrogent v komunalnich vodach
jelidskd mo¢. Steroidni hormony hraji kliCovou ulohu v udrzovani homeostazy lidského

metabolismu. Moc jako neinvazivni vzorek se hojn€ vyuziva v klinické diagnostice homeostazy
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hormont. Profilova analyza hormont ve vzorcich mo¢i nam pomaha pochopit metabolicky stav
biologickych systémt a maze byt vyuzita jako diagnosticky nastroj u onemocnéni vzniklych
v dusledku endokrinnich poruch. Vyssi hladiny endogennich estrogent jsou spojeny s vyssim
rizikem poruch endokrinniho systému. Naptiklad v praci [31] autofi s vyuzitim extrakce
na pevné fazi a metody LC/MS/MS zjistili nasledujici pramérné koncentrace estrogenti v moci
u tehotnych Zen v prvnim trimestru 76,45+141,70 ng/ml pro E1, 28,70+44,26 ng/ml pro E2
a229,8 +281,66 ng/ml pro E3 [31].

Rachel Martins de Barros a spol. vyvinuli analytickou metodu pro sou¢asnou analyzu
nékolika hormont v environmentalnich vodach. Tato metoda kombinovala kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii a techniku difuzniho gradientu
v tenkych filmech. V ramci metodiky byly optimalizovany extrakéni a analytické parametry
pro 13 hormonu z ruznych skupin. Metoda byla ovéfena pomoci standardnich referencnich
latek a realnych vzorku fi¢ni a odpadni vody. Vysledky studie prokazaly vysokou citlivost,
presnost a reprodukovatelnost pro vSechny analyzované hormony slimity detekce
v rozmezi 0,05-1,0 pg/l. Limity pfimo pro samotné estrogeny jsou zndzornény v tabulce 3.
Aplikace této metody na redlné vzorky vod potvrdila G¢innost a spolehlivost analyzy,
coz naznaluje, ze kombinace LC-MS/MS a difuzniho gradientu v tenkém filmu
je perspektivnim ndstrojem pro monitorovani vyskytu hormonalni kontaminace v zivotnim

prostredi [32].

Tabulka 6 Vysledky validace metody z hlediska kalibrace, presnosti, instrumentalniho stanoveni
limitu detekce [32]
Linearni rozsah g > Limit detekce
%z . Korelacni
Stanovovana latka koncentraci . .
koeficient
[ng/l] [ng/l]
17a-estradiol 0,1-20 0,99 0,1
17B-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 Pouziti voltametrickych metod pro stanoveni estrogent

Vyvoj novych voltametrickych metod pro stanoveni estrogeni ve vodach muze
napomoci k efektivnéj§imu monitorovani a snadngjsi identifikaci zdroji znecisténi vodnich

tokd. Nové analytické metody a senzory by mohly byt kliCovymi nastroji pro zlepsSeni
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monitorovacich postupt. Byly vyvinuty nové techniky pro selektivni detekci latky EE2
v biologickych a environmentélnich vzorcich. Jedna z technik pouziva magnetické nanocCastice
potazené molekularné imprintovanymi polymery, které se udrzuji na povrchu sitotiskovych
elektrod pomoci magnetu. Vykonost senzoru byla vylepSena pomoci modifikace elektrod.
Sitotiskové elektrody byly modifikovany funkcionalizovanym grafenem, grafenovymi
kvantovymi teCkami a magnetickymi nano¢asticemi potazenymi molekularn€ imprintovanymi
polymery. Naobrazku 2 je znazornéno pouziti ruznych materiald elektrod na zakladé
cyklickych voltamogramu. Ukazalo se, ze modifikace pomaha zvysit anodicky proud EE2.
Ve srovnani s neupravenymi elektrodami se ukazalo, ze dochézi k desetindsobnému zvyseni
proudu. Tento vysledek potvrzuje pfinos magnetickych nanocastic potazenych molekularne
imprintovanymi polymery k selektivni detekci EE2. Usp&snost senzoru byla potvrzena pomoci
analyz vzorkl mo¢i, séra a fi¢ni vody, kde bylo dosazeno vyté€znosti piiblizné 100 %. Vysledky
studie naznacuji, Ze navrzena metoda je efektivni a mé slibny potencial pro individudlni

stanoveni EE2 v riznych vzorcich [33].
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Obrdzek 2 Cyklické voltamogramy ziskané pro 5,0 umol/l EE2 v 0,2 mol/l roztoku fosfdtového
pufru pH 7,0 p¥i rychlosti polarizace 50 mV/s pro riizné elektrody [33]

Dalsi prace pro detekci estrogenu (E2) v zivotnim prostfedi a 1éCivech vyuzivala
pracovni elektrodu na bazi nanocastic oxidu zelezitého (a-Fe203) a uhlikovych nanotrubic

(CNT). Vyuziti vysoké elektroaktivni plochy povrchu CNT a vodivosti nanocastic a-FexOs
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umozfiovala zvySeni intenzity proudu a zabranéni zanaSeni plochy elektrody. Syntéza
nanokompozitu a-Fe>O3-CNT byla dosazena hydrotermalnim procesem. Po optimalizaci
podminek a parametr(i bylo mozné stanovit E2 s limitem detekce v fadu 10 mol/l. Navrhovana
elektrochemickd metoda se ukazala jako jednoduchd a rychla pro stanoveni E2 v pfirodnich
vodach, syntetické moci a farmaceutickych vzorcich. Vytéznost se pohybovala od 100
do 105 % ve vodé z jezera a syntetické moci [34].

Jiny typ senzoru byl pouzit k detekci 17B-estradiolu ve vzorcich upravenych odpadnich
vod a vodovodni vode. Byl zkouman senzor, ktery se skladal ze zlatych nanocéstic, uhlikovych
nanotrubic a elektrody ze skelného uhliku (AuNP/MWCNT/GCE). Byly provedeny opakované
stanoveni 17B-estradiolu bez jakékoli postupné upravy vzorka. Vysledky ukazaly, ze vytéznost
se pohybovala v rozmezi 94,7-98,5 % pro koncentraci 8,0x10°° mol/l ve vzorcich odpadnich
vod, prumyslové odpadni vody a kohoutkové vody [35].

Studie z roku 2016 byla vénovéana stanoveni EE2 v pfirodnich vodach. Detekce
syntetického estrogenu byla provedena metodou diferenéni pulzni adsorpcni katodické
stripovaci voltametrie s rtutovou kapkovou elektrodou. Optimalizované experimentalni
parametry byly nasledyjici: akumulacni potencidl -0,7 V, doba akumulace
150 s a rychlost polarizace 60 mV/s. Detekeni limit metody byl 0,49 pg/l. Relativni smérodatné
odchylky se pohybovaly pod 13 %. Vytéznost byla v rozmezi 93,7 az 102,5 % [36].

Dals$i studie se veénovala stanoveni 17B-estradiolu v fi¢ni vodé¢ metodou diferencni
pulzni voltametrie. Byl pouzit tfielektrodovy systém, ktery se skladal z pracovni elektrody
ze skelného uhliku (redukovany oxid grafenu a kovovy komplex porfyrinu), dale Ag/AgCl/ KCl
(3,0 mol/l) jako referencni elektrody a pomocné platinové elektrody. Provedeny experiment
ukazal, ze lze stanovit 17B-estradiol v rozsahu koncentraci od 0,1 do 1,0 umol/l
s detek¢nim limitem 5,3 nmol/l bez potieby predchozi extrakce, ¢isténi nebo derivatiza¢niho
kroku [37].

Vroce 2012 prob&hl vyzkum zabyvajici se stanovenim EE2 ve vzorcich vody.
K zachytu EE2 byly pouzity magnetické ¢astice a elektrody ze skelného uhliku modifikované
nanotrubi¢kami uhliku. Principem metody byla imunoafinita. Synteticky EE2 se extrahoval
ze vzorku pomoci protilatek proti EE2, které byly pfedem imobilizovany na magnetickych
Casticich. Poté se provadéla desorpce analytu a stanoveni EE2 pomoci voltametrie. Vzorky
vody pochazely zraznych lokalit Argentiny. Byla zjiS§téna koncentrace EE2 v rozmezi
od 5,91 do 22,37 ng/l. Vytéznost byla 96 az 105 %. Touto metodou lze nove stanovit EE2
v rozsahu od 0,035 do 70 ng/l s detekénim limitem 0,01 ng/l a smérodatnou odchylkou mensi

nez 4,20 % [38].
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Byl také popsan elektrochemicky imunosenzor pro citlivou detekci
17B-estradiolu (E2) a ethynylestradiolu (EE2). Stejné jako v ptedchozi studii zde byly pouzity
magnetické nanocastice. K samotnému stanoveni byla pouzita square wave voltametrie (SWV).
Za optimalizovanych podminek vykazovaly imunosenzory vyjimecnou citlivost viici E2 a EE2.
Limity detekce dosahovaly velmi nizkych hodnot, pro E2 1,0 ng/l a pro EE2 10 ng/l. Senzory
mély vynikajici selektivitu s minimalni inteferenci s jinymi hormony. Analyza prokazala, ze
v puvodnich vzorcich mineralnich a jezernich vod nebyly detekovany zadné stopy estradiolu
ani ethynylestradiolu. Pfitomnost estrogenu byla zjisténa jen tehdy, pokud se do vzorku ptidalo
urcité mnozstvi vySe zminénych estrogena [39].

V jiném vyzkumu byl pouzit integrovany elektrochemicky imunosenzor. Ten ma fadu
vyhod, kterymi jsou eliminace pfedupravy vzorku, rychlost a selektivita. K detekci estronu byla
upravena pracovni elektroda, ktera obsahovala skelny uhlik modifikovany Inaftylaminovym
polymernim filmem a zlatymi nanocasticemi. Referentni elektroda byla bud” kalomelové nebo
argentchloridova. Vzorky vody byly obohaceny znamymi koncentracemi estronu (50, 100
a 200 pg/ml) a byly inkubovény na elektrod€. Senzor dokazal detekovat koncentrace estronu
v rozmezi od 8,0x102 do 2,0x10* pg/ml. Detekéni limit &inil 0,061 pg/ml. Vytéznost vzorkd
byla 98 az 105 % [40].

Autofti publikace Wong a spol. analyzovali 17B-estradiol
ve vzorcich mo¢i a fi¢ni vode. K tomuto stanoveni byl vyuzit senzor slozeny z médéného
ftalocyaninu, poly(6-alkylthiofenonu) a pevného polymerniho filmu. Ma fadu vyhod. Jedna se
zejména o vysokou spolehlivost, stabilitu, reprodukovatelnost spolu s jednoduchosti a moznosti
jednorazového pouziti. Limit detekce byl 5,0x10° mol/l. Vysledky stanoveni vzorkd vody
meély vysokou wvytéznost vrozmezi (96-107 %). Ziskané hodnoty byly srovnany se
spektrofotometrickou metodou. Relativni chyba u voltametrické metody se pohybovala
od —12 do +8,8 % [41].

De L. Ribeiro a dalsi autofi studie se zabyvali detekci 17a-ethynylestradiolu ve vodé
a syntetické moci. Elektrochemicka metoda vyuzivd oxid zeleza a ftalocyanin niklu
na elektrodach z oxidu india a cinu. Linearni rozsah detekce EE2 byl zistén
od 7,0x107* do 3,0x107° mol/1, s limitem detekce 7,0x10"° mol/1. P¥itomnost dal§ich estrogenii
(E1, E2) muze ovlivnit detekci EE2 a to tak, ze dochazi ke zvyseni proudu. Vliv slozité matrice
na detekci EE2 byl hodnocen ve vodovodni vode a vode odebrané z Cistirny vod a v syntetické
moci. Vzorky vody byly obohaceny ethynylestradiolem o koncentraci 2,0 a 10 umol/l.
Vytéznost byla v rozmezi od 96,2 % do 109,6 % [42].
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Autofti dal$i prace se vénovali stanoveni 17B-estradiol (E2) ve vzorcich vody pomoci
elektrochemického aptasenzoru. Aptasenzor vyuziva nukleonové kyseliny k identifikaci latek.
Za optimalnich podminek senzor detekoval koncentrace E2 od 1,0x1072 do 1,0x10* mol/l
s detekénim limitem 0,48 pmol/l pfi pH 7,5. Realné vzorky pochazely z jezera v Japonsku.
Vzorky byly upraveny a obohaceny o E2 s rliznou koncentraci (1,0-100x10"° mol/l). Vyt&znost
byla v rozmezi od 97,5 % do 101,3 % [43].

Z literarni reSerSe vyplynulo, ze uvedené voltametrické metody vyuzivaly rizné druhy
senzorll a jejich stanoveni bylo pfevazné zameéfeno na konkrétni typ estrogenni latky. Tato
diplomovéa prace se snazila vypracovat postup stanoveni sumarni koncentrace vybranych

piirodnich a syntetickych estrogenti v povrchové vodé.

1.3 Voltametrie

Voltametrické metody funguji na principu méfeni proudu, ktery prochazi indikaéni
elektrodou, kterd je v roztoku v kontaktu s analyzovanou latkou, pifi vhodném vlozZeném
potencidlu. Pfi praktickych méfenich se vétSinou vyuziva elektrochemicky c¢lanek slozeny
ze tii elektrod, a to z indika¢ni neboli pracovni elektrody, ze referen¢ni elektrody a pomocné
elektrody. V tomto uspofadani proud prochdzi mezi pomocnou a indikaéni elektrodou
a potencial vlozeny na indikacni elektrodu se meéfi mezi ni a referenCni elektrodou
za bezproudového stavu.

Pii voltametrickych méfenich se v soucasné dob& nejCastéji vyuzivaji pracovni
elektrody z nejriizng€jsich pevnych materialii. Jejich volba pak ovliviiuje rozsah potencialového
okna. Jedna se napfiklad o platinu, zlato, razné formy uhliku, stiibro, méd’, pevné amalgamové
elektrody apod. Prace s témito typy elektrod je naro¢na, nebot’ pfi analyzach je ovliviiovan
jejich povrch bud’ v dusledku probihajicich oxidacnich ¢i redukénich zmén povrchu elektrody
nebo vlivem tvorby povrchovych filmi analyzovanych latek. Z téchto divodu se musi
elektrody pfed vlastnim meétrenim Cistit. Pouzivad se mechanické Cisténi nebo nejcasté)i
elektrochemickd aktivace. Na druhé strané maji tyto elektrody velkou vyhodu spocivajici
v moznosti prace pii znaéné pozitivnich potencialech, které jsou potieba k oxidacim
organickych latek [44].

Jako referentni elektrody se uzivaji elektrody II. druhu, naptf. argentchloridova
nebo kalomelova elektroda. Pomocna elektroda byva zplatiny a je vhodné ji oddélit

od méfeného roztoku solnym mustkem [44].
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V soucasné analytické praxi se nejvice vyuzivad metoda diferencné€ pulsni voltametrie.
Pracuje se zde s potencidlem linearné se ménicim v Case, na ktery se vkladd napétfovy puls
o amplitudé¢ 10-100 mV a trvani fadoveé v milisekundach. Dalsi vyuzivanou metodou
je cyklicka voltametrie, u které je stacionarni elektroda ponofena do nehybného roztoku
a je na ni aplikovan trojuhelnikovy potencialovy prabéh fizenou rychlosti polarizace (dE/dt).
Vysledkem jsou charakteristické polariza¢ni kiivky, které typicky vykazuji piky. Primérni
vyuziti cyklické voltametrie nespociva v jeji piimé analytické aplikaci, ale spise v jejim
vyznamu pro zkoumani elektrodovych reakci nebo voltametrického chovani. Zkoumanim tvart
katodickych a anodickych ktivek 1ze ziskat cenné poznatky o mechanismu elektrodovych reakci

[44, 45].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Zasobni standard EE2 byl pfipraven ve tfech riiznych koncentracich, a to 2,820x10°3,
4,588x1073 a 4,993x103 mol/l. Tyto standardy byly pfipraveny navazenim pevné latky
C20H240: (Cistota 99 %, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a néaslednym rozpusténim v ACN
(Cistota 99,5 %, Penta, Praha, CR).

Zasobni standardy E2 o koncentraci 5,756x1073, 4,009x1073, a 2,855x10 2 mol/l a E3
o koncentraci 1,595x107° mol/l byly pfipraveny navazenim pevnych standardd (Sistota 98 %,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a rozpusténim v ACN (&istota 99,5 %, Penta, Praha, CR).

Jako zékladni elektrolyt slouzil Brittoniiv-Robinsontiv pufr. Byl pfipraven v rozmezi
pH 2,02-10,00. Jedna se o smé&s 0,04 mol/l kyseliny octové (&istota 99 %, Penta, Praha, CR),
0,04 mol/l kyseliny borité (&istota 99 %, Penta, Praha, CR) a 0,04 mol/l kyseliny fosforetné
(Gistota 85 %, Penta, Praha, CR). Hodnota pH byla upravovana pomoci 0,2 mol/l roztoku NaOH
(Gistota 99 %, Penta, Praha, CR).

Prakticky vzorek povrchové vody pochazel z pfirodniho koupalisté Mélice. Mélické
pisniky tvofi soustava dvou vodnich ploch s celkovou rozlohou 33,7 ha, hloubkou az 12 m
a pis¢itym dnem [46]. Pisniky v Mélicich se zatopily po ukonceni t€zby Stérkopisku pfirozenym
prusakem podzemnich vod. Vzorek vody byl odebran do plastové lahve a ihned zpracovavan.
Voda byla upravena filtraci pomoci membranovych filtri o porozit¢ 0,7 pm
(MACHEREY-NAGEL, Némecko) s vyuzitim vakuové vyveévy typu MPC 300 s podtlakem

cca 0,5 baru, aby doslo k odstranéni nerozpusténych latek.

2.2 Pouzité pristroje a zarizeni

K méfeni byl pouzit elektrochemicky analyzator EP100VA (HCS servis Bratislava) viz.
obrazek 3 a mérny ¢lanek slozeny z indikaéni borem dopované diamantové elektrody (BDDE),
déale referentni argentchloridové elektrody a pomocné Pt elektrody. Analyzator je fizeny
pocitaCem. Pristroj ma ve svém systému naprogramované ruzné metody stanoveni, které dokaze
provadét. Celé zafizeni se sklada ztéchto Casti: analyzator, monitor, elektrodovy systém,
klavesnice a tiskarna. Jednotlivé komponenty se zapinaji v pfedem uréeném potadi, jako prvni
se uvadi do chodu monitor, poté tiskarna a nasledn€ samotny EP100VA.

Po spusténi analyzatoru se zobrazi hlavni menu, kde je nutné zvolit pozadovanou

analytickou metodu. Analyzator nabizi né€kolik moznosti: CV — cyklicka voltametrie.
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DCV - voltametrie s linearni zménou potencidlu, DPV diferen¢ni pulzni voltametrie, NPV
normalni pulzni voltametrie a také metody SQ1 a SQ2 — metody square wave.

Po vybéru metody se tlaCitkem P zobrazi detailni nastaveni parametrd méfeni, kde lze
zadat pocatek a konec polarizace (rozsah méfeného potencialu), proudovy rozsah (rozsah
méfeného proudu), nastaveni polariza¢niho napéti a pocet cyklu v ptipadé€ aplikace metody CV.

Méteni se spusti tlaCitkem M. Analyzator zobrazi na monitoru zaznam meéfeni
v soufadnicovém systému s osami x (potencial v mV) ay (proud v nA az mA). Méfitko grafu
lze upravovat klavesou Z. Zaznamenané kiivky se ukladaji do vnitini paméti analyzatoru
klavesou S. Po provedeni méfeni je mozné vyhodnocovat zaznamy, zahrnujici vysku piku,
plochu piku, vysku viny a velikost proudu. A zkratka Alt+P se vyuziva pro tisk zaznamu.

Stanoveni probihalo za nasledujicich podminek, které byly zjistény experimentalné:
pracovni BDDE byla polarizovana v rozsahu potenciali 700-2000 mV, rychlost polarizace byla
25 mV/s, amplituda pulsu byla 30 mV, délka pulzu byla 60 ms.

Pro zakoncentrovani vzorku vody byla vyuzita vakuova odparka LABOROTA 4000
od firmy Heidolph Instruments.

Dale byly pouzivany analytické vahy Denver Instrument k navazeni daného mnozstvi

latek na ptipravu standardi.

Obrdzek 3 LElektrochemicky analyzdator EP100VA
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2.3 Experimentalni provedeni voltametrického stanoveni estrogenti

Stanoveni estrogenu bylo realizovano v prostfedi 10 ml BR pufru pfi pH 9,0 a 5,0 ml
acetonitrilu. Indikacni elektroda byla polarizovana v rozsahu potencialt od +700 do +2000 mV,
rychlost polarizace byla 25 mV/s, amplituda pulsu pak 30 mV a délka pulzu byla 60 ms.

Ke kvantitativnimu stanoveni smési estrogenu byl pouzit standardni ptidavek EE2,
ktery slouzil jako referen¢ni latka pro nasledné vyhodnoceni smési. K urceni prub&hu zavislosti
proudové odezvy na koncentraci a nalezeni neznamé koncentrace byl vyuzit program Nelin,

ktery funguje na principu metody nejmensich ¢tverca [47].
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Vzhledem ke struktufe analyzovanych latek, ktera je uvedena na obrazku 1, bylak jejich
voltametrickému stanoveni vyuzivana anodicka oxidace metodou DPV. Jako reprezentant

analyzovanych estrogent byl zvolen synteticky preparat 17a-ethynylestradiol (EE2).

3.1 Voltametrické stanoveni 17a-ethynylestradiolu

Slozeni zakladniho elektrolytu umoziujiciho spolehlivé stanoveni estrogenu EE2 bylo
zjistovano experimentalné. Nejdfive bylo toto stanoveni realizovano ve tfech zakladnich
elektrolytech o pH 9,04 za ptitomnosti 0 %, 33 % a 66 % acetonitrilu, ktery zaji§toval
rozpustnost  analytu.  Koncentratni rozsah EE2 byl pro vodné prostiedi
15,35-105,33 umol/l, pro roztoky voda/acetonitril pak 15,35-134,55 umol/l. Na obrazku 4 jsou
uvedeny naméfené kiivky. Z obrazku je videt, Ze bez ptitomnosti organického rozpoustédla
se kfivky anodické oxidace nachazi pii nizSich pozitivnich potencidlech a zaroven dochazi
v zavislosti na zvysujici se koncentraci k posunu jejich maxim od 975 do 1030 mV. Lze zde
také pozorovat urcitou nelinearitu mezi proudovou odezvou a analyzovanou koncentraci.
Se zvySujicim se obsahem acetonitrilu v zakladnim elektrolytu se maxima kfivek posouvaji
k pozitivn€j§im potencialim, a to tim vice, jak se zvySuje podil organického rozpoustédia.
Konkrétné u zékladniho elektrolytu za pfitomnosti 33 %-ni acetonitrilu se hodnoty potencialu
maxim vyskytuji od 1220 do 1270 mV a u 66 % acetonitrilu od 1430 do 1475 mV. Pomoci
metody nejmensich Ctverct bylo zjisténo, Ze pritomnost acetonitrilu vede v koncentratnim
rozmezi 15,35-134,55 pmol/l k vyrazn&jsi linearni proudové odezvé€, coz dokazuji korelacni
koeficienty uvedené v tabulce 4 spolu s rovnicemi kalibracnich zavislosti.

Z hodnot vypoctenych smérnic pak vyplyva, ze pritomnost 66 %-niho acetonitrilu
v zékladnim elektrolytu ponékud snizuje citlivost proudové odezvy. Na zaklad¢ uvedenych
skute¢nosti byl zvolen pro dal$i nasledné analyzy zakladni elektrolyt obsahujici 33 %
acetonitrilu.

Vhodné pH zakladniho elektrolytu pro stanoveni EE2 bylo zji§tovano rovnéz
experimentalné. Pomoci Britton-Robinsonova pufru bylo ménéno v rozmezi hodnot pH
od 2,04 do 10,00. Pro zvolené pH byla v daném zakladnim elektrolytu méfena série kfivek
oxidace EE2 v rozmezi koncentraci od 15,35 do 134,55 umol/l. Ziskané zavislosti jsou uvedeny

na obrazcich 5-9.
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Obrdzek 4 KFivky anodické oxidace EE2 v zdavislosti na sloZeni zakladniho elektrolytu pri pH 9,04.
A — koncentrace od 15,35-105,33 umol/l, BR pufr. B — koncentrace od 15,35-134,55 umol/l, BR pufr
a 33 % acetonitril. C — koncentrace od 15,35-134,55 umol/l, BR pufr a 66 % acetonitril. Jednotlivé
krivky: 1— 15,35 umol/l, 7— 105,33 umol/l, 9— 134,55 umol/l. Parametry stanoveni: pocatecni potencial
+700 mV, konecny potencial +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulzu 30 mV a délka
pulzu 60 ms
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Tabulka 4 Zavislost proudu na koncentraci pri oxidaci EE2 v riiznych zdkladnich elektrolytech o
PH 9,04

Koncentraéni

Slozeni zakladniho . IR Korelaé¢ni
rozsah Rovnice kalibracni primky . .
elektrolytu koeficient
[wmol/l]
15 ml BR 15,35-105,33 I [nA] = 1,88¢ [umol/l] — 6,76 0,998

10 ml BR+5 ml ACN | 15,35-134,55 | 1 /nA] = 1,90c [umol/l] + 6,38 0,999
5ml BR+10ml ACN | 15,35-134,55 | 1 /nA]- 1,75¢ [umoll] + 11,11 0,998

Na obrazku 5 jsou uvedeny naméfené kiivky oxidace 17a-ethynylestradiolu
v zékladnim elektrolytu o pH 2,03. Cast A znazorfiuje naméfené zaznamy kiivek po odedtu
zdznamu zékladniho elektrolytu. Cast B poté znazoriiuje kiivku zavislosti vysky piku
na koncentraci pfi daném pH. Z obrazku 5 je vidét, Zze polohy pikd se vyznamné posouvaji
se vzrustajici koncentraci smeérem k pozitivnim hodnotam potenciald. Konkrétné
pro koncentraci 15,35 pmol/l se nachazi maximum pii 1730 mV a pro koncentraci 134,55

umol/l pak pii 1910 mV.
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Obrdzek 5 KFivky anodické oxidace EL2 v prostredi zdkladniho elektrolytu sloZeného z BR pufru
o pH 2,03 a 33 % acetonitrilu po odectu odezvy pozadi. A — Jednotlivé kiiivky: 1 — 15,35 umol/l,
9 — 134,55 umol/l. B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu 15,35—134,55 umol/l. Parametry
stanoveni: pocdtecni potencial +700 mV, konecny potencidl +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s,
amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Na obrazku 6 je znazornén prubéh oxidacnich kiivek EE2 ve zvoleném zakladnim
elektrolytu o pH 4,03. Z obrazku je vidét, ze se piky nachézi pii nizSich pozitivnich potencialech
a rovnéz dochazi k jejich posunu se zvysujici se koncentraci. Pro koncentraci 15,35 umol/l
je maximum 1220 mV a pro koncentraci 90,58 umol/l je 1330 mV. Z obrazku 6 je také vidét,
ze pokud se koncentrace analytu zvysi, dojde k vyraznému posunu pikti smérem doprava
a zaroven se jejich vyska snizuje. Tento jev muze byt zpisoben tim, Ze se analyt v daném
prostredi Spatné rozpousti. V koncentra¢nim rozsahu od 15,35 do 90,58 umol/l 1ze rovnéz
pozorovat nelinearitu proudové odezvy, coz potvrzuje i vypoctena rovnice kalibracni kiivky

ve tvaru I [nA] = —0,0024¢ [(umol/l)?] + 3,77c/umol/l] + 2,47.
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Obrdzek 6 KFivky anodické oxidace EE2 v prostiedi zdkladniho elektrolytu slozeného z BR pufru
o pH 4,03 a 33 % acetonitrilu po odectu odezvy pozadi. A — KFivky po odectu zdaznamu pozadi,
B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 15,35 do 90,58 umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 15,35
umol/l, 6— 90,58 umol/l. Parametry stanoveni: pocdtecni potencial +700 mV, konecny potencial +2000
mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Probihéa-li voltametrické¢ stanoveni EE2 v neutralnim prostiedi pfi pH 6,06, viz
obrazek 7, lze na zaznamu oxidaCnich kfivek pozorovat slozit&jsi prubéh tohoto dé&je,
projevujici se pritomnosti minimaln€ dvou piku. Prvni s maximem v rozmezi 1140-1240 mV
je vyraznéjsi, a proto byl zvolen pro pfipad analytického vyhodnoceni. Druhy pik s maximy
vrozmezi 1615-1680 mV je malo zfetelny. Vyhodnocenim proudové odezvy v maximu

prvniho piku pro studovany koncentracni rozsah bylo zji§téno, ze vykazuje rovnéz nelinearitu,
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coz dokumentuje vypodtena rovnice ve tvaru I [nA] = 0,008¢[(umol/l)’] + 2,77¢ [umol/I] —
10,51.

0,70 -
z 2 tor
= 0,60 + < 200 T o
150 + &
0,50 + *
’ w0+ B«
“ s
0,40 + : .
0 — ! ! —
0,30 + 0 20 40 60 80 100 120 140
9 ¢ [pmol/1]
0120 T A& // \-
0,10 T /
0,00 = : : : i .

700 900 1100 1300 1500 1700 1900
E [mV]

Obrdzek 7 K#ivky anodické oxidace EE2 v prostredi zdkladniho elektrolytu slozeného z BR pufru
o pH 6,06 a 33 % acetonitrilu po odectu odezvy pozadi. A — K¥ivky po odectu zdaznamu pozadi,
B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 15,35 do 134,55 umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 15,35
umol/l, 9 — 134,55 umol/l. Parametry stanoveni: pocatecni potencial +700 mV, konecny potencidal
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

V alkalickém prostfedi, pfi pH 9,04 a 10,00 — viz obrazky 8 a 9, je vidét, ze oxidacni
prubéh studovaného estrogenu rovnéz poskytuje minimalné dva piky s maximy u pH 9,04
v rozmezi 1215-1270 mV (1. pik) a 1625-1670 mV (2.pik) a u pH 10,00 1240-1290 mV (1. pik)
a1610-1675 mV (2. pik).

Pokud se zvoli pro analytické vyhodnoceni v obou prostredich prvni pik, poskytuje
linearni odezvu na stanovovanou koncentraci analytu, coz dokumentuji rovnice kalibra¢nich
zavislosti, které maji tvar pro pH 9,04 [ [nA]= 1,87c [umol/l] + 8,02 a pro pH 10,00
1 [nA] = 1,78c [umol/l] + 8,87.
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Obrdzek 8 K#ivky anodické oxidace EE2 v prostredi zdkladniho elektrolytu slozeného z BR pufru
o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu po odectu odezvy pozadi. A — K¥ivky po odectu zdaznamu pozadi,
B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 15,35 do 134,55 umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 15,35
umol/l, 9 — 134,55 umol/l. Parametry stanoveni: pocatecni potencial +700 mV, konecny potencidal
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Obrdzek 9 K#ivky anodické oxidace EE2 v prostredi zdkladniho elektrolytu slozeného z BR pufru
o pH 10,00 a 33 % acetonitrilu po odectu odezvy pozadi. A — Krivky po odeCtu zdznamu pozadi,
B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 15,35 do 134,55 umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 15,35
umol/l, 9 — 134,55 umol/l. Parametry stanoveni: pocatecni potencial +700 mV, konecny potencidal
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Shrnuti vysledkt ziskanych pfi studiu vlivu pH na voltametrické stanoveni EE2 pfinasi
tabulka 5. Vzhledem ke zjisténym skutecnostem, byl zvolen pro nésledné analyzy zakladni
elektrolyt obsahujici Britton-Robinsoniv pufr o pH 9,04 za pfitomnosti 33 % acetonitrilu.
V tomto prostredi je dosazeno ve studovaném koncentraCnim rozmezi 15,35-134,55 pmol/l
linearni zavislosti mezi vySkou piku a koncentraci, pfi€emz citlivost stanoveni je vy§si nez pii

pH 10,0.

Tabulka 5 Vysledky studie zavislosti proudu na koncentraci v rozmezi od 15,35
do 134 umol/l pro jednotlivé pH pri oxidaci 17a-ethynylestradiolu v zdkladnim elektrolytu o sloZeni BR
a 33% acetonitril

pH Rovnice kalibra¢ni zavislosti

2,03 I [nA]=—0,003¢*[(umol/l)*] + 1,07c [umol/l] — 1,72
4,03 I [nA] = —0,0024 [(umol/l)?] + 3,77¢ [umol/l] + 2,47
6,06 I[nA] = —0,008c? [(umol/l)’] + 2,77¢ [umol/l] — 10,51
9,04 I [nA]= 1,87c [umol/l] + 8,03

10,00 I[nA] = 1,78¢c [umol/l] + 8,87

V doporu¢eném  zakladnim elektrolytu byla nésledné zjistovana citlivost
voltametrického stanoveni EE2. Na zakladé¢ vyhodnoceni kiivek programem Nelin,
nametenych v rozmezi koncentraci od 0,94 do 4,7 pumol/l a uvedenych na obrazku 10 bylo
zjisténo, ze rovnice zavislosti vysky piku na koncentraci je I [nA] = 2,21c [umol/l] + 0,19
pti¢emz mez detekce je 0,08 umol/l a mez stanovitelnosti 0,27 pmol/l.

Nasledujici experimentalni prace byly zaméteny na zjisténi voltametrické odezvy vSech
Ctyf zvolenych estrogent, a to estronu, 17B-estradiolu, estriolu a 17a-ethynylestradiolu
za vypracovanych podminek. Bylo zjisténo, ze tyto latky vykazuji téz charakteristické piky
anodické oxidace v tomto prostfedi a jsou dokumentovany na obrazku 11. Pro kvantitativni
vyhodnoceni bude vhodnéjsi pouzit vzdy prvni piky zaznamu, nebot’ jsou 1épe vyhodnotitelné
a odpovidaji vy§sim proudovym hodnotam. Pro pfipad sumarniho stanoveni té€chto estrogent
je dualezité posoudit vzajemnou polohu zvolenych pikt a citlivost odezvy. Z obrazku je vidét,
ze estron a 17B-estradiol poskytuji prvni piky se stejnym maximem, a tou 1200 mV. Maximum
piku 17a-ethynylestradiolu se nachazi u potencidlu 1240 mV a u estriolu pak u potencialu
1280 mV. Problematika citlivosti odezvy jednotlivych studovanych latek v zavislosti

na potencialech pikt byla studovana postupné. Nejdiive byla zkoumana smés EE2 a E2, dale
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smés EE2 a E1 a posléze smés tii latek, a to EE2, E1 a E2. Nakonec bylo testovano stanoveni

v8ech Ctyt zvolenych estrogent — EE2, E1, E2 a E3.
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Obrdzek 10 K#ivky anodické oxidace EE2 v rozmezi koncentraci od 0,94 do 4,7 umol/l
A — KFivky po odectu zdznamu pozadi, B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 0,94
do 4,7 umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 0,94 umol/l, 5 — 4,7 umol/l. Zdkladni elektrolyt: BR pufr o pH 9,04
a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencial +700 mV, konecny potencidl +2000 mV,
rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Obrdzek 11 KFivky anodické oxidace E1, E2, E3 a EE2 v prostiedi zdkladniho elektrolytu sloZeného
z BR pufru o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. A — Piivodni namérené zaznamy, B — K¥ivky anodické oxidace
estrogenil po odectu zdznamu pozadi. Jednotlivé kFivky: 0 — zdkladni elektrolyt, 1 — EE2 o koncentraci
6,66 umol/l, 2 — E3 o koncentraci 2,13 umol/l, 3 — E1 o koncentraci 5,34 umol/l, 4 — E2 o koncentraci
7,68 umol/l. Parametry stanoveni: pocatecni potencidl +700 mV, konecny potencial +2000 mV, rychlost
polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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3.2 Voltametrické stanoveni smési 17p-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu

Pti studiu voltametrického stanoveni smési syntetického EE2 s pfirodnimi estrogeny,
byl nejdiive zvolen 17B-estradiol (E2), protoze tyto dvé latky maji podobnou strukturu.
Pocatecni experimenty se soustfedily na voltametrické chovani E2 ve zvoleném zakladnim
elektrolytu. Tento vybér vychazel z predchozich zji§téni naznacujicich jeho vhodnost pro
analyzu syntetického EE2. Bylo zjisténo, jak uvadi obrazek 12, ze 17B-estradiol, 1ze v daném
prostiedi  také oxidovat. Ve studovaném koncentratnim rozmezi od hodnoty
19,12 do 131,25 pmol/l lezi anodické piky mezi potencialy 1040-1600 mV. Maxima
se posouvaji se vzrustajici koncentraci od 1210 do 1280 mV. Pokud se hodnoti cely zvoleny
koncentracni interval je zavislost proudu na koncentraci nelinearni, coz vyjadfuje rovnice
I [nA] = —0,005¢° [(umol/l)’] + 3,37¢ [umol/l] — 1,68. V oblasti niz8ich koncentraci napf.
v rozmezi od 1,92 do 9,59 pmol/l (viz. kiivky na obrazku 13) pak byla potvrzena linearni
zavislost ve tvaru I [nA] = 1,99c [umol/l] + 0,43. Mez detekce byla 0,08 umol/l a mez
stanovitelnosti 0,28 umol/l.

Studované estrogeny vzhledem k podobnosti své struktury vykazuji podobnou nikoliv
vSak totoznou voltametrickou odezvu. Pro stanoveni jejich smési bylo nezbytné podrobné
analyzovat proudovou odezvu jednotlivych latek na jednotku koncentrace — nadale nazyvanou
jako odezvovy faktor fi. v zavislosti na potencialech pikd. Ty byly stanoveny analyzami
definované koncentrace jednotlivych standardi. Hodnota odezvového faktoru fi. byla
vypoctena jako podil proudu a koncentrace. Ziskané vysledky pro dva studované estrogeny,
ato 17B-estradiol a 17a-ethynylestradiol jsou uvedeny na obrazku 14. Je zde vidét, ze nejmensi
diference mezi odezvovymi faktory studovanych latek se nachdzi u potencidlu
1220 mV a tedy pii této hodnoté 1ze vyhodnocovat neznamé smési na zakladé pridavkua
standardi EE2, ktery jak jiz bylo konstatovano na zacatku této kapitoly, byl zvolen jako
standardni latka. Nejmens$i rozdil mezi odezvovymi faktory pii potencidlu 1220 mV byl

potvrzen i analyzou rozptylu, jejiz vysledky jsou uvedeny na obrazku 15.
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Obrdzek 12 KFivky anodické oxidace E2 v rozsahu koncentraciod 19,12 do 131,25 umol/l po odectu
odezvy pozadi. A — KFivky po odeltu zaznamu pozadi, B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu
od 19,12 do 131,25 umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 19,12 umol/l, 7— 131,25 umol/l. Zakladni elektrolyt:
BR pufr o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocatecni potencidl +700 mV, konecny
potencidal +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Obrdzek 13 KFivky anodické oxidace E2 v rozsahu koncentraci od 1,92 do 9,59 umol/l.
A — KFivky po odectu zaznamu pozadi, B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 1,92 do 9,59
umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 1,92 umol/l, 5 — 9,59 umol/l. Zdkladni elektrolyt: BR pufr o pH 9,04
a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencial +700 mV, konecny potencidl +2000 mV,
rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Obrdzek 14 Zavislost odezvového faktoru fi. latek E2 a EE2 na potencidlu
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Obrdzek 15 Vysledky analyzy rozptylu odezvovych faktori fi. latek E2 a EE2

Vyse uvedené zaveéry byly experimentalné ovéreny analyzami péti modelovych smési
17B-etradiolu a 17a-ethynylestradiolu. Piiklad namétenych kiivek ukazkové smesi obsahujici
7,68 umol/l E2 a 6,66 pmol/l EE2 piinasi obrazku 16. Cast A znazoriiuje pivodni naméfené

kiivky smési a standardni piidavek EE2. Koncentrace standardu EE2 byla 4,99x107 mol/l.
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Cast B pak znazoriiuje stejny zaznam po odeétu kiivky zakladniho elektrolytu. Pro kvantitativni
vyhodnoceni estrogent byly vzdy vyuzity proudové hodnoty pfi potencialu 1220 mV, tak, jak
je naznaceno na obrazku 16. Vysledky analyz vSech péti modelovych smési, vyhodnocené
pomoci standardnich ptidavki EE2, které se pohybovaly od 5 ul do 20 ul roztoku o koncentraci
4,99x1073 mol/l jsou uvedeny v tabulce 6. Z téchto hodnot je vidét, ze dosahované rozdily mezi
stanovovanou a nalezenou koncentraci nepfesahuji 6 %, coZ je v oboru stanovovanych

koncentraci pfijatelné.
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Obrdzek 16 K¥Fivky anodické oxidace pri stanoveni smési E2 a EE2 o koncentraci 7,68 umol/l E2
a 6,66 umol/l EE2 metodou standardniho pridavku EE2. A — Piivodni namérené kiivky, B — kFivky po
odectu pozadi zakladniho elektrolytu. Jednotlivé kiivky: 0 — odezva zdkladniho elektrolytu, 1 — smés
E2+EE2 (7,68 umol/l E2 a 6,66 umol/l EE2), 2 — standardni pridavek EE2 o koncentraci 6,66 umol/l.
Zdkladni elektrolyt: BR pufi o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencial
+700 mV, konecny potencial +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka
pulzu 60 ms

Reprodukovatelnost navrzeného postupu byla testovana pétkrat opakovanym
stanovenim smé&si obsahujici 3,84 umol/l E2 a 6,66 umol/l EE2. Dosazené vysledky uvadi
tabulka 7. Z poskytnutych udaju vyplyva, ze rozdily mezi stanovenou a modelovou koncentraci
celkového obsahu dvou estrogentt E2 a EE2 nepiesahly 6 %. Vypocteny prameér je o 1,8 %
vys$$i nez realna koncentrace sumy analytd. Presnost metody ukazuje smeérodatna odchylka

o hodnot€ 0,23 pmol/l.
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Tabulka 6

Vysledky stanoveni smési 1 7f-estradiolu a 1 70-ethynylestradiolu v rozmezi koncentraci

od 3,58 do 14,34 umol/l metodou standardniho pridavku

Analyzovano Stanoveno A A
E2 EE2 Y estrogenu | X estrogenu
[umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/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 6,06 10,50 11,11 +0,61 +5.81
7,68 6,06 14,34 14,40 +0,06 +0,42
Tabulka 7 Vysledky opakovaného stanoveni smési E2 a EE2 o sumdrni koncentraci 10,50 umol/l

metodou standardniho pFidavku

Cislo stanoveni Stanoveno E2 a EE2 A A
[umol/l] [umol/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

Stfedni hodnota: 10,70 umol/l
Smeérodatna odchylka: 0,23 umol/l
Interval spolehlivosti: 10,70 + 0,29 umol/l
3.3 Voltametrické stanoveni smési

estronu, 17p-estradiolu

a 17a-ethynylestradiolu

Nasledujici experimenty zkoumaly voltametrickou odezvu estronu za stejnych
podminek doporu¢enych pro analyzu EE2. Tyto podminky jsou vhodné, jak se jiz ukazalo i pro
stanoveni E2. Bylo zjisténo, jak znazormiuje obrazek 17, ze v roztoku Britton-Robinsontv pufr
o pH 9,04 za ptitomnosti 33 % acetonitrilu poskytuje dobfe vyhodnotitelné kfivky anodické
oxidace 1 estrogen El. Jsou zde uvedeny proudové odezvy vrozmezi koncentraci
13,32-91,42 pumol/l. Zaznam opét signalizuje slozit&jsi prubéh oxidace. Pro kvantitativni
vyhodnoceni byl zvolen prvni pik, jehoz maximum se posouvalo v zavislosti na zvySujici

se koncentraci od 1200 do 1260 mV.
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Obrdzek 17 K#ivky anodické oxidace Ll v rozmezi koncentraci od 13,32 do 91,41 umol/l.
A — KFivky po odectu zaznamu pozadi, B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 13,32 do
91,41 umol/l. Jednotlivé krivky: 1 — 13,32 umol/l, 7— 91,41 umol/l. Zdkladni elektrolyt: BR pufr o pH
9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocatecni potencidl +700 mV, konecny potencidl
+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Metodou nejmensich c¢tverci bylo zjisténo, ze zavislost vysky pikd v maximu
na koncentraci je vcelém studovaném rozsahu linearni, coz vyjadiuje rovnice
1 [nA] = 2,27¢ [umol/l] + 2,17. Pro urCeni meze stanovitelnosti a meze detekce estrogenu E1,
byly analyzovany niz8i koncentrace v rozmezi od 0,95 do 4,76 umol/l (viz. obrazek 18).
Rovnice zavislosti vysky piku na koncentraci ma tvar /I [mA] = 2,68c¢ [umoll] + 0,89.
Vypoctem bylo zjisténo, ze LOD je 0,07 umol/l a LOQ pak 0,22 umol/I.
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K#ivky anodické oxidace EI vrozsahu koncentraci od 0,95 do 4,76 umol/l.
A — Kfivky po odectu zdznamu pozadi, B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu
od 0,95 do 4,76 umol/l. Jednotlivé kFivky: 1 — 0,95 umol/l, 5 — 4,76 umol/l. Zdkladni elektrolyt: BR pufr
o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencidal +700 mV, konecny potencidl

+2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms

Pro naslednou analyzu estronu ve smeési bylo tfeba zjistit jeho odezvové faktory,
tzn fy. piislusici jednotlivym potencialim piku a porovnat je s odezvou dalSich studovanych
estrogenu. Ziskané poznatky jsou shrnuty na obrazku 19, ktery piredklada i dosud stanovené
proudové odezvové faktory pro latky El, E2 a EE2. Jak z obrazku, tak z nasledné analyzy
rozptylu zjisténych faktorti vyplyva, ze nejvhodnéjsi potencial pro kvantitativni analyzu smési

je opét hodnota 1220 mV, nebot zde latky poskytuji srovnatelnou odezvu. Vysledky analyzy

rozptylu jsou zobrazeny na obrazku 20.
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Obrdzek 19 Zavislost odezvového faktoru fi. latek E1, E2 a EE2 na potencialu
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Obrdzek 20 Vysledky analyzy rozptylu odezvovych faktorii fi. latek K1, 2 a EE2

Nézorna ukézka analyzy smesi obsahujici 2,68 umol/l El
a 6,66 umol/l EE2 17a-ethynylestradiolu pfinasi obrazek 21, kdy ¢ast A zobrazuje ptivodni

naméfené kiivky a standardni piidavek EE2 o koncentraci 4,99 mmol/l. Cast B zobrazuje kiivky
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smeési po odeCtu pozadi. Ke kvantifikaci byly vzdy pouzity aktualni hodnoty proudu pii
potencialu 1220 mV. Vysledky dal§ich smési E1 a EE2 jsou uvedeny v tabulce 8. Je zde vidét,
ze rozdil mezi stanovenou a puvodni koncentraci nepfesahuje hodnotu 6 %.

Reprodukovatelnost stanoveni feSené smesi byla ovéfovana péti opakovanymi
analyzami roztoku o koncentraci 2,68 umol/l E1 a 6,66 umol/l EE2. Vysledky jsou zobrazeny
v tabulce 9, li8i se od realné koncentrace maximalné o 7,1 %, coz je v daném piipadé€ piijatelné.
Vypoctend smérodatnd odchylka 0,33 umol/l a skutenost, Ze stanovovand koncentrace lezi
v intervalu spolehlivosti 9,53 + 0,41 pmol/l, naznacuji, ze metoda poskytuje spolehlivé
a spravné vysledky.

Dalsi experimentalni prace byly zaméteny na analyzu tfislozkovych smési E1, E2 a EE2
v rozsahu celkové koncentrace od 4,92 do 9,85 umol/l. Zastoupeni jednotlivych slozek pfinasi

tabulka 10 spolu s dosazenymi vysledky. Je zde vidét, Ze chyba stanoveni neptresahla 4,1 %.
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Obrdzek 21 KFivky anodické oxidace pFi stanoveni smési Il a EE2 o koncentraci 2,68 umol/l El
a 6,66 umol/l EE2 metodou standardniho pridavku EE2. A — Piivodni namérené kiivky, B — kFivky po
odectu pozadi zakladniho elektrolytu. Jednotlivé kiivky: 0 — odezva zdkladniho elektrolytu, 1 — smés
EI+EE2 (2,68 umol/l E1 a 6,66 umol/l EE2), 2 — standardni pridavek EE2 o koncentraci 6,66 umol/l.
Zdkladni elektrolyt: BR pufi o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencial
+700 mV, konecny potencial +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka
pulzu 60 ms
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Tabulka 8 Vysledky stanoveni smési estronu a 17a-ethynylestradiolu v rozmezi koncentraci od
3,00 do 12,01 umol/l
Analyzovano Stanoveno A A
E1 EE2 X estrogenui | X estrogeni
[umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/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 6,06 9,34 9,45 +0,11 +1,18
5,35 6,06 12,01 11,98 -0,03 -0,25
Tabulka 9 Vysledky opakovaného stanoveni smési E1 a EE2 o sumdrni koncentraci 9,34 umol/l
metodou standardniho pFidavku
Cislo stanoveni Stanoveno E1 a EE2 A A
[umol/l] [umol/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

Stfedni hodnota: 9,53 pmol/l
Smeérodatna odchylka: 0,33 umol/l
Interval spolehlivosti: 9,53 + 0,41 umol/l

Tabulka 10 Vysledky stanoveni smési estronu, 17f-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu v rozmezi
koncentraci od 4,92 do 9,85 umol/l
Analyzovano Stanoveno A A
E1l E2 EE2 )y Y estrogenu
estrogent
[umol/1] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/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 1,77 -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 stanoveni smési estriolu, estronu, 17p-estradiolu
a 17a-ethynylestradiolu

Poslednim sledovanym pfirodnim estrogenem byl estriol, ktery rovnéz vykazoval
podobnou proudovou odezvu v navrzeném zakladnim elektrolytu. Kiivky jeho anodické
oxidace vykazovaly dva piky pfi potencidlech 1275 mV a 1685 mV. Pro analyzu byl vybran
prvni z nich, ktery byl 1épe vyhodnotitelny.

Na obrazku 22 jsou uvedeny kiivky pro koncentrace od 1,06 do 8,48 pmol/l. Z obrazku
je zfejmé, ze maxima pikd jsou nad sebou, jejich vysky linearné odrazi stanovované
koncentrace, coz potvrdilo 1 matematické zpracovani naméfenych dat. Pro zminénou zavislost
byla vypoctena rovnice kalibra¢ni ptimky ve tvaru  [nA] = 2,26¢ [umol/l] + 0,87. Mez detekce
a mez stanovitelnosti byly vyhodnocovany na zakladé kfivek zobrazku 23, které byly
nameteny pro koncentrace od 0,53 pmol/l do 2,66 pumol/l. Rovnice zavislosti proudu
na koncentraci ma tvar [ [nA] = 1,57c [umol/l] + 0,69 a hodnoty LOD a LOQ jsou 0,07 umol/l
a 0,25 pmol/l. Také pro tento estrogen byly na zaklade€ experimentalnich kfivek vypocteny
odezvové faktory fi. pro potencialy pfislusici 1. oxida¢nimu piku. Nasledné byly porovnany
s jiz stanovenymi odezvovymi faktory ostatnich studovanych estrogent Ziskané vysledky
pfinas$i obrazek 24. Z n& je vidét, Zze nejmensi rozdil v proudové odezvé na jednotku
koncentrace konkrétnich latek se nachézi u potencialu 1220 mV. Tato skuteCnost byla
potvrzena i analyzou rozptylu vypoétenych odezvovych faktoru, jejiz vysledky jsou uvedeny

na obrazku 25.
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Obrdzek 22 K#ivky anodické oxidace E3 v rozmezi koncentraci od 1,06 do 8,48 umol/l. A — K¥ivky
po odectu zaznamu pozadi, B — Zdavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 1,06 do 8,48 umol/l.
Jednotlivé kFivky: 1 — 1,06 umol/l, 8 — 8,48 umol/l. Zakladni elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 %
acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencial +700 mV, konecny potencial +2000 mV,
rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Obrdzek 23 K#ivky anodické oxidace E3 v rozmezi koncentraci od 0,53 do 2,66 umol/l. A — K¥ivky
po odectu zaznamu pozadi, B — Zavislost proudu na koncentraci v rozsahu od 0,53 do 2,66 umol/l.
Jednotlivé krivky: 1 — 0,53 umol/l, 5 — 2,66 umol/l. Zdkladni elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 %
acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencial +700 mV, konecny potencial +2000 mV,
rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Obrdzek 24 Odezvové faktory fi. latek El, 2, E3 a EE2
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Obrdzek 25 Vysledky analyzy rozptylu odezvovych faktorii fi. latek El, 2, E3 a EE2

Dal$i vyzkumy zahrnovaly analyzy modelovych smési obsahujicich vSechny Ctyfi
estrogeny (E1, E2, E3 a EE2). Obrazek 26 znazortuje priklad stanoveni takové ukazkové smesi.

Cast A piinasi pivodni naméfené kiivky spolu s piidavkem standardu EE2 (koncentrace
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4,99 mmol/l) o objemu 20 pl. Smés vzorku obsahovala 1,34 pmol/l estronu, 3,84 pmol/l
17B-estradiolu, 0,53 umol/l estriolu a 3,33 umol/l 17a-ethynylestradiolu. Cast B znazoriiuje
smes po odectu kiivky pozadi. Jak jiz bylo zminéno v predchozich kapitolach ke kvantifikaci
vysledku byly vybrany hodnoty proudu méfené pii potencialu 1220 mV, jak je znazornéno
na obrazku 26. Tabulka 11 uvadi vysledky analyz modelovych ¢tyfslozkovych smesi. Je zde
vidét, ze rozdily mezi stanovovanou a nalezenou koncentraci neptesahly 10 %, coz je v ramci
feSené problematiky prijatelné.

Pro posouzeni reprodukovatelnosti metody byla opakované analyzovana smés
obsahujici 2,68 umol/l E1, 3,84 umol/l E2, 1,06 umol/l E3 a 3,33 umol/l EE2. Tabulka 12
ukazuje, ze namerené koncentrace se liSily od ocekévanych koncentraci o méné nez 4 %.
Ptesnost metody potvrzuje smérodatnéd odchylka s hodnotou 0,60 umol/l. Stanovovana hodnota

smesi lezi v intervalu spolehlivosti, a to 11,03 + 0,74 umol/l.
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Obrdzek 26  K¥ivky anodické oxidace pri stanoveni smési vybranych estrogenit o koncentracich 1,34
umol/l El, 3,84 umol/l E2, 0,53 umol/l E3 a 3,33 umol/l EE2 metodou standardniho pridavku EE2.
A — Pivodni namérené krivky, B — kFivky po odectu pozadi zdakladniho elektrolytu. Jednotlivé krivky:
0 — odezva zdkladniho elektrolytu, 1 — smés 4 estrogenii (1,34 umol/l E1, 3,84 umol/l E2, 0,53 umol/l
E3 a 3,33 umol/l EE2), 2 — standardni pridavek EE2 (3,33 umol/l). Zdkladni elektrolyt: BR pufr o pH
9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencidl +700 mV, konecny potencial +2000
mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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Tabulka 11 Vysledky stanoveni smési estronu, 17f-estradiolu, estriolu a 17a-ethynylestradiolu
v rozmezi koncentraci od 5,45 do 10,91 umol/l

Analyzovano Stanoveno A
E1l E2 E3 EE2 )y )y
estrogenu | estrogenu

[umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/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 Vysledky opakovaného stanoveni smési El, E2, E3 a EE2 o sumarni koncentraci 10,91
umol/l metodou standardniho pFidavku

Cislo stanoveni Stanoveno E1, E2, E3 a EE2 A A
[umol/l] [umol/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

Stfedni hodnota: 11,03 umol/l
Smeérodatna odchylka: 0,60 umol/l
Interval spolehlivosti: 11,03 £ 0,74 umol/l

3.5 Voltametrické stanoveni smési estrogenii v povrchové vodé

Na zakladé predchozich vysledkt bylo zjisténo, ze meze stanovitelnosti jednotlivych
zkoumanych estrogenll jsou vys§i nez realné hodnoty, oCekavané v pfirodnich vodach.
Pro nazornost jsou shrnuty v nasledujici tabulce 13. Proto bylo nutné zahrnout
do experimentalni prace s redlnym vzorkem vhodnou a spolehlivou koncentra¢ni techniku.
Ukazalo se, ze ke zvySeni koncentrace analytd lze vyuzit uplné odpafeni vzorku do sucha
pomoci vakuové odparky a nésledné rozpusténi ve vhodném organickém rozpoustédle.
Toto odpatrovani probihalo pfi teplote 55 °C za vakua a trvalo 4,0 hod v ptipadé odpatovani 0,5
1 vody a 8,0 hod pfi odpatovani objemu 1,0 litr.
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Nastinény postup byl testovan zpracovanim dvou modelovych vzorki. Prvni obsahoval
EE2 o koncentraci 9,99x10°® mol/l, objem zpracovavaného roztoku byl 0,5 1. Druhy vzorek pak
byl ziedén&jsi, koncentrace EE2 byla 2,47x10® mol/l a jeho objem byl 1,0 litr. Ziskané odparky
byly extrahovany 5,0 ml acetonitrilu pfi laboratorni teplot€¢ a poté byl roztok kvantitativné
ptfeveden do polarografické nadobky. Po ptidani Britton-Robinsonova pufru o pH 9,04
nasledovala voltametrickd analyza s vyuzitim metody standardniho pfidavku estrogenu EE2.
Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 14 a dokumentuji, ze pouzity koncentracni proces
nijak pfitomné mnozstvi analytu nemeni.

Prakticky vzorek povrchové vody pochdzel z ptirodniho koupaliste M¢lice. Voda byla
zpracovavana postupem uvedenym v experimentalni Casti. Nutnost filtrace vzorku doklada
obrazek pouzitych filtri viz. obrazek 27. Byl odebran vzorek o objemu 1,0 1 a ihned
zpracovavan. Do vzorku bylo pfidano 25 ul EE2 o koncentraci 4,99x10°* mol/l a 25 ul E2
o koncentraci 5,76x10°* mol/l. Celkova ptidana koncentrace estrogenti byla 2,68x10 mol/l.
Tento spikovany vzorek byl po aplikaci vySe uvedené¢ho koncentra¢niho postupu podroben
analyze metodou standardniho ptidavku EE2. Ziskané kiivky jsou na obrazku 28. Vzhledem
ke zptsobu provedeni analyzy je ziejmé, ze oxidaCni zaznam je ovlivnén zakoncentrovanou
matrici povrchové vody — jakymsi redlnym pozadim. Pro odecteni proudové odezvy
piitomnych estrogent, bylo pozadi modelovano pomoci matematické aproximace tak, jak je
naznaceno na obrazku 28. Metodou standardniho pfidavku byla nasledné zjiSténa koncentrace
estrogenti 3,16x10 % mol/l. Na z4klad& porovnani spikované a nalezené koncentrace lze soudit,

7e ptivodni voda obsahovala 4,8x10™ mol/l estrogennich latek.

Tabulka 13 Ziskané hodnoty mezi stanovitelnosti a mezi detekce u vybranych estrogenil
Latka Mez stanovitelnostijumol/l] Mez detekce[umol/l]
El 0,22 0,07
E2 0,28 0,08
E3 0,25 0,07
EE2 0,27 0,08
Tabulka 14 Vysledky stanoveni modelovych vzorkii obsahujici nizké koncentrace EE2 s vyuZitim
zvoleného koncentracniho postupu
Cislo Tvp vzorku Analyzovano Stanoveno A A
analyzy yp [mol/l] [mol/l] [mol/l] [%]
1 Modelovy 1 9,99x10° 9,99x10° 0 0
2 Modelovy 2 2,47x107% 2,54x107% +0,07 +2,83
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Obrdzek 27  Zachycené necistoty na membranovém filtru o porozité 0,7 um po filtraci vzorku vody
z pFirodniho koupalisté Meélice
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Obrdzek 28 Krivky anodické oxidace ziskané analyzou rediného vzorku povrchové vody
z prirodniho koupalisté Meélice. Jednotlivé kiivky: 0 — aproximovand kfivka pozadi, 1 — kiivka vzorku
o sumarni koncentraci 2,68x10°° mol/l E2 a EE2 2 — standardni pridavek EE2 (1,66 umol/l). Zdkladni
elektrolyt: BR pufr o pH 9,04 a 33 % acetonitrilu. Parametry stanoveni: pocdtecni potencidl +700 mV,
konecny potencial +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulzu 60 ms
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ZAVER

Cilem této diplomové prace byl vyvoj voltametrické metody pro stanoveni vybranych
estrogenu v povrchové vod€. K analyzam byla zvolena diferen¢né pulzni voltametrie. Jako
indikacni elektroda slouzila borem dopované diamantova elektroda. Na zacatku experimentu
bylo nutné zjistit vhodné podminky pro elektrochemickou oxidaci estrogent, kdy jako
modelova latka byl zvolen 17a-ethynylestradiol. Bylo zjisténo, ze jak EE2, tak i dalsi pfirodni
estrogeny, a to E1, E2 a E3 lze analyzovat v prostfedi Britton-Robinsonova pufru o pH cca 9
za pritomnosti 33 % acetonitrilu. Vzhledem k podobnosti struktury studovanych latek se polohy
jejich piku, které byly pouzity k vyhodnoceni pfili§ nelisily az na estriol. Meze stanovitelnosti
za navrzenych podminek pro jednotlivé estrogeny jsou 0,27 umol/l pro EE2, 0,22 pmol/l
pro estron, 0,28 umol/l pro 17B-estradiol a 0,25 pmol/l pro estriol.

Pro stanoveni smési vySe uvedenych nejcastéji se vyskytujicich estrogennich latek
ve vodach byly podrobné analyzovany jejich proudové odezvy na jednotku koncentrace tzv.
odezvové faktory fic v zavislosti na potencialech piku. Ty byly stanoveny vypoc¢tem na zakladé
analyz definované koncentrace jednotlivych standarda. Analyzou rozptylu téchto faktora bylo
zjisténo, ze nejmensi rozdily vykazuji pfi potencialu 1220 mV a tedy pfi této hodnoté lze
vyhodnocovat neznamé smeési na zakladé pridavku kteréhokoliv studovaného estrogenu.
Ke kvantitativnimu vyhodnoceni neznamych smési byl v této praci pouzivan standardni roztok
syntetického estrogenu EE2.

Na celé fad€¢ analyz modelovych smési bylo potvrzeno, ze nastinény postup piinasi
uspokojivé vysledky, a to jak z hlediska spolehlivosti, tak spravnosti.

Vypracovand metoda byla aplikovana na vzorek vody z ptirodniho koupaliste.
S vyuzitim koncentra¢ni techniky a pfidavku malého mnozstvi analytd do vzorku bylo
diferenénim zplisobem stanoveno, ze ptivodni voda obsahuje 4,8x10°° mol/l estrogennich latek.

Vypracovana metoda je vhodna pro analyzu realnych vzorkt, a ve srovnani s ostatnimi

pouzivanymi metodami je relativn€ snadno proveditelna a cenové dostupna.
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