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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva vyskytem, vyuzitim a analyzou pfirodnich a syntetickych
steroidnich hormont. V prvni ¢asti prace je pozornost vénovana hormonalni antikoncepci
a jednotlivym hormonitim. Déle se prace zameétuje na problematiku pfitomnosti estrogent
ve vodach a popisuje jejich vliv na zvirata a lidské zdravi. Posledni ¢ast prace shrnuje moznosti

stanoveni estrogent ve vodach pomoci modernich analytickych metod.
KLICOVA SLOVA

estrogen, steroidni hormony, antikoncepce, voda, kapalinova chromatografie, plynova

chromatografie
TITLE
Modern analytical methods for determination of estrogens in water

ANNOTATION

The bachelor thesis focuses on the occurrence, usage, and analysis of natural and synthetic
steroid hormones. The first part of the thesis is dedicated to hormonal contraception and
individual hormones. Furthermore, the thesis addresses the issue of the presence of estrogens
in water and describes their impact on animals and human health. The final part of the thesis
summarizes the methods available for determining estrogens in water using modern analytical

techniques.
KEYWORDS

estrogen, steroid hormones, contraception, water, gas chromatography, liquid chromatography
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UvVoD

Estrogeny patii mezi vyznamné steroidni hormony, které hraji klicovou roli v regulaci
reprodukénich funkcei u savet, véetné Cloveéka. V poslednich letech vSak nartistd pozornost
vénovana ptitomnosti téchto hormont v zivotnim prostiedi, zejména ve vodnich ekosystémech.
Tyto hormony se do vodniho prostiedi dostavaji prostfednictvim raznych zdrojt, jako jsou
odpadni vody z domacnosti, primysl, zemédélstvi, a stavaji se tak environmentalnimi polutanty

s potencialné zavaznymi ekologickymi a zdravotnimi dopady.

Ptitomnost estrogeni ve vodnim prostiedi vyvolava obavy o jejich plsobeni na vodni
organismy 1 na lidské zdravi. Vzhledem k tomu, ze mohou ovliviiovat endokrinni
systém, predstavuji riziko pro reprodukci a vyvoj vodnich organismi, u lidi pak miize
dlouhodoba nadmérna expozice témto latkdm pfispivat k rozvoji ruznych zdravotnich

komplikaci.

Cilem prace je poskytnout piehled o steroidnich hormonech uzivanych v hormonalni
antikoncepci, pfirozenych steroidnich hormonech, jejich vylu¢ovani, plisobeni na zivocichy

a jejich stanoveni ve vodach pomoci vybranych modernich analytickych metod.
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1 Uziti steroidnich hormonu

1.1 Hormonalni antikoncepce
Lidstvo vyuziva ke své potfebé mnoho 1é¢iv na bazi syntetickych steroidni hormoni. Jednim
z nejvice predepisovanych 1€Civ tohoto typu byva hormonalni antikoncepce. I piesto, ze trend
uzivani hormonalni antikoncepce v Ceské republice v poslednich letech klesa, stale se jedna

o markantni zdroj znecisténi odpadnich vod antropogennimi hormony.

V Ceské republice zijem o hormonalni antikoncepci dosahl nejvys$si popularity v roce
2007, kdy ji uzivalo 50 % zen v reprodukénim véku, zatim co v roce 2021 pouze 30 % [1,2].
Podle dostupnych dat z celého svéta z roku 2023 vyuziva hormondlni antikoncepci ptiblizné

27 % Zen ve veku 15-49 let [3].

1.2 Druhy hormonalni antikoncepce

1.2.1 Kombinovana hormonalni antikoncepce

Kombinovand hormondlni antikoncepce obsahuje dva druhy hormont, estrogen a progestin
(gestagen), proto se oznacuje také jako estrogen-gestagenni antikoncepce. Jeho uzivanim
dochdzi k inhibici ovulace a zahu$téni hlenu délozniho hrdla, coZ znemozZiuje oplodnéni
auchyceni vajicka. Pro kombinovanou hormonalni antikoncepci existuji rizné aplikacni
formy, mezi které ftadime kombinované pilulky, transdermélni antikoncepéni systém

a vaginalni krouzek [4].

Kombinované pilulky se uZivaji perordlné denné po dobu 21 dni s tydenni pauzou nebo 28 dni
bez piestavky. DéEli se dle davky estrogenu na vysokodavkové (40-50 npg), nizkodavkové
(30-37,5 pg) a velmi nizkodavkové (15-20 pg). V piipadé transdermélniho antikoncep¢niho
systému se pouzivaji nédplasti, které se nalepuji se na kiizi a méni se jednou tydné po dobu tii
tydn1, s naslednou tydenni pauzou. Aplikace se doporucuje na bticho, hyzdé¢ ¢i paze. Posledni
zminénou moznosti je vagindlni krouzek, ktery se vkladd do pochvy na tfi tydny a poté

nasleduje tydenni pauza [4].
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1.2.2 Gestagenni antikoncepce

Gestagenni antikoncepce obsahuje pouze hormon gestagen, coz je vhodné pro zeny, které maji
kontraindikace nebo z vlastni iniciativy nechtéji uzivat estrogeny (napt. zvySené riziko
krevnich srazenin). Gestagen zabrainuje ovulaci a zpisobuje zahustovani hlenu délozniho

hrdla, ¢imz znesnadiiuje prostup spermii [4].

Gestagen se uziva peroralné jednou denné, injekéné jednou za 11-13 tydnii nebo je mozné
zavést na 3-6 let nitrodé€lozni télisko. Dale 1ze vyuzit implantatu, coz jsou malé tyCinky, které

se zavadéji pod kiizi na pazi a uvoliuji gestagen po dobu az tii let [4].
1.2.3 Nouzova hormonalni antikoncepce

Nouzova hormonalni antikoncepce se pouziva v ptipadech, kdy chce Zena zabranit nechténému
téhotenstvi napf. po nechranéném pohlavnim styku ¢i selhani jiné antikoncepéni metody.
Na trhu jsou dostupné riizné typy piipravki nouzové hormonalni antikoncepce, které obsahuji
jednu nebo dvé tablety s vysokou davkou gestagenu. Nékteré z nich je nutné uzit nejpozdéji do

72 hodin po nechranéném pohlavnim styku, jiné mohou byt u¢inné az do 120 hodin [4].

1.3 Hormony

1.3.1 Steroidni hormony

Steroidni hormony jsou podskupina latek znamych také jako steroidy. Steroidy jsou piibuzné
terpeniim, ¢emuZ nasvédcuje 1 to, Ze v jejich biogenezi je jako meziprodukt triterpen skvalen.
Svymi chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi patii mezi hydrofobni latky, z tohoto divodu jsou

pfitomny v lipidech [5].

Na obrazku 1 je typicka struktura stejnd pro vSechny steroidy tedy steran (mj. gonan), coZ je

tetracyklicky systém.

Obrazek 1-Struktura steranu
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Po pfipojeni riznych alkylovych skupin do pozic na steranovém systému Ize vytvofit specifické
steroidni uhlovodiky. Tyto latky nejsou v ptirodé bézné ptitomné, avsak slouzi jako strukturni

zaklad pro piirodni steroidy (tabulka 1) [5].

Tabulka 1-Prehled tiid steroidu [5]

Poéet atomil Steroidni uhlovodiky
) Tiida steroidti | Hlavni zastupce
uhliku allofada normalni fada

27 cholestan koprostan steroly cholesterol

24 allocholan cholan kys. zlucové kys. cholova
gestageny, progesteron,

21 allopregnan pregnan o
kortikoidy kortisol

19 androstan testan androgeny testosteron

18 estran estrogeny estradiol

Vznik jednotlivych steroidi v organismech je vysledkem postupného odbouravani alkylovych
fetézcl pritomnych na steranovém skeletu. Prakticky v§echny Zivo€isné steroidni latky vznikaji
steroidogenezi cholesterolu [6].

Steroidni hormony nejsou v organismu ukladany do zasoby, ale syntetizuji se dle potieby.
V krvi jsou transportovany pfevazné€ jako navazané na plazmatické bilkoviny, a mala ¢ast jako

volné v plazmé [5].

Steroidni hormony se odvozuji od jiz dfive zminénych specifickych steroidnich
uhlovodikil — androstan, estran a pregnan. D¢li se do skupin dle mista vzniku, jejich funkce

nebo jejich fyziologického ucinku na estrogeny, gestageny, androgeny a kortikoidy [7,8].

1.3.2 Estrogeny
Estrogeny jsou primarn¢ Zenské pohlavni hormony, které maji zasadni roli v regulaci
menstruacniho cyklu a rozvoji sekundarnich pohlavnich znakt. Hlavnimi zastupci ptirodnich
estrogentl jsou estradiol, estron a estriol. V hormonalni antikoncepci se pouziva jeho synteticka
forma, nejCastéji ethinylestradiol, dfive byl uzivan mestranol. Nov¢ lze nalézt ptipravky

se syntetickym estradiolvaleratem [4].
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1.3.2.1 170-ethinylestradiol
17a-ethinylestradiol (EE2) je nejbéznéjsi syntetickou formou estrogenu v kombinovanych
hormonalnich antikoncepc¢nich ptipraveich (pilulky, néplasti, vaginalni krouzky). Z divodu
jeho velké metabolické ztraty dosahuje metabolické dostupnosti 38-48 % pii peroralnim
podani. Tato ztrata je vSak mensi nez u ptirodnich estrogenti. Strukturni vzorec EE2 lze vidét

na obrazku 2 [3].

HO

Obrazek 2-Strukturni vzorec 17a-ethinylestradiolu

1.3.2.2  17p-estradiol
17B-estradiol (E2, obrazek 3) je u zen produkovan piedevsim v reprodukénim obdobi, kdy
vznikd ve vajecnicich, konkrétné ve folikulech (dozrévajicich vajiccich) a Zlutém
télisku, v t¢hotenstvi je také produkovéan placentou. U muzl vznikd estrogen pifeménou

testosteronu prostfednictvim enzymu aromatazy, ale tato pfeména je vétSinou omezena [8].

OH

HO

Obrazek 3—Strukturni vzorec 17f-estradiolu

Stimuluje rist délozni sliznice (endometria), vyvoj mléénych 714z a rozvoj dalSich Zenskych
sekundarnich pohlavnich znakt. Jeho dalsi dalezitou funkci je fizeni menstrua¢niho cyklu.
Mimo jiné zvySuje i hustotu kosti. Po menopauze, hladina estrogenu vyrazn¢ klesd, dochazi
ke sniZeni hustoty kosti asi 0 2 % za rok v prvnich 5-10 letech po menopauze, coz miize vést

k osteopordze. Pro tyto zeny je doporu¢ovana hormonalni substitucni terapie (HST) [5].
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1.3.2.3  Estron
Estron (E1) mé oproti 17B-estradiolu vyrazné slabsi estrogenni ucinek. V lidském téle je
produkovan ve vajecnicich, jatrech, nadledvinkach a podkoznim tuku. Strukturni vzorec E1 je

uveden na obrazku 4 [5].

HO

Obrazek 4-Strukturni vzorec estronu

1.3.2.4  Estriol
Estriol (E3, obrazek 5) je produkovan placentou, vyskytuje se tedy pievazné u t¢hotnych zen.

Jeho estrogenni ucinky jsou jako u estronu také vyrazné slabsi [5].

OH

.|IOH

HO

Obrazek 5-Strukturni vzorec estriolu

1.3.3 Gestageny
Gestageny predstavuji dalsi skupinu klicovych hormont, které se ptirozené tvofi v lidském téle.
Hlavnim zastupcem je progesteron. V 1é¢ivech a hormonélni antikoncepci se vyuZivaji jeho
syntetick¢é analogy. Zatimco v pfipad¢ estrogenni slozky je nejCastéji pouzivan

EE2, u gestagenni slozky je vybér variabilngjsi [4].

Gestageny obsazené v hormonalni antikoncepci se rozd€luji podle své androgenni aktivity na
tfi typy. Prvnim typem jsou gestageny rezidudlné androgenni, které mohou zpiisobovat vedlejsi
ucinky spojené s androgenni aktivitou. Druhym typem jsou gestageny slabé androgenni, jez
vykazuji témét nulovou rezidualni androgenni aktivitu a posledni skupinu tvoii gestageny

s antiandrogennim ucinkem, které pomahaji potlacovat nezadouci u¢inky androgenti [4].
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Vyse zminéné gestageny s androgenni aktivitou mohou zvySovat tvorbu kozniho mazu, coz
muze vést ke vzniku akné, nadmérnému ochlupeni a dal$im zméndm spojenym s ptisobenim
androgennich hormond. To je zplsobeno strukturni podobnosti androgenti a nékterych

gestagenu a jejich afinité k androgennim receptorim [10].

1.3.3.1  Progesteron
Progesteron (obrazek 6) je pfirozenym zéastupcem gestagentil. U Zen je produkovan ve Zlutém
télisku, ptipadné v placenté béhem téhotenstvi, kdy jeho hladiny mohou byt az 30—40krat vyssi.
Jedna se vSak také o vychozi slouceninu v biosyntéze ostatnich steroidnich hormoni, a proto

vznikd v mens$im mnozstvi i u muzi — naptiklad ve varlatech nebo v kife nadledvin [5].

@)

Obrazek 6-Strukturni vzorec progesteronu

K jeho hlavnim funkcim patii podpora vyvoje mlécné Zlazy, inhibice ovulace ve druhé fazi
menstrua¢niho cyklu a ochrana délozni sliznice prostfednictvim zvySeni viskozity hlenu
délozniho ¢ipku, ¢imz se ztézuje prinik spermii. V jatrech podléha rychlému metabolismu, coz
ma za nasledek velmi nizkou biologickou dostupnost a kratky biologicky polocas. Z tohoto
divodu je perordlni podani progesteronu neti¢inné. Po konjugaci s kyselinou glukuronovou

v jatrech dochazi k jeho inaktivaci, nasledné je vylu¢ovan moci ve form¢ pregnandiolu [11].
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1.3.3.2  Levonorgestrel
Levonogestrel je synteticky, rezidudlné androgenni gestagen. Vyuzivd se v hormonalni
antikoncepci a nouzovych pilulkach. Jeho hlavni funkci je zabranéni ovulace a zhuSténi
cervikélniho hlenu, tedy jako progesteron Zobrazeni strukturniho vzorce levonorgestrelu je

uvedeno na obrazku 7 [4].

Obrazek 7-Strukturni vzorec levonorgestrelu

1.3.3.3  Norethisteron
Norethisteron (obrazek 8) je jednim znejstarSich syntetickych rezidualné androgennich
gestagenll. Vyuziva se spiSe kterapii dysfunkéniho krvaceni z dé€lohy, endometridozy

¢i k odsunu menstruace [4].

)

Obrazek 8-Strukturni vzorec norethisteronu
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1.3.3.4  Drospirenon
Drospirenon (obrazek 9) patii mezi novejsi syntetické gestageny. Jeho vyhodou je schopnost
blokovat nebo snizovat u¢inky muzskych hormoni (tzv. antiandrogenni ucinek). Diky tomu
pomahd zmirnovat problémy s akné nebo nadmérnym ochlupenim. Mé vyuziti v kombinaci
s estrogenem v hormondlni antikoncepci ve formé tablet. Na rozdil od jinych analogl
progesteronu vykazuje mén¢ vedlejSich ucinkl a uzivatelky téchto piipravki jsou s jeho t€inky

zpravidla spokojenéjsi [12].
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Obrazek 9-Strukturni vzorec drospirenonu

1.3.3.5 Desogestrel

Desogestrel (obrazek 10) je synteticky gestagen, ktery se v organismu rychle preménuje na
aktivni metabolit etonogestrel, jenZ je zodpovédny za vysledné Ucinky. Jednou z vyhod
desogestrelu je univerzalni vyuziti, a to jak v kombinované hormondlni antikoncepci, tak
1 samostatn€ ve form¢ minipilulek. Ma vysokou afinitu k progesteronovym receptoriim a pouze
minimalni k androgennim receptorim. Pti davce, ktera inhibuje ovulaci, nedochézi k vedlej$im

androgennim ucinktim [13].

Obrazek 10-Strukturni vzorec desogestrelu
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1.3.3.6  Gestoden
Gestoden (obrazek 11) je synteticky hormon se slabym androgennim ucinkem, ktery
se zpravidla pouziva pii injekénim podani antikoncepce. Jeho vyhodou je vysoka ucinnost uz
pii nizkych davkach, a to diky vysoké biologické dostupnosti a delSimu biologickému poloc¢asu

eliminace [14].

Obrazek 11-Strukturni vzorec gestodenu
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2 Pritomnost estrogenii ve vodach a pudé

Estrogeny se dostavaji do vod a pud né¢kolika zplsoby, a to pfirozené nebo lidskou
¢innosti, proto je 1ze v soucasné dob¢ nalézt na riznych mistech v ekosystému. Déli se do dvou
hlavnich skupin: endogenni a exogenni. Endogenni jsou syntetizované v téle zivocichti, véetné
lidi, v pfipadé pfirozenych estrogennich hormonti se jedna o 17B-estradiol, estron a estriol.
Exogennimi estrogennimi latkami oznacujeme ty, které nejsou ptirozeného pivodu, tedy
pochazeji z vnéjsiho zdroje. Ptikladem exogennich latek je 17a-ethinylestradiol, ktery je bézné
pouzivany v hormonalni antikoncepci. Latky s estrogenni aktivitou Ize délit i dle ptvodu
na mykoestrogeny (produkty plisni), fytoestrogeny (rostlinny plvod) a xenoestrogeny
(antropogenni zdroje) [15]. Latky, které mohou narusovat hormonalni (endokrinni) systém,

se souhrnné oznacuji jako endokrinni disruptory.

Stanovenim steroidnich hormonti ve vodach se védci zabyvaji témét dvé dekady. Z obav
z enviromentalniho rizika Evropskd unie (EU) podnikla nékolik dulezitych kroka
k monitorovani a regulaci estrogennich latek ve vodach. Naptiklad byly estrogeny zatazeny na
seznam sledovanych latek, jenz slouzi k identifikaci latek, které mohou ptedstavovat riziko pro

vodni systémy a lidské zdravi v celé EU [16].
2.1 Zdroje estrogeni

2.1.1 Exkrementy a mo¢
V téle clovéka nastavd metabolismus estrogenti biotransformaci v jatrech. Procesy
biotransformace zahrnuji pfedevsim hydroxylaci, metylaci a poté konjugaci. Hydroxylace
probihd za ptitomnosti enzymii P450 (CYP1A1, CYPIB1 a CYP1A2) a jejim vysledkem je
navazani hydroxylovych skupin na molekuly estrogent. Nésledné¢ dochdzi k metylaci
katalyzované katechol-O-methyltransferazou (COMT). Poslednim krokem je konjugace, kdy
se na polarni funk¢ni skupinu vaze vysokomolekularni konjugacéni ¢inidlo. Vysledny konjugat
vykazuje niz§i biologickou aktivitu, vy$§i rozpustnost ve vodé a vétsi molekulovou
hmotnost, coZ usnadniuje jeho vylucovani z téla moci. Konjuga¢nim ¢inidlem byva uridin
difostat glukuronové kyselina nebo fosfoadenosin fosfosulfat. Jak 1ze vidét na diagramu na

obrazku 12, tyto kroky nemusi nutné probihat vSechny po sob¢.

Muze dochazet také k enterohepatalni cirkulaci, pfi niz se prodluzuje setrvani estrogent v téle.
K tomu dochézi dekonjugaci jejich metabolit stfevnimi bakteriemi, coZ umoziuje op&tovné

vstfebani nebo vylouceni aktivni formy estrogenu. Metabolity jsou nasledné vylucovany moci
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a stolici do odpadnich vod. Béhem transportu odpadnich vod mulze dochazet k dalsi

dekonjugaci, ktera pokracuje i pfi kontaktu s aktivovanym kalem v Cistirndch odpadnich

vod [17].
/O
17[3 Hydroxysteroid
dehydrogenaza
Sulfataza
Sulfotransferaza
© Estron Estradiol

Estron sulfat
Mlnorltm
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produkty
HO

2-hydroxyestron 16 hydroxyestron
Estrlol 2 hydroxyestradiol

/ CoMT \ COMT
Glukuronid
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SUI at G|UkUIO Id SU a
30 0 Sulfét :

2-methoxyestron

/ \ 2-methoxyestradiol

Sulfat Glukuronid
Sulfat Glukuronid

Obrazek 12-Biotransformace estrogenit — [17]

Dle studie zroku 2013, ktera se zabyvala prezenci estrogennich hormont, primérna zena

vylou¢i 2,4 pg 17B-estradiolu za den, té¢hotna Zena az 277 pg. Konkrétni hodnoty exkrece

estrogentl 1ze nalézt v tabulce 2 [22].
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Tabulka 2-Exkrece estrogenii lidmi [22]

Estron [pg/den] 17&;35301 Estriol [pg/den]

Zeny

Primérné 7,00 2,40 4,40

Téhotné 787 277 9850

Menstruujici 9,32 6,14 17,40

V menopauze 2,93 1,49 3,90

V menopauze s HST 31,50 59,20 90,70
Muzi

Primérné 3,51 1,83 3,21

Pti uzivani hormonalni antikoncepce ¢i 1€kl s hormony zavisi vylucované mnozstvi estrogent
na davce v 1éCivu. Lidstvo vylouci ptiblizn€ 30 000 kg/rok ptirodnich estrogenti a 700 kg/rok
syntetickych estrogenti [18].

Estrogeny nevylucuji jen lidé, ale také ostatni zvirata. Udava se, Ze hospodaistvi je jedno
z nejveétsich zneciStovatell prostredi estrogeny v konjugované a nekonjugované formé [18].
Steroidni hormony jsou uZivany i pro rychlejsi rlst zvifat napt. skot a ovce [20]. S timto
umélym uZzivanim je spojeno vyssi vyluCovani estrogent zvitaty. V EU je vSak podpoteni riistu
zvirat steroidnimi hormony pfisné zakazano, soucasné je zakazan dovoz ze zemi, kde je tato

praktika dovolena [19].

Pouziti exkrementli a moc¢i hospodaiskych zvifat jako hnojivo miiZze rovnéZz piedstavovat
problém, protoze Casto vede k uniku estrogeni do vodniho prostfedi, a to bud’ splachem do
povrchovych vod béhem dest, nebo vsakem do podzemnich vod. V téchto ptipadech mohou
estrogeny v rozpusténé formé pretrvavat mésice, zejména kvili nevhodnym podminkam pro
jejich degradaci [18]. V tabulce 3 lze vidét koncentrace estrogenli namétfené v nadrzich

s exkrementy zvirat a ve vodach v okoli.
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Tabulka 3-Namérené koncentrace estrogenii [18] (n.d. — nedetekovano)

Estron 17a-estradiol 17B-estradiol Estriol [ng/dm?]
[ng/dm?] [ng/dm?] [ng/dm?] &

Praseéi hnojisté | 5 900-150 000 |  4000-84 000 1800-49 000 n.d.
Kravské hnojisté | 2 500-80 000 2000-5000 800-27 000 n.d.

Odpadni vody o0 < 400 650-680 1 000-1 500 2 200-3 000

z praseci farmy

Vody I'm pod 68.1 n.d. 2,5 n.d.

povrchem

Povrchové vody 0,7 n.d. n.d. n.d.

2.1.2 Léciva
Jak uZ bylo v ptfedchozi podkapitole zminéno, dal§im ze zdroji znecisténi estrogeny jsou
hormonalni 1é¢iva a hormonalni antikoncepce. Tyto 1éky se vSak dostavaji do vod také
neodbornym zachazenim. Neuzivana ¢i prosla 1é¢iva by méla byt navracena do 1ékaren, avsak
¢ast populace je vyhodi do odpadu nebo splachne do toalety. Léky se dostavaji ku ptikladu

na nelegélni skladky. ZvySuje se tak jejich koncentrace v pudé€ a nasledn€ ve vodach.

2.1.3 Biologicky rozklad estrogent v prirodé
Biologicky rozklad estrogent v pfirodé je dileZity proces, ktery pfispiva k jejich redukci
ak ochrané¢ pfed potencidlné Skodlivymi uG¢inky téchto hormond. Probihd diky
mikroorganismiim, jako jsou bakterie, které se prirozené vyskytuji v ptidé a vodnim prostiedi.
Estrogeny byly detekovany v konjugované i1 nekonjugované formé¢ v pud€, odpadnich
vodach, povrchovych vodach, sedimentech i podzemnich vodach, kde také probiha jejich
degradace. Estrogenni aktivita v odpadnich vodach a fi¢nich systémech je priméarné ptipisovana
pfitomnosti volnych estrogent v disledku jejich neuplného odstranéni béhem ¢isténi odpadnich
vod. Usp&sna degradace vede k rozkladu téchto latek na jednodussi, méné toxické nebo zcela
neSkodné slouc¢eniny. Tuto kompletni preménu dokaZzi pouze nékteré kmeny bakterii, napiiklad
Comamonas testosteroni, které transformuji steroidni hormony, na CO: a H.O kaskadou

komplexnich katabolickych reakci za pomoci enzymt [23,24].

Proces degradace zavisi na celé fad¢ faktord, jako je dostupnost kysliku, teplota, pH, pfitomnost
zivin, tézkych kovil a slozeni mikroorganismi. V ptd¢ je navic ovlivnén typem pidy a mirou
sorpce. Sorpce a porovitost pidy mohou estrogeny chrénit pred rozkladem, coz vede k jejich

akumulaci a postupnému uvolilovani do vodniho prostredi [18,21].
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Ptirodni estrogeny maji kratké polocasy rozpadu, na rozdil od syntetickych, které jsou vici
biodegradaci rezistentnéjsi. Ve vodach byvaji polocasy rozpadu piirodnich estrogent 2-3 dny

a u syntetického EE2 bylo prezentovano 4-6 dni [18].

2.2 Pisobeni na organismy
Volné estrogeny se v piirodé chovaji jako endokrinni disruptory, znamena to, ze mohou byt
antagonisty Ci agonisty na estrogennich receptorech. Agonisté se vazi na receptory a aktivuji
je, zatimco antagonisté je neaktivuji [25]. Jejich nadmérny opakovany vyskyt mize vést

k negativnim dasledktim na zdravi a funkci organismd.

2.2.1 Bezobratli
Bezobratli jsou obsahla skupina zivocichi, kam patii napt. hmyz, korysi, mékkysi a dalsi. Dle
studii expozice EE2 ve vodnim prostiedi vyskytu bezobratlych jako je napt. plovatka bahenni
¢i nezmar obecny vedla knepfiznivému ovlivnéni miry lihnuti, poctu snaSenych
vajec, reprodukéniho chovani a velikosti téla. Jiné studie uvadi, ze u m&kkysu je toto plsobeni

hormont rozporuplné z diivodu odlisné fyziologie od obratlovct [26].

2.2.2 Ryby
U ryb je ovlivnéni estrogeny znacné, maji totiz podobny endokrinni systém jako savci.
V ptipadé¢ ryb, stejné¢ jako u savcl, estrogeny reguluji chovani souvisejici nejen

s reprodukci, ale take s teritorialnim chovanim nebo regulaci imunity [27].

Vlivem hormonalniho znecisténi dochdzi u samcii ryb jako jsou napi. okouni a pstruzi
ke zvySeni produkce vitellogeninu, ktery je béZné pfitomen u samic béhem rozmnoZovani.
Dochézi u nich ke zmenSeni gonad (varlat), feminizaci a rozvoji samicich pohlavnich znakd.
K produkei vitellogeninu dochazi jiz pti prekroceni koncentrace 0,1 ng/l EE2 [15]. Proto je

zvySeni koncentrace vitellogeninu u ryb hodnoceno jako biomarker hormonalniho znecisténi.

Dalsim disledkem hormonélniho znecisténi je zvySend Gmrtnost a Cast€jsi vyskyt fyzickych
deformaci u nékterych testovanych druhti ryb, jejichz embrya byla vystavena plisobeni EE2.
Hormonalni zneciSténi muze také ovliviiovat mezidruhové vztahy, nckteré studie totiz

dokladaji, ze estrogeny indukuji zmény v chovani predatort a kofisti u laboratornich populaci

ryb [26].
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2.2.3 Obojzivelnici
U obojzivelnika je ovlivnéni hormony obdobné jako u ryb. Dochdzi k vySsi koncentraci
vitellogeninu, feminizaci samcii a zménam ve varlatech. Zajimavym duasledkem piisobeni EE2
na samce je mozna zména chovani pii pareni. Ve studii zaméfené na vabeni samicek drapatek
vodnich samci pomoci zvukovych signalli, doslo po expozici EE2 (2.96 pg/l) u samci na
96 h k poklesu kvakani, az k jeho vymizeni. Samicky také preferovali samce, ktefi nebyli

vystaveni ptisobeni EE2, avSak tato koncentrace by v ptfirod¢ neméla byt bézna [28].

2.2.4 Lidé

Savci, veetné lidi, mohou pfijit do kontaktu s estrogeny prostfednictvim vody, pidy ¢i stravy.
Byly zaznamenany ptipady zvySené koncentrace estrogent v listové zelenin€ a mléce, avSak
tyto hodnoty nebyly povazovany za nebezpeéné. V Ciné byly provedeny i testy na rybach, které
jsou pro mnoho lidi potravou, koncentrace estrogeni v nich nalezené byly blizko limitu detekce

analytickych pfistroji, tyto koncentrace se mohou ve svété samoziejmé lisit [29,30,31].

Zvyseny ptijem estrogend u ¢loveka je spojen s nartistem vyvojovych poruch. V téhotenstvi
mohou ovlivnit tkdn¢ plodu, coz mize vést k riznym abnormalitdm béhem jeho vyvoje [32].
Nékolik studii rovné€Zz naznacuje, Ze zvySené koncentrace estrogenli mohou sniZovat produkci
spermii u muza. Existuji také obavy, ze dlouhodobé expozice vy$§im koncentracim estrogenii
zvySuje riziko vzniku rakoviny prsu u Zen a rakoviny prostaty ¢i varlat u muzi. NaSe znalosti

v této oblasti vSak stale zlistavaji omezené, a je tfeba proveést dalsi vyzkum [33,34].
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3 Analytické metody stanoveni estrogenii ve vodach

Ptitomnost estrogeni ve vodach je odlisSna v zavislosti na zemi vyskytu, zplisobu cisténi
vody, uzivani hormonalnich 1é¢iv atd. Co se tyka ceské legislativy, limit v pitné vodé je
stanoven pouze pro 17B-estradiol. Od ledna 2024 byla jeho dovolend koncentrace v pitné vod¢

snizena na 1 ng/l [35].

3.1 Odbér a dprava vzorku
Pro spravny odbér vzorku je potieba pouzit Cistou a nekontaminovanou vzorkovnici, naptiklad
sklenénou nebo PE lahev. Pokud je odebirdn vzorek z vodovodniho kohoutku je tieba nechat

vodu odtéct. Vzorkovnice se vyplachne vzorkem kohoutkové vody a nasledné naplni [36].

Pti odbéru vzorku naptiklad z feky je dilezité, aby odbér probihal v pravidelnych intervalech
napt. po dobu 24 hodin kazdé 2 hodiny. Timto zpisobem ziskame vzorek, ktery 1épe odrazi
pramérné slozeni béhem celého dne a je tak zajiSténa reprezentativnost vzorku. V piipadé
vzorkovani u &istirny odpadnich vod (COV) lze vyuzit pfimo vypusts. Po odebréani je vzorek
ve vétSiné pripadii uchovavan pfii teploté¢ 4 °C v temnu a analyzovan do 24 hodin [37,39].
Nékteré studie vSak uvadéji moznost zpracovani vzorkl az do 72 hodin po odbéru [38]. Pro
zamezeni dal§i degradace estrogenti 1ze rovnéZz ptidat vhodny konzervaéni prostiedek [40]. Pred
samotnou extrakci a analyzou se vzorky filtruji ptes sklenény filtr s velikosti porii v fadu desetin

az jednotek mikrometrii [37-41].

3.2 Extrakce

Piiprava vzorku k analyze je ¢asové velmi narocny proces a zabird velké mnoZstvi Casu
z celkové analyzy, pficemz je potieba, aby byla co nejucinngjsi a snadno reprodukovatelna.

Mezi nejbéznéjsi zptusoby upravy vzorkii vod patii extrakce tuhou fazi (SPE), ktera

v poslednich letech stale ¢astéji nahrazuje tradi¢ni extrakci kapalina-kapalina (LLE) [42].

3.2.1 SPE
Pti extrakci tuhou fazi dochazi k sorpci analytu na pevny sorbent a jeho nasledné
desorpci, promyvanim vhodnymi rozpoustédly. Tento postup umoziiuje separaci analytu od
rusivych latek a zaroven jeho zakoncentrovani. SPE miize byt provadéna off-line nebo on-line

a vzhledem k nizkym koncentracim estrogenti ve vod¢ musi byt velmi G¢inna.

V SPE se vyuzivaji kolonky, které maji tvar podobny injekénim stfikaCkam a jsou vyrobeny

ze skla nebo polypropylenu. Tyto kolonky jsou naplnény riznym mnozstvim sorbentu o rizné
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velikosti ¢astic nebo 1ze vyuzit disky. Z chemického hlediska jsou sorbenty zpravidla zaloZeny

na bazi silikagelu s riiznymi modifikacemi, naptiklad s navazanymi C18 skupinami. V ptipadé

diski se muze jednat o tenké membrany vyrobené z PVC nebo PTFE a pfislusné

modifikovaného sorbentu. Volba druhu sorbentu zavisi na polarité analyzované¢ho vzorku. Pii

extrakci estrogent z vody se zpravidla vyuziva nepolarni stacionarni faze [43].

Standardni postup SPE se skldda z nékolika navazujicich kroki:

1.

Kondicionace

Sorbent v SPE kolonce je nejprve aktivovan vhodnym rozpoustédlem (napiiklad
methanol) a néasledné rozpoustédlem vhodnym pro sorpci vzorku, aby se vytvofilo
prostfedi kompatibilni s analytem. Tento krok také odstranuje ptipadné nelistoty

z povrchu sorbentu.

Naneseni vzorku
Vzorek je nanesen na sorbent. Cilové latky se vazou na povrch sorbentu, zatimco

nezadouci slozky prochézi bez zadrzeni.

Promyvani
Pomoci vhodného rozpoustédla jsou odstranény zbylé interferujici latky (matrice), které
by mohly ovlivnit Cistotu sledovanych latek a komplikovat jejich analyzu. Tento krok

je kliCovy pro zajisténi vysoké selektivity a Cistoty extrahovanych latek.
Suseni

Pokud se elu¢ni rozpoustédlo zna¢né 1i8i od promyvaciho roztoku, 1ze kolonku vysusit

proudem inertniho plynu. Tento krok je variabilni a vZdy se nezatfazuje.

Eluce
Cilové analyty jsou uvolnény ze sorbentu pomoci elu¢niho rozpoustédla. Eluat je jiman

a zpracovavan [42,43].

Extrakci tuhou fazi 1ze s ispéchem miniaturizovat, zpravidla pouzitim mensich kolonek, a poté

mluvime o mikroextrakeci. Umisténi sorbentu pii mikroextrakcich vSak nemusi byt omezeno

pouze na kolonky. S tispéchem lze vyuzit plnéné Spicky pipet, michadla nebo kiemenna vlakna

pokryta riznym typem polymerniho materialu. Extrakce tuhou fazi tak nabizi Sirokou Skalu

modifikaci [44].
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Alternativou bézné pouzivanych SPE sorbenti mohou byt molekularné tisténé polymery (MIP).
Jsou vysoce selektivni a odolné vii¢i kyselindm, zdsadam, ¢i organickym kyselindm. Jsou
mechanicky odolné a lze je produkovat ve velkém méfitku. Vyhodou muize byt i syntéza
magnetickych MIP, kdy jejich magnetické vlastnosti mohou zjednodusit separaci. Nevyhodou
je nizka kapacita [45]. Ptiprava MIP zacina polymerizaci zvoleného monomeru v pfitomnosti
analytu jako templatu. Nasledné je templat vymyt vhodnym rozpoustédlem z polymerni matrice
a vzniklé kavity jsou selektivni pro dany analyt. V nékterych studiich jsou MIP piidavany pfimo

do vzorku [46].

Nové pevné sorbenty jsou neustale vyvijeny, aby splnily efektivitu ¢i stale vice vyzadovanou
udrzitelnost. Novym a zajimavym typem muize byt sorbent na bazi tenkovrstvého Zelatinového
filmu naneseném na celulézovém papiru, ktery byl testovan vyzkumnou skupinou ze Spanélska
na vzorcich povrchové vody a lidské moci [47]. Sorbent lze lehce piipravit v laboratofi
namocCenim filtra¢niho papiru do glutaraldehydu a nanesenim zelatiny na ob¢ strany
s naslednym ponechanim po dobu 24 hodin pii pokojové teplotd. Ucinnost extrakce byla

srovnatelna s klasickymi metodami SPE [47].

3.2.2 QuEChERS
Dalsi hojn€ vyuzivanou extrakéni metodou je QUEChERS, z anglického Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe, tedy rychly, jednoduchy, levny, efektivni, robustni a bezpecny.
Metoda QUEChERS ma riizné modifikace, které se 1iSi upravami navazek a objemt vzork

1 chemikalii.

Obecny postup spoc¢iva v homogenizaci vzorku a jeho zvaZeni do zkumavky. Ke vzorku je
pridano rozpoustédlo vhodné pro zvolenou chromatografickou analyzu, vzorek je tfepan bud’to
rucn€ nebo za pomoci vortexu, néasledné jsou pfidany separacni soli nejcastéji chlorid sodny
a siran hotecnaty, ktery je dilezity také jako susidlo. Déle je mozné ptidat dalsi soli pro Upravu
pH. Soli jsou bud’ navézeny pfedem nebo zakoupeny jiZ pfipravené ve zkumavkach. Vzorek je
promichan a odstfedén. Supernatant je pfemistén do mensi zkumavky a precistén riznymi
sorbenty, napf. PSA — polymerné navéazana ethylendiamin-N-propylova faze obsahujici
primarni a sekundarni aminy. VSe je promichano, centrifugovano a vysledny supernatant je

analyzovan [48].
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3.3 Chromatografie
Chromatografie je analytickd metoda slouzici k separaci a analyze vzorku. Podstatou této
metody je rozdélovani slozek smési mezi dvéma nemisitelnymi fazemi stacionarni
(nepohyblivou) amobilni (pohyblivou). Tyto faze se l1isi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, naptiklad polaritou. Béhem chromatografické analyzy se vzorek pohybuje spolu
s mobilni fazi a jeho slozky (analyty) reaguji odlisSné s obéma fazemi. Analyty, které maji vyssi
afinitu ke stacionarni fazi, se pohybuji pomaleji, protoze jsou v této fazi vice zadrzovany.
Naopak analyty, které vice interaguji s mobilni fazi, se pohybuji rychleji a projdou systémem

drive. Tento rozdil v rychlostech umoziuje separaci jednotlivych slozek smési a jejich analyzu.

Tuto distribuci latek mezi mobilni a stacionarni fazi Ize popsat distribu¢ni konstantou [49]:

KD —_ (Ci)S (1)

 (€m
kde (ci)s —koncentrace analytu ve staciondrni fazi, (ci)m —koncentrace analytu v mobilni fazi

Cim vyS$si je hodnota Kp, tim vice je latka zadrZzovana v kolong€. Pro uspé$nou analyzu

je nutné, aby se Kp jednotlivych slozek dostate¢né lisily.

Existuje né€kolik druhti chromatografie a lze je rozdélit na zdkladé rGznych kritérii.
Chromatografie se déli podle fyzikalné-chemického principu na n€kolik typii, mezi které patii
adsorp¢ni chromatografie, rozdélovaci chromatografie, iontoveé vyménna
chromatografie, gelova permeacni chromatografie a afinitni chromatografie. Podle skupenstvi
mobilni faze rozliSujeme kapalinovou chromatografii, plynovou chromatografii
a superkritickou fluidni chromatografii. Podle uspofadani stacionarni fdze se chromatografie

déli na kolonovou chromatografii, kapilarni chromatografii a ploSnou chromatografii [50,51].
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3.3.1 Vysokotucinna kapalinova chromatografie
Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC) je bézné vyuzivanou technikou
v analytickych laboratotich diky své vysoké citlivosti a pfesnosti. Pro ¢inné€jsi separaci a veétsi
rozliSeni latek se v HPLC pouzivaji kolonys velmi malymi casticemi staciondrni
faze, o velikosti nad 2 pm. Pokud jsou pouzity mensi ¢astice, mluvime o ultra vysokoucinné
kapalinové chromatografii (UHPLC). Tyto malé Castice vSak vytvaieji znacny odpor vici
pratoku mobilni faze, proto se pro Cerpani mobilni faze musi pouzivat kvalitni Cerpadla, ktera
jsou schopné odolévat vysokym tlakiim [52]. Zékladni schéma chromatografu je zobrazeno

na obrazku 13:

| ‘ i Vzorek
H Detekt
Cerpadlo Dévkovac :II—I- etektor
HPLC kolona I

Mobilni faze Zpracovani dat
L4

Odpad

Obrdzek 13-Instrumentace v HPLC [52]
Vystupem analyzy je chromatogram, na némz jsou jednotlivé separované latky zobrazeny jako
piky a podle jejich polohy (reten¢ni €as) je mozné zjistit o jakou latku se jedna (kvalita)
a z plochy daného piku usuzujeme na mnozstvi stanovované latky (kvantita). Jednoduchou

ukazku chromatogramu Ize vidét na obrazku 14:

A
c
Odezva B
detektoru "| L
k‘n—r" |\_
Cas [min]

Obrazek 14-Chromatogram [53]
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3.3.1.1  Stacionarni faze
V HPLC se jako stacionarni faze nejcastéji vyuzivaji Castice silikagelu (oxid kifemicity)
o velikosti 3—7 um, které jsou umistény v chromatografické kolon¢€. V zavislosti na pozadované
polarité stacionarni faze a oblasti vyuziti byvaji chemicky modifikovany. Zatimco v systémech
s normalnimi fazemi se pouziva neupraveny silikagel, v systémech s obracenymi fazemi je
nejbeéznéjsi modifikaci povrchu stacionarni faze navazani uhlovodikovych fetézct, jako je C18
(oktadecyl) nebo C8 (oktyl). Castice stacionarni faze mohou byt poérovité nebo povrchové
porovité, kdy na pevny zéklad je nanesena vrstva porovitého materialu. Tyto ¢astice dosahuji

vys$si tcinnosti separace, ale maji niz$i kapacitu [54].
3.3.1.2  Mobilni faze

Mobilni faze je kapalné rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel, které proudi kolonou a unasi
vzorek. Rozpoustédla jsou volena dle vlastnosti vzorku a pouzité stacionarni faze. V systémech
s obracenymi fazemi je mobilni faze polarni typicky smés vody s methanolem nebo
acetonitrilem. V systémech s normalnimi fdzemi je mobilni fdze nepolarni naptiklad hexan

nebo pentan s piidavkem malého mnozstvi polarniho rozpoustédla, napi. 2-propanolu.

Pokud se sloZeni mobilni faze v pritbéhu separace neméni, hovotfime o isokratické eluci. Pokud

se slozeni béhem separace méni, jedna se o gradientovou eluci. Gradientova eluce se pouziva

vvvvvv

Mobilni faze je Cerpana ze zasobnikil pomoci vysokotlakého ¢erpadla, proto je nezbytné ji pred
pouzitim odplynit. Nejcastéji se odplynéni provadi ultrazvukem, probubldvanim

heliem, ptipadné lze vyuzit vakuovy ,,degasser zabudovany ptimo v HPLC systému [49,55].

3.3.1.3  Cerpadla
Transport mobilni faze kolonou je zajiStén vysokotlakym cerpadlem, které casto musi
dosahovat tlakli az 60-80 MPa, u UHPLC az 150 MPa. Zaroven je nezbytné, aby cerpadlo
zajist'ovalo stabilni a reprodukovatelny priitok v Sirokém rozmezi (0,1-10 ml/min). Proto musi
byt vyrobeno zchemicky odolnych materialii, které odolavaji organickym rozpoustédlim
bézné pouzivanym v HPLC i za vysokych tlakii. V sou€asnosti se nej¢astéji vyuzivaji pistova

¢1 membranova Cerpadla.
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Pistové Cerpadlo se skladé z pistu a valce. Pohyb je vyvolan krokovym motorem ve spojeni
s vaCkovou htideli, ktery zajistuje jeho posun tam a zpét. Obecné schéma lze vidét

na obrazku 15.

Do kebeny

Mowpr |

Obrdazek 15-Schéma pistového cerpadla [56]
Pohyb pistu je tedy periodicky, béhem sani se pist pohybuje doll, coz snizuje tlak uvnitt
valce, vstupni ventil se otevie a kapalina je nasavana. Kdyz pist pohybuje nahoru, tlak ve valci
se zvySuje, vstupni ventil se uzavie a vystupni ventil se otevie. Kapalina je ndsledn€ vytlacena
z valce do chromatografického systému. Dochézi ke stiidani saci a vytlacné faze a tok neni
konstantni. Pro eliminaci nezadoucich vlivll z pulzace, kterym by mohlo byt navySovani Sumu
méfteni ¢i kolisani reten¢nich Cast, byvaji vyuZity dva pisty s opaéné nastavenou vytlanou

a saci fazi [56].

3.3.14 Davkovaci systém
Ucelem davkovaciho systému je nastfik vzorku, ktery je mozné provést manualné pomoci

Sesticestného davkovaciho ventilu nebo automaticky s vyuZitim autosampleru.

Manualni smyckové davkovace vyzaduji obsluhu a rucni manipulaci. Maji zpravidla dvé
polohy. V plnici poloze (obrazek 16A) se vzorek naplni do davkovaci smycky pomoci injekéni
stiikacky. Ventil se poté piepne do davkovaci polohy (obrazek 16B), kterd umoziuje proudéni
mobilni faze pfes smycku a dochdzi k vymyti vzorku a naddvkovani na chromatografickou

kolonu [55].
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Obrazek 16-Schéma davkovaciho ventilu [55]

Automatické davkovace (autosamplery) jsou vybaveny pohyblivym ramenem, které
automaticky odebird vzorky z vialek v zasobniku a davkuje je do systému. Existuji také

autosamplery s fixnim ramenem a pohyblivym zasobnikem [57].

3.3.1.5 Detekce
Eluat z kolony je veden na detektor, ktery na zaklad¢ rGznych fyzikalné-chemickych principii
zaznamenava separované latky. Detektory lze rozdé€lit na destrukéni a nedestrukéni. DalSim
rozdélenim miize byt na detektory selektivni a univerzalni. Ideélni detektor by mél umoznovat
detekci vSech pritomnych latek, mél by byt tedy univerzalni. Mé&l by mit okamzitou
odezvu, ktera by méla byt linearni s vysokou citlivosti a nizkou Urovni Sumu. DuleZitym
aspektem je i robustnost, odolnost vii¢i zménam teploty, pritoku mobilni faze a tlaku. Avsak

takto idealni detektor neexistuje a vypsanym pozadavkim se lze pouze ptiblizit [57].

Spektrofotometrické detektory

Ve vétsing ptipadid se v HPLC vyuzivaji spektrofotometrické detektory pracujici v UV/VIS
oblasti, které méefi absorpci zafeni zpravidla v rozsahu 200-600 nm. Jedna se o koncentracni
detektory, kdy méfena absorbance je pfimo imérna koncentraci, coZ popisuje Lambert-Beertiv

zakon popsany v rovnici 2.
A=c¢-1l-c 2)

kde A — absorbance, € — molarni absorpéni koeficient, 1 — tloustka absorbujici
vrstvy, ¢ — koncentrace latky

Rozezndvame Ctyti konstrukéni typy spektrofotometrickych detektord. Prvni je s fixni vinovou
délkou, kterou Ize zménit pouze vymeénou za jiny filtr nebo zdroj zéfeni, nejcastéji pouzivana
vlnova délka je 254 nm generovana rtutovou vybojkou. Druhy typ umoznuje ménit vinovou

délku v uréitém rozmezi. Tteti typ disponuje programovatelnou vinovou délkou, kterou lze
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ménit i béhem probihajici analyzy. Ctvrty typ vyuZiva diodové pole (DAD) a umoZiiuje snimani
celého spektra v realném case. Schéma detektoru s diodovym polem lze vidét na

obrazku 17 [58].

pratoéna

’ v cela hranol
achormaticka detektoru
cocka

Stérbina

zdroj viditelného
svétla

zdroj UV
svétla

diodové pole

Obrazek 17-Schema DAD [58]

RozloZeni na jednotlivé vinové délky je mozné za pomoci hranolu, rozloZzené svétlo dopada
na diodové pole. Na konci detektoru je desticka s velkym mnozstvim fotodiod (diodové
pole), zde dochézi k detekci. Na kazdou diodu dopada uzka cast spektra napt. 2 nm, lze tedy
mefit celé UV/VIS spektrum najednou [57].

Fluorimetricky detektor

Fluorimetricky detektor monitoruje sekundarni zafeni, které vznikd po absorpci primarniho
zateni molekulou. Tyto detektory jsou vysoce selektivni, protoze fluorescenci vykazuje pouze
omezené mnozstvi latek. Soucasti fluorimetrickych detektori jsou rtutové nebo xenonové
vybojky s interferen¢nimi filtry ¢i monochromatory. Nasledna detekce sekundarniho zéateni

probiha zpravidla kolmo na fotondsobi¢ [57].

Elektrochemicky detektor

Elektrochemicky detektor umoznuje analyzu latek schopnych elektrochemické reakce, ktera
zpisobi méfitelnou zménu elektrické veliCiny (elektrodovy potencidl, proud, kapacita, néboj).
Detekované latky prochéazi pritokovou celou, v niZ je uloZena pracovni elektroda s pracovnim
napétim, dilezitym pro elektrochemickou reakci, pfi¢emz systém je bud’to dvouelektrodovy
nebo tiielektrodovy. Meéfeny elektricky signal je imérny latkovému mnozstvi detekované
slozky. Tato detekce vynikd vysokou citlivosti, kterd je srovnatelnd s fluorimetrickymi
detektory. Pfikladem elektrochemickych detektori mohou byt napf. amperometricky

a coulometricky. U amperometrického detektoru se méti proud pfii priichodu oxidované nebo
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redukované formy pritokovou celou pii konstantnim potencidlu, zatimco coulometrické
detektory méti naboj, ktery je potieba k oxidaci nebo redukci celkového mnozstvi latky.
U téchto typt detektora je nutné pouzit vodivé mobilni faze. Navic mobilni faze musi byt Cista
a dokonale odplynéna, nebot’ v pfitomnosti kysliku by dochdzelo ke zvySeni Sumu zakladni

linie [57].

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) slouzi k identifikaci chemickych sloucenin prostiednictvim
ionizace anorganickych ¢i organickych molekul, pficemz vzniklé ionty jsou ndsledné
separovany analyzatorem podle poméru hmotnosti k néboji (m/z) a detekovany. V kombinaci
s HPLC se vyuzivaji tzv. mékké ionizac¢ni techniky, které minimalizuji fragmentaci.
Nejrozsitenéjsi metodou je elektrosprejova ionizace (ESI), pfi niz je vzorek rozpraSen do
jemného aerosolu v silném elektrickém poli. Z téchto kapek se postupné odpatuje
rozpoustédlo, kapky se zmensuji, az nakonec vzniknou volné ionty, které jsou nasledné

separovany.

Separace iontli probihd v analyzatoru, jehoz typ zasadné ovlivituje rozliseni i citlivost celého
pfistroje. Nejcastéji se pouziva kvadrupol, ktery pomoci oscilujiciho elektrického pole
selektivné propousti pouze ionty s ur€itou hodnotou m/z do detektoru. Mezi dalsi typy
analyzatort patii iontova past, analyzator doby letu (TOF) nebo Orbitrap. Po separaci iontl

detektor zaznamenava jejich pfitomnost a intenzitu signalu, ¢imz vznikd hmotnostni spektrum.

Hmotnostni spektrometrie je ve spojeni s HPLC povazovana za destruktivni detekéni metodu,
protoze analyzovany vzorek je béhem meéfeni spotfebovan. Diky své vysoké citlivosti
a specifité je MS Siroce vyuzivana pii detekci stopovych koncentraci analytd, identifikaci

neznamych sloucenin a kvantifikaci latek v riznych matricich [59].
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3.4 Plynova chromatografie
V plynové chromatografii (GC) se jako mobilni faze pouziva inertni plyn, napf.
dusik, argon, helium nebo vodik, ktery se neucastni chromatografické separace a pouze unasi
separované latky chromatografickou kolonou. Davkovani vzorku je provedeno v rlizném
davkovacim zafizeni, které je voleno podle zplisobu davkovani. Davkovany vzorek musi byt
plyn nebo tékava kapalina, kterou lze za podminek davkovani prevést na plyn. V kolon¢ dochazi

k sorpci analytl na stacionarni fazi, ¢imz se umoziuje jejich separace.

Stacionarni faze ma rizné podoby mitiZe se jednat o napliiové kolony s pevnou latkou (aktivni
uhli, silikagel, oxid hlinity, polymery atd.) ¢&i vysokovrouci kapaliny nanesené na
pevném, inertnim nosici. Dosahuji délek 1 m a vice, jejich vnitini primér je 1-4 mm. Ve vétsiné
ptipadu se pouzivaji kapilarni kolony, u nichz je sorbent nanesen v tenké vrstveé na vnitini sténu

upravené kiemenné kapilary o délce pfiblizn€ 30 m a primeéru 0,1 az 0,5 mm [55].

Kontrola
priitoky Didwkowdnl

o=
Hl}h:ll'la-\‘l l) aleh'tﬂ;

Termostat kalomy

Zpracovani
signalu

Mosny plyn

Obrazek 18-Schéma GC [55]
Netckavé slouceniny, tedy i estrogeny, lze pied analyzou derivatizovat, ¢imz se zvysi jejich
tékavost a umozni jejich stanoveni metodou GC. Derivatizaci dojde nejen ke zvySeni tékavosti,
ale také ke zlepSeni tepelné stability a sniZeni polarity. Oblibenou metodou derivatizace je
silylace, pfi niz silyla¢ni ¢inidlo nahrazuje vodik na poldrni funkéni skupiné za nepolarni
alkylsilylovou skupinu. Casto pouzivanym ¢&inidlem je TMSI (N—trimethylsilylimidazol).
Lze pouzit také cinidla BSA  (N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid) a BSTFA
(N,O—bis(trimetylsilyl)trifluoracetamid), nebo cinidla kombinovat. Reakce vzorku
s derivatizacnim Cinidlem probiha za zvySené teploty po dobu n¢kolika minut a nasledné po

ochlazeni na laboratorni teplotu 1ze vzorek analyzovat [60].
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Nasledna detekce separovanych latek v eludtu probihd nejcastéji v plamenové ioniza¢nim
detektoru, ktery je schopny detekovat témér vSechny organické slouCeniny. Princip méfeni je
zaloZen na vzniku ioniza¢niho proudu, ktery vznika pii spalovani organickych latek v plameni.
Eluat z kolony je piivadén do hotéku, kde je spolecné s palivem (vodikem) a oxida¢nim
¢inidlem (obvykle vzduchem) spalen. V piitomnosti pouze nosné¢ho plynu vytvaii plamen
minimalni mnozstvi iontl, a tedy i velmi slaby ioniza¢ni proud. Jakmile vSak do plamene
vstoupi eluat s analyzovanou latkou, dochazi ke vzniku velkého mnoZzstvi iontovych fragmenta
a elektroni. Tyto nabité ¢astice jsou zachyceny mezi dvéma elektrodami, mezi nimiz je
aplikovano konstantni stejnosmérné napéti. Vysledkem je vyrazné zvysSeni elektrické vodivosti

a tim 1 ioniza¢niho proudu, ktery je pfimo timérny koncentraci analyzované latky [61].

Dalsi moZnou volbou je tepelné vodivostni detektor (TCD), coZ je univerzalni detektor, ktery
obsahuje dvé oddélené komory, které obsahuji odporové vyhtivané vlakno. Do jedné komory
proudi Cisty nosny plyn, zatimco druhou protékd eluat ze separacni kolony. Pokud eluat
neobsahuje analyzovanou latku, zistavaji podminky v obou komorach shodné a teploty
odporovych vlaken jsou identické. Jakmile se vSak v eludtu objevi analyzovana slozka, zméni
se tepelnd vodivost proudiciho plynu, coz vede k odlisné schopnosti odvadét teplo a tim
ke zméné teploty vlakna v mérné komote. Tento rozdil se projevi zménou elektrického

odporu, kterd je zaznamendna jako detekéni signal [62].

Dalsim typem velice ¢asto vyuzivaného detektoru je hmotnostni spektrometr. Pro vznik iontl
se pfi spojeni GC/MS nejcastéji vyuzivd elektronové ionizace, coZ je tvrdd ionizacni
technika, a proto vznika velké mnoZzstvi fragmentovych iontl. Ve spektru jsou pozorovany
ionty s lichym poctem elektrontl, radikaly. Pfi interpretaci hmotnostnich spekter 1ze vyuzit

bohatych knihoven spekter, coz je velka vyhoda spojeni GC/MS [59].
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4 Stanoveni estrogenii pomoci vybranych analytickych metod

Pro analyzu estrogeni ve vzorcich pitné [37,40,65,66,73] a povrchové vody
[39,40,63,65-67,69,71,72] se  vyuziva  kapalinovd  [37-41,63-66] ¢i  plynova
chromatografie [67-74]. 'V nékterych studiich byly analyzovany také vzorky vod
z COV [38,39-41,64-68,71]. Ve vétsiné piipadt se jednalo o analyzu piirozenych estrogenti
(E1, E2 a E3), ze syntetickych se stanoveni tyka EE2.

4.1 Extrakce

Pted samotnou analyzou estrogentl je nutna jejich izolace a pro jejich stopové koncentrace je
nutné 1 jejich zakoncentrovani. Pro upravu vzorkil se nejcastéji voli rizné zplsoby extrakce na

tuhé fazi.

Pti SPE se nejcastéji vyuzivaji extrakéni kolonky plnéné bud’ modifikovanymi C18 sorbenty
[38,41,63,65,66,68,74], nebo polymernimi materidly (napt. HLB) [39,40,41,64,67-70].
Sorbenty na bazi oktadecyl silikagelu jsou silné hydrofobni, a proto jsou zvlasté vhodné pro
extrakci lipofilnich sloucenin, jako jsou pravé estrogeny. Polymerni HLB sorbenty oproti tomu
vykazuji vyvazené hydrofilni a lipofilni vlastnosti, vysokou sorp¢ni kapacitu a jsou stabilni

v Sirokém rozsahu pH (0-14) [75].

Utinnost extrakce endokrinnich disruptorti z vod, véetnd estrogentl, byla studovana Sghaier
a kol. [68]. V ramci této studie byly testovany tfi typy kolonek: jedna plnéna polymernim
sorbentem (Supel-Select HLB) a dvé s ndplni na bazi C18 sorbentu (Supelclean ENVI-18
a Supelclean LC-18). Kolonka Supel-Select HLB vykazovala vét§i Uc¢innost extrakce pro
vétSinu sledovanych endokrinnich disruptorii (obrazek 19), a proto byla vybrdna pro jejich

stanoveni [68].
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Obrazek 19-Porovnani vytéznosti tii SPE kolonek, kde HLB (zeleny sloupec) je kolonka Supel-Select HLB, C18 (modry
sloupec) je Supelclean LC-18 kolonka a ENVI (Cerveny sloupec) je kolonka Supelclean ENVI-18. Extrahované endokrinni
disruptory byly nasledujici: 4-nonylfenol (NP), bisfenol A (BPA), 17a-estradiol (aE2), estron (El), testosteron (TST),

17a-ethinyletradiol (EE2), progesteron (PG) [68]

Za ucelem zjednoduseni extrakéniho procesu se v praxi Casto vyuziva automatizované
provedeni SPE, v on-line formé pfimo propojené s chromatografickou technikou. Pfestoze
tento pfistup cely postup usnadiuje, off-line varianta SPE je obecné povazovana za G¢inngjsi
[41,65]. U nekterych vzorka odpadnich vod se po SPE extrakci doporucuje provést dodatecné

precisténi od polarnich interferentti, naptiklad pomoci kolon plnénych silikagelem [40].

Extrakce pomoci SPE nemusi byt nutné provadéna s vyuzitim klasickych kolonek. Ferreira
a kol. [37] zvolili alternativni pfistup vyuZivajici magnetické nanocastice GO/y-Fe20s (oxid
grafenu / maghemit). Tato metoda je sice narocnéjsi z hlediska ¢asu i manipulace, zejména pii
odd¢lovani nanoc¢astic magnetem, ptesto predstavuje zajimavou alternativu ke konvencnim

SPE technikdm. Vysledky navic ukazuji srovnatelnou vytéznost.

Dalsi mozZnosti jsou MIP sorbenty, které lze vyrobit v laboratofi ¢i zakoupit. Komeréné
dostupna MIP kolonka Affinimip® specidlné vytvoiena pro extrakci estrogenti byla testovana
a porovndna s LLE dichlormethanem litevskou skupinou Zacs a kol. [73]. Ve studii bylo
zjiSténo, ze metoda LLE vykazuje sice pfijatelnou u€innost (95 - 113 %) pfi izolaci vybranych
estrogentl, konkrétné E2, EE2, avSak jeji praktické vyuziti je spojeno s nékolika nevyhodami.
Mezi hlavni nevyhodu patii vyrazna ¢asova narocnost této metody (zpracovani deseti vzork
trvalo pfiblizné dvé hodiny) a zarovei vysoka produkce nebezpecného odpadu. Naopak metoda

SPE s pouzitim MIP, byla v rdmci studie vyhodnocena jako efektivnéjsi alternativa. Extrakce
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deseti vzorkli prostiednictvim SPE byla dokoncena za méné nez jednu hodinu, pficemz
produkce organického odpadu byla ptiblizn¢ desetkrat nizsi nez u LLE. Nevyhodou pouziti
MIP jsou vsak vyssi ndklady na extrakci, cena jedné MIP kolony ¢ini 4,5 € (cca 112,5 K¢).
Nicméné vyssi naklady jsou kompenzovany vyssi selektivitou a acinnosti MIP sorbentu

(104 - 113 %) pii analyze estrogentl, ve srovnani s ¢asto pouzivanymi C18 sorbenty [73].

4.2 Stanoveni pomoci kapalinové chromatografie
HPLC je pro analyzu estrogentt velmi ¢asto pouzivana [37-39,64,66], pficemz standardné
se vyuziva systémil s obracenymi fazemi, kde jako stacionarni faze se standardné voli chemicky
modifikovany oktadecyl silikagel a jako mobilni f4ze nejcastéji acetonitril v kombinaci s vodou
[37,38,63,64] nebo methanol s vodou [39,40,65,66]. Mobilni faze byva Casto okyselena HCI
[64] ¢i H3PO4 [37] nebo pufrovana. Pokud se vyuziva spojeni HPLC/MS, je mozné jako
ptidavek do vodné faze vyuzit roztok NH4F, ktery zlepSuje rozliSeni estrogeni [39,40,65]. Pro

urychleni separace a zvySeni separac¢ni G€innosti je mozné vyuzit UHPLC [40,41,63,65].

Pro detekci separovanych latek 1ze vyuzit spektrofotometrického detektoru pracujiciho v UV
a VIS oblasti [64] nebo fluorescencniho detektoru [37,38]. Stale castéji se vSak vyuziva
tandemovd hmotnostni spektrometrie (MS/MS), kterd nabizi vyrazné¢ vyssi citlivost

a specificitu a umoziuje detekci velmi nizkych koncentraci latek 1 v komplexnich matricich.

S 24

vvvvvv

matrice, jako je odpadni voda, je vhodné&j$i pouziti excitani vinové délky 282 nm, kdy je
pozorovano minimalni ruseni signalt matrici [38]. Vyhodou fluorescen¢niho detektoru je jeho
vysokd selektivita, protoze vétSina interferujicich latek v matrici nevykazuje fluorescenci.
V tabulce 4 lze vidét porovnani limith detekce pro stanoveni vyznamnych estrogenii pomoci

riznych analytickych pfistupi.
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Tabulka 4-Limity detekce vybranych (U)HPLC stanoveni estrogenii. C18 jsou kolonky se sorbenty na bazi oktadecyl silikagelu. HLB, HRPHS, Strata-X jsou polymerni kolonky

SPE Analyza Druhy vod Estrogeny LOD Zdroj
M ické E2 2,7 ng/l
agneticke HPLC-FLD Pitnd [37]
castice EE2 0,8 ng/l
5 E2 0,835 ng/l
Cl18 HPLC-FLD Ccov [38]
EE2 2,56 ng/l
El 0,02-0,3 ng/1
5 E2 0,1-0,7 ng/l
HLB HPLC-MS/MS | Povrchova, COV [39]
EE2 0,1-3 ng/l
E3 0,2-2 ng/l
El 0,1-1 ng/l
Pitna hova
HRPHS UHPLC-MS/MS | = ™4 gi’)v\rfc ovd, E2 0,1-0,5 ng/l [40]
EE2 0,1-1 ng/l
El 4,1 ng/l
HLB, C18 UHPLC-MS/MS cov E2 8,5 ng/l [41]
E3 4,5 ng/l




SPE Analyza Druhy vod Estrogeny LOD Zdroj
El 0,07 ng/l
C18 UHPLC-MS/MS Povrchova E2 0,09-0,1 ng/1l [63]
EE2 0,07 ng/l
El 0,8 ng/l
Strata-X HPLC-DAD Ccov E2 0,3 g/l [64]
EE2 1,8 ng/l
El 0,1-3,7 ng/l
a-E2 0,07-5 ng/1
C18 UHPLC-MS/Ms | Find: g‘(’)v\rfhova’ B-E2 0,4-3,6 ng/l [65]
EE2 0,3-4,6 ng/l
E3 0,3-2,5 ng/l
El 1,9 ng/l
C18 HPLC-Ms/Ms | | ié povrchovd, i fone [66]
cov EE2 22 ng/l
E3 11 ng/l
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Z tabulky 4 je patrné, Ze pii detekci ve vodé z COV miize byt limit detekce zvysen.

Stanovené koncentrace estrogent se li$i v zavislosti na zemi, typu analyzované vody a pouzité
technologii ¢isténi odpadnich vod. Zatimco v povrchovych vodach lze estrogeny nalézt
v koncentracich od desetin do desitek ng/l [39], ale spiSe jsou pod limitem detekce
[63,65], v pritocich Cistiren odpadnich vod mohou dosahovat hodnot az stovek ng/l [39,65].
Vyjimkou je studie Vidal kol., kteti uvadi koncentrace estrogent ve stovkach pg/l [64]. Tyto
vysledky jsou znacné vysoké a netypické, jak autofi sami uvadi. V jiné literatuie byly

prezentovany vysledky ze stejného statu v rozmezi 0,42 - 0,57 ng/l [64].

V pitné vodé¢ estrogeny vétSinou detekovany nejsou a pokud ano, jejich koncentrace je velmi

blizka LOD [37,40,65,66].

4.3 Stanoveni pomoci plynové chromatografie
V ptipadé plynové chromatografie je pied samotnou analyzou vzorkl nutné provést derivatizaci
pro pfevedeni analyzovanych estrogend na jejich tékavé derivaty. Ve vétSiné praci se pro
ptipravu derivati vyuzivaji silylacni ¢inidla, jako je BSTFA s 1 % TMCS (trimethylchlorsilan)
[67,68,69,71,73] nebo MSTFA (N—methyl-N—(trimethylsilyl)trifluoracetamid) [74]. N&které
prace se zamé&fuji na kombinaci alkylace a silylace, konkrétn¢ derivatizaci pomoci PFBBr
(pentafluorbenzylbromid) a TMSI [72]. PtestoZe je derivatizace Casoveé ndrocnd a probihd za
pouziti toxickych rozpoustédel, zlstava nezbytnym krokem pfi analyze estrogenti pomoci

plynové chromatografie.

Témét ve vSech vybranych studiich bylo jako nosny plyn pouZito helium a separace probihala

na kapilarnich kolonach s riznymi typy nepolarni stacionarni faze [67-70,72,73].

Detekce byla ve vétsin€ piipadii provadéna pomoci MS [67-72,74]. Nékteré studie vSak
vyuzivaly pokrocilejsi MS techniky, jako je tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)
nebo hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS). Napftiklad studie Zacs a kol.
uvadi, ze metoda GC-HRMS poskytla ve srovnani s GC-MS/MS mirn¢ lepsi vysledky
z hlediska preciznosti, vytéznosti a niz§tho Sumu, coz ptispelo ke zlepSeni citlivosti celé
metody [73]. V tabulce 5 je uvedeno porovnani riznych pfistupii v analyze estrogenti pomoci

plynové chromatografie v souvislosti s hodnotami limith detekce a kvantifikace (LOQ).
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Tabulka 5-Limity detekce a kvantifikace vybranych GC stanoveni estrogenii, kde HLB jsou polymerni kolonky a C18 jsou sorbenty na bazi oktadecyl silikagelu. Derivatizacni cinidla:

MSTFA (N—methyl-N—(trimethylsilyl)trifluoracetamid), TMCS (trimethylchlorsilan), BSTFA (N,O—bis(trimetylsilyl)trifluoracetamid)

LOD LOQ
SPE Derivatizace Analyza Druhy vody Estrogeny Zdroj
[ng/1] [ng/1]
El 2,1-2,8 6,8-9,4
Povrchova
HLB BSTFA+TMCS GC-MS OVIChova, E2 2-4.4 6,6-14,6 [67]
Odpadni
E3 2,7-4,6 9,2-15,3
HLB BSTFA+TMCS GC-MS Odpadni El, E2, EE2 3,3 10 [68]
El, E2, EE2, E3
HLB BSTFA+TMCS GC-MS Povrchova 3,3 10 [69]
MIP BSTFA+TMCS GC-HRMS Pitna E2, EE2 - 0,08 [73]
C18 MSTFA GC-MS Povrchova El, E2, EE2, E3 0,9 - [74]
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ZAVER
Cilem této bakalaiské prace bylo komplexn¢ zhodnotit problematiku estrogenti se zaméfenim
na hormonalni antikoncepci, jejich strukturu, a piedev§im na dopady, které mohou mit pfi

vyskytu v ekosystému.

Syntetické a piirodni estrogeny se po biotransformaci v lidském téle dostavaji do vod, a to i po
prichodu ¢istirnami odpadnich vod, jelikoz bézné Cistici procesy nejsou vzdy dostatecné ucinné
v jejich odstranéni. Znacnym problémem je také hospodaistvi, které nezanedbatelné mnozstvi

téchto steroidnich hormont produkuje.

Ptitomnost téchto latek i1 v nizkych koncentracich ve vodnim prostfedi ma prokazatelny vliv
na vodni organismy — u ryb napiiklad dochéazi k feminizaci samcii, poruchdm reprodukce
a zménam v chovani. Obdobné negativni dopady mohou mit i pro obojzivelniky ¢i bezobratlé.
Estrogenni latky mohou také ptedstavovat riziko pro lidské zdravi, zejména pokud dojde

k jejich zvySenému opakovanému piijmu.

Déle byla vénovana pozornost metodam tUpravy a analyzy vodnich vzorkii. Popsany byly
postupy extrakce a nasledna analyza pomoci (ultra)vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
a plynové chromatografie. Tyto metody jsou prokazany jako vhodné a citlivé nastroje pro

detekci nizkych koncentraci estrogenti ve vodnim prostiedi.

Zavérem lze konstatovat, Ze problematika estrogenti ve vodach je stale aktualni a 1ze je nalézt
v nékterych vodnich zdrojich v relevantnich koncentracich. V budoucnu bude tfeba zaméfit
se jak na vyvoj ucinnéjsich technologii ¢isténi odpadnich vod, tak na moznosti co nejvétsiho

snizeni meze detekce a stanovitelnosti u modernich analytickych metod.
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