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Anotace

Predkladana bakaldiska prace pojednavda o analytickych metodach stanoveni
estrogennich steroidnich hormonl. Zamétuje se na rizné zplsoby stanoveni téchto latek
v redlnych vodnych vzorcich odebranych vétSinou z tokii povrchové vody v ptfirodé, nebo
v okoli cisticek odpadnich vod. Prace zahrnuje teoretickou ¢ast, kde jsou strucné popsany
estrogeny a jejich uloha v organismu, jejich terapeutické vyuziti v podobé hormonalni
antikoncepce a jejich cesta do zivotniho prostfedi. Druha ¢ést prace se vénuje uprave vzorki
pfed analyzou a samotnym analytickym metoddm stanoveni, estrogennich latek a jejich

srovnani na zaklad¢ odbornych studii.

Klic¢ova slova: estrogeny, hormonalni antikoncepce, extrakce tuhou fazi, derivatizace, plynova

chromatografie, kapalinova chromatografie

Title

Analytical methods for the determination of estrogenic pollutants in water samples
Annotation

The bachelor thesis focuses on the analytical methods for the determination of estrogenic
steroid hormones in real water samples collected mostly from surface water streams in nature
or in proximity of the wastewater treatment plants. The theoretical part of the thesis includes a
brief description of estrogens and their role in the body, their therapeutic use in the form
of hormonal contraceptives and the way they enter the environment. The second part of the
thesis focuses on sample preparation before analysis and analytical methods for the

determination of estrogenic compounds and their comparison based on expert studies.

Key words: estrogens, hormonal contraception, solid phase extraction, derivatization, gas

chromatography, liquid chromatography
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UvVoD

Na rozdil od obyvatel stati rozvojovych zemi mame jedno zéasadni privilegium. Je jim
bezproblémovy piistup k pitné vod€. Pitna voda je pro kazdého z nas naprostou samoziejmosti.
Kvalita a cistota vody vSak muze byt ohrozena chemickymi polutanty, jako jsou napiiklad
odpady farmaceutického priimyslu. Mimo to ke kontaminaci pfispivaji i slouceniny dusiku a

fosforu, které se do vody dostavaji zeméd¢€lskou ¢innosti.

Vyznamnou skupinou latek, vyskytujicich se v odpadni i povrchové vodé, jsou estrogeny
(steroidni hormony). Jako terapeutické latky se zacaly pouzivat jiz v druhé poloviné minulého

stoleti. V posledni dobé¢ se vSak hodn¢ mluvi o jejich negativnim vlivu na lidské zdravi.

Estrogenni latky, se wuplatiiuji jako terapeutika ptedev§im v hormonalnich
antikoncepcnich ptipravcich, proto je uzivani hormonélni antikoncepce ¢asto oznaCovano za
zdroj tohoto problému. Cistitky odpadnich vod nejsou v soucasnosti schopny tyto latky

efektivné odstranovat, a volné estrogeny se dostavaji do zivotniho prostredi.

ZvySena koncentrace estrogenii ve vodé ma nepfiznivy vliv na reprodukéni systém
vodnich zivo¢ichi. Mimo to jsou tyto latky karcinogenni a ovliviiuji lidskou hormondlni
soustavu, coz muze vést k riznym porucham endokrinniho systému a také ke snizeni plodnosti.

Proto je tieba koncentrace téchto latek ve vod¢ sledovat, méfit a regulovat jejich pouzivani.

V této praci se zaméfuji piedevSsim na to, jakymi analytickymi metodami se daji
estrogenni latky stanovit v redlnych vodnych vzorcich povrchové vody v pfirodé, 1 v pfitocich

a odtocich cisticek odpadnich vod.
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1. Hormony

Hormony, jsou chemické latky

Y . sy s . Nadfazena endokrinni zlaza
produkované Zldzami s vnitini sekreci. —

Vylucuji se pifimo do krve, odkud jsou +
+

distribuovany k cilovym organtim, respektive
o Podiizena endokrinni Zldza | <——
k jejich receptorim. Hormony spolecné -

\

s neurotransmitery tvofi hlavni regulaéni

HORMON
systétm organismu. Endokrinni systém je Modifikujici "\ (ev. meziprodukt)
K , L, 1] hormony B
ontrolovan centralni nervovou soustavou. a faktory \\\j +

Uvoliiovani hormonti je fizeno takzvanym CILOVA TKAN
——3

I

|

< , . . |
zpétnovazebnym regulaénim mechanismem, } Z I 5

I

L.

y . o wts i %
kdy nadtfazené endokrinni zlazy fidi tvorbu a ucinky
sekreci hormonil ve Zlazach podtizenych, jak
je vidét na obrazku 1. U nékter}”Ch Obrazek 1 — Zpétnovazebné regulacni mechanismy pri rizeni

e . ., funkce endokrinnich zldz [/
endokrinnich 714z se sekrece hormont spousti
vlivem zmény homeostdzy. Mezi takové¢ patii napiiklad slinivka, kterd vylu€uje inzulin nebo

glukagon v souvislosti se zmé&nou hladiny glukozy v krvi. [?)
1.1.  Zlazy s vnitini sekreci

Za tidici centrum endokrinniho systému lze povazovat komplex hypotalamus-hypofyza.
Hypotalamus je struktura mezimozku, kterd kromé endokrinniho systému reguluje i jiné
fyziologické funkce, jako je naptiklad kontrola spanku a bdéni, Zizné, hladu a télesné teploty.
Ptedni ¢ast hypotalamu produkuje oxytocin a vazopresin, které¢ maji pfimy u¢inek na hladkou
svalovinu v perifernich tkanich. Stfedni ¢ast produkuje liberiny, které jsou zodpovédné za
uvoliiovani hormont hypofyzy a zadni cast produkuje statiny, zodpovédné za inhibici
vylu¢ovani hypofyzarnich hormonti. Produkce hypofyzarnich hormonii je tedy podiizena
hypotalamu. Hypofyza, kterou lze na zdklad¢ jejiho vyvojového plvodu rozdélit na
adenohypofyzu a neurohypofyzu, také uvoliiuje hormony, které vyvolavaji pfimou reakci
organismu. Mimo to produkuje i hormony, které reguluji sekreci a syntézu hormont jinych
endokrinnich Zlaz, naptiklad nadledvin. Poslednim typem jsou tzv. cilové endokrinni Zl4zy,

mezi které fadime nadledviny, pohlavni zl4zy a §titnou zlazu. !4
1.2. Steroidni hormony

Pojem steroidni hormony oznacuje skupinu strukturné¢ podobnych latek odvozenych od
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molekuly cholesterolu. ! Jsou to lipofilni molekuly, které pronikaji cytoplazmatickou
membranou a prochézi do jadra buiky, kde ovliviiuji transkripci DNA, jak je naznaceno na
obrazku 2. Nasledkem této skute¢nosti ucinky nastupuji pomalu (hodiny az den) a piisobi déle
(az n&kolik dni). [ Z hlediska fyziologie organismu jde o velmi vyznamné latky, které plni
ptedevsim fidici funkci. Jsou ale také vyznamné z farmakologického hlediska pro jejich
terapeutické vyuziti. Radime sem kortikosteroidy, jejich? nejvyznamnéj$im zastupcem je
aldosteron. Dale androgeny, tedy muzské pohlavni hormony, zodpovédné za vyvoj
maskulinnich znak, gestageny (progesteron) a estrogeny (estradiol, estron, estriol), coz jsou

zenské pohlavni hormony. (1]

1. Membranové receptory 2. Cytoplazmatické a
- efektorové komplexy jaderné receptory
1C. Ligandy ] @
1A 1B. Receptorové
Enzymy jako  Ligandy otvirané systémy
receptory jontové kanaly spfazené s
G proteiny . .
O O
[ R plazmaticka
R E L membrana
E cytoplazma
G
Y
ionty o
Efekty podminéné Efekty podminéné .,
zménou katalytické stimulaci G proteinem: ;adro
aktivity: L. viz aktivace
tyrozinkinaza Efekty podminéne adenylylcyklazy,
(rec. pro inzulin), presuny iontu: fosfolipazy C,
tyrozinfosfataza, viz nikotinovy proudt pro
guanylyleyklaza receptor, Ca%, K* aj. Receptory pro
GABA recsptar, steroidni tyreoidni
receptor EE}ro 5HT3, aj. hormony (DNA)
\ /|
Efekty rychle
nastupujici
a kratkodobé s
Efekty podminéné
Efekty pomalu _ translaci a transkripci
nastupujici Ucinky podminéné piepisem
a dlouhodobé genetické informace a tvorbou
funkénich proteint

Obrazek 2 — schéma mechanismii piisobeni hormonii: vlevo mechanismus hormonii piisobicich na membranové receptory;

vpravo mechanismus hormonii prostupujicich do jadra busky 1V
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Na nasledujicim schématu (obrdzek 3) je znidzornéna syntéza vybranych steroidnich
hormont. Estradiol je odvozen z molekuly testosteronu a estron z androstendionu. Ze schématu

je tedy patrné, Ze estrogeny vznikaji z androgent tzn. z muzskych pohlavnich hormoni. [*!

) Q
. _ab _
Y
HO HO (o]

Cholesterol Pregnenolon Progesteron

HO

17a-Hydroxypregnenolon 17a-Hydroxyprogesteron
ld l d
0 o
|
V4
HO o]
Dehydroepiandrosteron Androstendion

/ A

OH
a,b
—_—
i
HO o HO

5-Androsten-3p,17p-diol Testosteron Estron

N

oH OH
OQ‘?@ HO

5a-Dihydrotestosteron Estradiol

o
|

€

Obrazek 3 — Schéma biosyntézy steroidnich hormonii. Enzymy: a) 3—Hydroxy—A5—steroiddehydrogenaza, b) Steroidisomeraza;
¢) Steroid —17-monooxygendza; d) C—17,20-lydza; e) 17-Hydroxysteroiddehydrogendza, f) Aromatdza, g) 5—Reduktiza. 1%/
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1.2.1. Metabolismus steroidnich hormont

Steranovy skelet je pomérné stabilni a tézce se $tépi. V jatrech a ledvindch dochazi
nejdrive k redukei keto skupin na OH skupiny a nasledné¢ ke konjugaci na glukosiduronatové a
sulfatové skupiny. Tyto konjugaty jsou ve vodé rozpustné a jsou vylucovany z téla moci do
odpadnich vod. Zde se pomérné snadno hydrolyzuji, coz ma za nasledek vyskyt volnych

hormoni v odpadnich vodach. [6-7]

1.3.  Zenské pohlavni hormony

1.3.1. Estrogeny

Za Estrogeny jsou povazovany vSechny latky steroidni struktury, které vyvolavaji zmény
v zenskych pohlavnich organech. Mlizeme mezi né zafadit jak syntetické, tak pfirozené se
vyskytujici steroidni hormony. Za ptirozené estrogeny povazujeme steroidni latky, které jsou
produkovany kirou nadledvin, vajecniky, placentou, ale i1 nékolika druhy rostlin (tzv.
fytoestrogeny). 81 V Zenském organismu je syntéza estrogeni zna¢n& zvySena v obdobi
téhotenstvi. Mezi nejvyznamngj$i zéstupce této skupiny z hlediska ptsobeni na lidsky

organismus patii predev§im estradiol (E2), estron (E1) a estriol (E3). >3]
1.3.1.1. Estradiol

17—-pB—estradiol neboli 1,3,5—estratrien—3,17—B—diol, je nejsiln¢jSim estrogenem.
V odborné literatufe je oznacovan zkratkou E2. Syntetizuje se z testosteronu pomoci komplexu
aromatdz, nachazejicich se v granuldéznich buikéch vaje¢nikt. Odtud je uvoliiovan piimo do
krevniho ob€hu. V jatrech je estradiol oxidovan na estron a hydrataci prechazi na estriol. Jeho
produkce je stimulovana folitropinem a je dulezity zejména pro vyvoj Zenskych sekundarnich
pohlavnich znaki. ) Nemén¢ diileZity je také v prvni poloving menstruaéniho cyklu (tzn. pred
ovulaci), kdy stimuluje proliferaci vrstev endometria. [ 8 Jeho terapeutické vyuziti spociva
predevs§im v substituc¢ni 1€cbé pii1 poruchach vajecnikili, v obdobi klimakteria, u nadorovych

onemocnéni prostaty a jako slozka hormondlnich antikoncepénich piipravkd. !
1.3.1.2. Estron

Estron neboli 1,3,5—estratrien—3—ol—17—on, také zvany folikulin, je dal§im vyznamnym

estrogenem. V odborné literatufe je oznacovan zkratkou E1. Je syntetizovan ve vajecnicich a

perifernich tkanich z androstendionu. !

1.3.1.3. Estriol

16—0—estradiol neboli 1,3,5—estratrien—3,16a,17p—triol, je vyznamny hlavné v obdobi

14



téhotenstvi, kdy je syntetizovan placentou. V odborné literatuie byva ozna¢ovan zkratkou E3.

V porovnani s 17—B—estradiolem a estronem se jedna o pomérné slaby estrogen. H-°]

Z nésledujiciho obrazku 4 je zifejmé, Ze estrogeny jsou latky s osmnacti uhliky, pfi¢emz

v poloze 17 se nachazi bud’ OH skupina, nebo keto skupina. 1!

Estron (E1) Estradiol (E2) Estriol (E3)
o OH OH
MW 270,36 MW 272,37 MW 288,37 OH
HO HO HO

Obrazek 4 — Chemicka struktura estrogenii, MW (molecular weight) znact molekulovou hmotnost 3/

1.3.2. Gestageny

Gestageny, n¢kdy také progestiny, jsou steroidni hormony produkovany placentou béhem
téhotenstvi a v pribéhu menstruace zlutym téliskem (corpus luteum), coz je doCasna zlaza
nachazejici se ve vajeCnicich. Gestageny jsou stejné jako estrogeny strukturné podobné
cholesterolu. Modifikované gestageny v kombinaci s estrogeny dokazi zabranit podeti. [
Gestageny se daji terapeuticky vyuzit pfi hormonalnich poruchéch a nerovnovahach. Déle je
lze pouzit naptiklad pfi 1é€bé endometridzy a v jiz zminénych antikoncepcnich ptipravceich.
Progesteron se v gastrointestindlnim traktu rozkladda, a proto jsou pro per oralni podani
vhodnéj$i jeho syntetické derivaty. NejvyznamnéjSim gestagenem z hlediska vyuZiti

v antikoncepénich ptipravceich je progesteron. 119

1.3.2.1.  Progesteron

Progesteron je prekurzorem Zenskych i muzZskych pohlavnich hormonti. Je produkovéan
zlutym téliskem a je dilezity zejména v druhé poloviné ovula¢niho cyklu, kdy ptipravuje
délozni sliznici na uhnizdéni vajicka. Dale je klicovym hormonem v téhotenstvi, kdy udrzuje

vajicko v dé€loze. Progesteron je v malém mnoZstvi syntetizovdn 1 ve varlatech a

nadledvinach. 1% 11]
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2. Hormonalni antikoncepce

Hormonalni antikoncepce je jednim z typl piipravki, které zabraiiuji poceti. Mimo ni
existuji napfiklad mechanické ochranné pomtcky, spermicidni gely, nebo nitrodélozni téliska
zabranujici vajicku uhnizdit se v d€loze. HA ptipravky mohou byt Cisté¢ estrogenniho nebo
gestagenniho typu. V soucasnosti se vSak nejvice pouzivaji tzv. kombinované pfipravky

obsahujici kombinace téchto hormont. [!- 12!

2.1. Syntetické estrogeny

Nejcastéji pouzivanymi syntetickymi estrogeny pii ptipravé antikoncepCnich piipravka
jsou 170—ethinylestradiol (EE2) a mestranol (MeEE2), jejichz vzorce jsou uvedeny na
obrazku 5. Lze je také pouzit pii 1é€bé akné, endometridzy, syndromu polycystickych ovarii a
dalSich hormondlnich poruchéch. Zbytky téchto syntetickych hormonti jsou vylucovany z téla
do odpadnich vod. V cistickach nejsou zcela odstranény (viz kapitola 3.2.1.1.), proto kdyz je
voda vypousténa, dostavaji se tyto latky do povrchovych vodnich zdrojt, respektive pitné vody.
I kdyz se jedna o koncentrace fadové v ng/L, tyto latky jsou pomérn¢ nebezpe¢nym polutantem.
V pitné vodé jsou volné estrogeny (stejné jako ostatni steroidni hormony) nezadouci hlavné
proto, ze mohou zptsobovat endokrinni disrupci, ktera vede k porucham ristu, metabolismu,

psychického zdravi a miize také vyvolat rakovinné bujeni a neplodnost. 113!

HaC §H

H3CO

17a-ethinylestradiol (EE2) Mestranol (MeEE2)

Obrazek 5 — Strukturni vzorce EE2 a MeEE2

2.2.  Mechanismus uc¢inku

Prestoze neexistuje presny klinicky marker antikoncepce, je zde n€kolik ukazatelt,
kterymi mizeme mechanismus popsat. Souhrnné se da fict, ze zabranéni poceti spociva
v zamezeni ovulace. Ktomu dochazi nasledkem snizeni produkce hypofyzéarnich
gonadotropinil vlivem vySe popsané negativni zpétné vazby. Dochdzi ke snizeni aZ potlaceni
vylucovani luteinizaéniho hormonu a folikulostimulacniho hormonu, nasledkem toho se
nezvedne hladina progesteronu. Pokud je jeho koncentrace dostatecné nizka, 1ze predpokladat,

7e nedoslo k ovulaci. [1% 14
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Dale se zabrani nidaci vajicka v déloze ovlivnénim viskozity cervikalniho hlenu, coz

brani mobilité spermii a zamezuje tak poceti. (4!
2.3. Peroralni forma

Nejpopularngjsi formou antikoncepce v Evropé a USA je kombinovana peroralni HA.
Existuji pfipravky jednofazové a vicefazové. Jednofazové ptipravky uvolnuji po celou dobu
cyklu malé mnozstvi EE2 a gestagent (progestinli). Protoze ale hormonalni cyklus Zenského
téla vyzaduje pro ucinnost kontraceptiv v riiznych fazich cyklu riizné koncentrace hormonti,
v soucasnosti se pouzivaji pfedevsim takzvané tfifazové preparaty. Ty v odliSnych fazich cyklu
podéavaji rizné mnoZstvi estrogenu a progestinu. > % 2l V nasledujici tabulce 1 je piehled

vybranych antikoncepénich piipravki a jejich obsah EE2 a gestagenu.

Tabulka 1 — SloZent vybranych antikoncepénich piipravkii [

Utinné komponenty Nazev pripravku EE2 (ng) Gestagen (pg)
35 (7 tbl.) 100
Ethinylestradiol
. PRAMINO 35 (7 tbl.) 215
+ Norgestimat
35 (7 tbl.) 250
30 (6 tbl.) 50
MILVANE 40 (5 tbl.) 70
_ . 30 (10 tbl.) 100
Ethinylestradiol
* Gestoden 30 (6 tbl.) 50
TRI- MINULET 40 (5 tbl.) 70
30 (10 tbl.) 100
35 (7 tbl.) 500
Ethinylestradiol
TRINOVUM 35 (7 tbl.) 750
+ Noethisteron
35 (7 tbl.) 1000
30 (6 tbl.) 50
Ethinylestradiol
TRINORDIOL 21 40 (6 tbl.) 75
+ levonorgestrel
30 (10 tbl.) 125
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2.4. Dopad na zivotni prostiedi

Mnozstvi estrogenti vyloucenych do Zivotniho prostiedi lidskou populaci zalezi na mnoha
faktorech, jako je pohlavi, vék a uzivani riznych I€ki (napfiklad pravé hormonalni
antikoncepce). Pfesto ani zeny uzivajici HA nevylucuji tolik estrogentd, aby mohly byt
povazovany za hlavni zdroj kontaminace. Napiiklad téhotné zZeny totiz vylucuji

nékolikanasobné mnoZstvi estrogent denng. [/

Za znecisténi estrogennimi polutanty vdééime s nejvetsi pravdépodobnosti predevsim
hospodarskym zvifatim. Tém byly syntetické hormony v minulosti podavany za ucelem
zvySeni hmotnosti. Prostiednictvim hnoje od téchto zvitat se pak estrogenni latky dostaly do
zivotniho prostiedi. [l Dnes je jiz poddvani estrogennich latek do krmiva zakazano Evropskou

unii. [Council directive 81/206/EEC, Directive 88/146/EEC, Directive 88/299/EEC]

EU zakazuje také dovoz masa ze zvirat, kterym byly podany estrogenni, androgenni nebo
gestagenni latky [Council Directive 96/22/EC] a kontroluje rezidua steroidnich hormonti

u zvitat urcenych k produkci potravin (maso, vejce, med). [Council Directive 96/23/EC]
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3. Analytické stanoveni estrogenti ve vodé

Estrogeny se ve vodé¢ vyskytuji obvykle ve velmi nizkych koncentracich (fadove ng/L),
proto je pfi jejich stanoveni klicové pouziti velice citlivych analytickych metod. Nutnosti je
také vénovat zvysenou pozornost piipravé vzorku (filtrace, extrakce, pfipadné derivatizace).
Mezi nejcastéji pouzivané instrumentalni metody ke stanoveni estrogenu patii plynova
chromatografie (GC) a vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). Co se tyce
neinstrumentalnich technik 1ze zminit napiiklad imunochemické testy ELISA, nebo biodetekci

pomoci kvasinkového monitorovani YES. [ 16:17]

3.1. Ptiprava vzorku

3.1.1. Filtrace

Prvnim krokem pfipravy vzorku je filtrace, kterd je nezbytna pro odstranéni vétSich
pevnych ¢astic ze vzorku. Tim se predchazi nezadoucimu ucpavani sorbentu pii extrakei tuhou
fazi. Filtry mohou byt z nylonu, ze skelnych vlaken, popf. acetatu nebo esteru celulozy. [
Filtry ze skelnych vldken minimalizuji ztraty rozpusSténych estrogenti v disledku jejich sorpce
na filtru. ") Ve studiich pojedndvajicich o filtraci vzorkd se steroidnimi hormony byly bézné
pouzivany filtry ze skelnych vldken (frity, skelné vaty), jejichz velikost port se pohybovala

v rozmezi 0,3 — 1,2 pm, [7-16:18]

3.1.2. Extrakce

Extrakce je separacni technika, kterd je zvlasté dalezita pfi ptiprav€ vzorku pied jejich
stanovenim. Jde o izolaci cilové latky ze vzorku a odstranéni ruSivych slozek, kter¢ mohou
negativné ovliviiovat analyzu. Zaroven extrakce zvysSuje koncentraci stanovované latky a tim

[19

i citlivost dané analytické metody. ' P¥i zpracovani vzorki s estrogeny je nejpouzivangjsi

metodou extrakce tuhou fazi (SPE) piipadné extrakce kapalina-kapalina (LLE). 116 17. 18]

Pro extrakci odpadni vody obsahujici naptiklad zbytky detergenti a jiné lipofilni latky se
pouziva LLE, protoZe je potieba tyto lipofilni latky navéazat na organické rozpoustédlo, ¢imz se
zamezi problémim pii dal§i analyze. LLE je ale pomémé neekologicka z diivodu pouziti
velkého mnozstvi organickych rozpoustédel. Naproti tomu SPE je ekologictéjsi, a proto

i v soucasnosti pouzivangjsi metodou. 1> 17]
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SPE obecné probiha v nésledujicich krocich:

1. Kondicionace kolonky

2. Zachyceni stanovované latky na tuhé fazi

3. SusSeni sorbentu plynem, nebo promyti vhodnym rozpoustédlem

4. Vymyti stanovovanych latek z kolony vhodnym rozpoustédlem, tedy elu¢nim ¢inidlem.

Pro SPE musi platit, Ze interakce stanovované latky se sorbentem musi byt siln€jsi nez
interakce s rozpoustédlem, ve kterém je stanovovana latka rozpusSténa. Interakce jsou
hydrofobni povahy. Extrakce se miiZze provadét opakované, ¢imz se eluat znovu piecisti. 17201

Jednoduché schéma extrakce tuhou fazi je na obrazku 6.

fidavek vzorku ’
regenerace kolony 5 LY 4 vymyti eluce analytu
L ]

Wr 7% i 7
A~ B ==

4

[T TR N |

analyt & interferujici latkys e#

Obrazek 6 — Jednoduché schéma SPE *]

Pti SPE se casto jako sorbent pouziva silikagel, na ktery se cilovd molekula vaze
mechanismem nespecifické adsorpce. Jistou nevyhodou ale je, Ze na silikagel se mohou vazat
1 latky s podobnymi vlastnostmi jako cilova molekula, coZ znemoZituje specifickou purifikaci.
Pro tu se daji pouzit naptiklad metody, zalozené na interakci stanovované latky se specialnimi
polymery oznaCovanymi jako MIPs. Jednd se o syntetické polymery s pifesné urcenou
strukturou. Napodobuji tvarové specificky vazebny mechanismus, ktery je typicky pro

biologické systémy. Jejich interakce s danou stanovovanou latkou Ize pifipodobnit naptiklad
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k mechanismu  vazby protilatek, proto  byvaji  nckdy

10 um C-18ina
v odbornych ¢lancich oznaCovany jako takzvané umélé matrix of Teflon

protilatky. Vyznacuji se také vybornou chemickou stabilitou, or glass fiber

snadnou ptipravou a dlouhou Zivotnosti, coz umoziuje jejich

opakované pouziti. 1202223

Kromé klasickych kolonek plnénych ¢asticemi silikagelu

nebo MIPs se daji vyuzit napiiklad disky ze slisovaného

skelného materialu nebo teflonu s navazanymi C—18 skupinami
viz obrazek 7. Nékteré jsou navic vybaveny specidlni vrstvou,

kterd je umisténa nad samotnym diskem a slouzi k filtraci

vzorku pted extrakei. Diky tomu neni nutné latku filtrovat nebo

centrifugovat predem, coz urychli a usnadni analyzu. 24

Aby se docililo citlivé analyzy i ve znaéné zne&isténych Disks
vzorcich, jsou mnohdy extrakéni procesy velmi slozité a

zahrnuji ¢asov€ naro¢né kroky jak pfed samotnou extrakci
d ¥y p Obrazek 7 — Disk ze slisovaného

o v . . Sholte ; il 1251
(piiprava kolony se sorbentem), tak pii ni. Ve vybrané studii 201 skelného/ieflonového materidhu

byl jako sorbent pro extrakci tuhou fazi pouzit silikagel s navazanym estrogenovym receptorem
za ucelem vytvoreni velmi specifické vazby a k nasledné kvantifikaci byla pouzita metoda

HPLC. Spojeni t&chto dvou analytickych metod vykazovalo vysokou selektivitu a piesnost. (2

Vyuziti MIPs se zda byt velice ¢astou alternativou k SPE se silikagelem a je také hojné
pouzivano. 26271 Ve vybrané studii byly pro mikroextrakci tuhou fazi (SPME) z mléka pouzity
MIPs, ptipravené z 2,5—divinyltereftaldehydu. SPME byla nasledovana HPLC-MS. zavedena
metoda méla Siroky linearni rozsah (0,5 — 10000 ng/kg), nizké meze detekce (0,08 — 0,26 ng/kg)
a dobrou piesnost a reprodukovatelnost. Studie také ukazala, Ze vlakna na bazi MIPs lze pouzit

nejméné 60krat bez snizeni G¢innosti extrakce. [2°!

Moderni metody extrakce pouZzivaji 1 3D tisk k vyrobé michadel potazenych sorbentem.
3D tisk je vyhodny hlavné z ekonomickych diivodd, zna¢né snizuje naklady na extrakci a
vyznacuje se také dobrou reprodukovatelnosti méfeni. Ve vybrané studii byla pouzita michadla
se sorbentem vyrobenym 3D tiskem. Oproti komerénimu michadlu potazenému
polydimethylsiloxanem byla pozorovana vyssi vytéZznost extrakce. Tato metoda extrakce

v kombinaci s HPLC vykazovala linearni rozsah 0,5 — 200 pg/L. [*8]
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3.2. Vlastni analyza

Jak jiz bylo zminéno vySe, vlastni analytické stanoveni estrogenti ve vodnych vzorcich
lze po upravé vzorku provést nckolika riznymi metodami, které zahrnuji hlavné
chromatografickd stanoveni v tandemu s MS nebo ECD. Mimo né lze zminit také nckteré
biochemické a imunochemické metody, jako je naptiklad ELISA nebo kvasinkové estrogenové

monitorovani. 1%

3.2.1. Chromatografické stanoveni estrogenii

Chromatografie je separacni technika, vyuzivajici princip rozdéleni latek mezi dvé faze,
které se oznacuji jako mobilni a stacionarni. Podle typu mobilni faze ji lze rozdélit na
kapalinovou a plynovou, z nichz obé metody Ize pouzit k detekci a kvantifikaci estrogennich

latek ve vodé.

Dale je mozné rozdélit chromatografické metody podle typu stacionarni faze nebo podle
usporadani (sloupcové, v plosném usporddani, na papiru atd.) Stacionarni faze muize byt
v podobé rizné velkych ¢astic v koloné, dale jako tenka vrstva (Al2Os, silikagel), nebo film na

vnitini strané kapilary.

Vystupni data z chromatografickych separac¢nich analyz se nejCastéji zaznamenavaji
v podob¢ chromatogramu, coz je graf zavislosti intenzity signalu na ¢ase, nebo objemu. Udaje
o kvalité¢ nam poskytuje veli¢ina na ose x, tzn. ¢as (tzv. retencni €as) nebo objem (tzv. retencni

objem). Kvantitu Ize odegist z vysek nebo ploch pikt, jednotlivych eluovanych slozek. 2% 3"
3.2.1.1.  Plynova Chromatografie

Mobilni fazi je pii této metod¢€ plyn. Daji se separovat i latky, které pti laboratorni teploté
nejsou v plynném stavu, musi byt vSak pfed vstupem do kolony zplynény v nastfikové
komirce. SloZky jsou neseny kolonou pomoci nosného plynu (nejcastéji N2, He, ptipadné Ha
nebo Ar) a rozdé€li se mezi nosny plyn a stacionarni fazi. Instrumentace plynové chromatografie
je zobrazena na obrazku 8. Nosny plyn putuje z tlakové 1dhve k nastiikové komiirce, kudy do
zafizeni vstupuje vzorek. Vzorek se davkuje do proudu nosného plynu pomoci mikrostrikacky
pres septum. Kolona je ¢asti pfistroje, kde dochazi k samotné separaci mezi stacionarni a
mobilni fazi. Detektor na konci kolony slouzi ke generaci charakteristického signalu, ktery se
promitne na osu y chromatogramu. Termostat je schopen udrzovat konstantni teplotu, nebo ji

b&hem analyzy programové ménit. (23
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privod plynu nastrik detektor
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Obrdzek 8 — schéma plynového chromatografu 1%

Jistou nevyhodou pfi pouziti plynové chromatografie jako metody stanoveni estrogennich
sloucenin ve vode¢ je nutnost derivatizace vzorku. Polarni organické latky obsahujici hydroxyly,
karboxylové kyseliny, thioly a amino skupiny ¢asto interaguji se silanolovymi skupinami
staciondrni faze, nebo se rozkladaji na kolon¢, coz vede ke vzniku asymetrickych pika. Dalsi
nevyhodou plynové chromatografie je nutnost vysokych teplot pro vypateni vzorki, coz
omezuje jeji pouziti pouze na vysoce termostabilni latky. Celkové je plynova chromatografie
pro latky obsahujici vySe zminéné funkéni skupiny, stejné tak pro latky s nizkou tepelnou
stabilitou, nevhodna. Je dosahovédno niz$i citlivosti, pfesnosti a reprodukovatelnosti. Tato

omezeni plynové chromatografie lze prakticky fesit pravé derivatizaci vzorku. B!

Derivatizace zvysSuje tékavost, snizuje polaritu a zlepSuje tepelnou stabilitu
stanovovanych molekul. Vzorek 1ze derivatizovat bud’ on-line (pfimo v chromatografu) nebo
off-line (pfed samotnym nastfikem do kolony). Metoda on-line se provadi tak, Ze se
derivatizaéni ¢inidlo smichd se vzorkem piimo v nastfikové komirce chromatografu. Jeji
vyhodou je tedy rychlost a sniZeni mnoZstvi organickych cinidel pottebnych pro

derivatizaci. *?

Derivatizace pouzitd ve vybranych studiich probihala pfevazné v off-line rezimu.
VétSinou v 1,5 ml nddobkach byly extrakty ze vzorkd vody derivatizovany smichanim
s derivatizacnimi ¢inidly. Pro pfipravu TMS derivatl, neboli takzvanou silylaci, se vyuziva
smés BSTFA + 1 % TMCS. Silylace je uZitecna metoda derivatizace organickych slouc¢enin
obsahujicich atomy aktivniho vodiku. Je to tedy Castd metoda derivatizace polarnich 1éCiv.
33.34.35] Po smichani s ¢inidly se nadobky umistily do termostatu, teplota se pohybovala
v rozmezi 60—85 °C. Doba v termostatu se liSila v kazdé studii, pohybovala se mezi 30 az 120
minutami. 3 3* N4sledné byly derivatizované vzorky vzdy ochlazeny na laboratorni teplotu a
zavedeny do chromatografu. Jako detektor se pouzival hmotnostni spektrometr (MS), nebo

detektor elektronového zachytu (ECD). [3334 33
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Ve vybrané studii byla pouzita metoda GC-MS a GC-ECD. Vzorky byly odebrany
z ptitoku a odtoku méstské cisticky odpadnich vod v Gdanisku. Na piecisténi byla pouzita SPE.
Byla pouzita riznd derivatizacni Cinidla, pficemz pro ptipravu TMS derivati byly ziskany
nasledujici optimalni podminky derivatizace: 50 pL. smé&si BSTFA/MSTFA + 1 % TMCS a 50
pL pyridinu pii 60 °C po dobu 30 minut.

Chromatogram analyzy GC-MS zaznamenany pro trimethylsylil (TMS) derivaty
cilovych sloucenin extrahovanych z obohacené povrchové vody je znazornén na obrazku 9.
Bylo dosazeno dostate¢ného rozliSeni a citlivosti metody. VSechny stanovované latky byly
reprezentovany dobfe oddélenymi a intenzivnimi chromatografickymi signdly. Pro
diethylstilbestrol (jeho piky na chromatogramu oznaceny ¢isly 8 a 10) byl vybran intenzivné;jsi
signdl, tedy pik oznaceny ¢&islem 10. [
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Obrazek 9 — Celkovy chromatogram analyzy GC—MS pro TMS—derivdaty cilovych sloucenin v povrchové vodé 4 ug/L. Piky: (1)

kyselina salicylova, (2) ibuprofen, (3) paracetamol, (4) flurbiprofen, (5) naproxen, (6) diflunisal, (7) ketoprofen, (8)

diethylstilbestrol, (9) diklofenak, (10) diethylstilbestrol [kvantifikovanof, (11) estron, (12) 17f-estradiol, (13), 170—

ethinylestradiol a (14) estriol. 133

Pro stanoveni pomoci GC-ECD byly pfipraveny pentafluoropropionyl (PFP) derivaty
reakci vzorkd s 50 pL PFPOH a 200 uL PFPA. Nadobky byly zahtivany na 75 °C po dobu 15
minut, ndsledné ochlazeny na laboratorni teplotu a vypatreny do sucha pod proudem dusiku. Po
vychladnuti bylo pfidano jesté 100 uL PFPA a vzorky byly znovu zahtivany na 75 °C po dobu
5 min. Poté byly vysuSeny, rozpustény v ethylacetatu a podrobeny chromatografické analyze.

Chromatogram téchto derivatii ziskany metodou GC-EDC je na obrazku 10. %!
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Obrazek 10 — Plynovy chromatogram zaznamenany pro PFP — derivaty léciv pomoci GC-ECD. Piky: (1) diflunisal, (2)
diethylstilbestrol, (3) diethylstilbestrol [kvantifikovino], (4) ketoprofen, (5) 178 — estradiol, (6) estriol a (7) estron. 133/

Ob¢ metody derivatizace se prokazaly jako t¢inné. Smés BSTFA + 1 % TMCS je vSak
levnéjsi nez sm&s PFPOH a PFPA.

Metoda SPE-GC-MS vyvinuta v této studii byla aplikovana na analyzu vzorkl
odpadnich vod z méstské COV v Gdatisku. Meze detekce a meze kvantifikace jednotlivych

slou¢enin jsou uvedeny v tabulce 2. Vysledky analyzy jsou v tabulce 3. [**]

Tabulka 2 — LOD a LOQ pro GC-MS a GC-ECD 33/

Detekce MS ECD

Stanovovana latka ~ LOD (ng/L) LOQ (ng/L) LOD (ng/L) LOQ (ng/L)

Diethylstilbestrol 4.2 11,9 2,0 6,2
Estron 3,7 11,0 2,1 6,5
17B—estradiol 3,8 11,2 0.9 2,7
17a—ethinylestradiol 3,6 10,7 Nestanoven metodu GC ~ECD
Estriol 3.4 10,0 0,7 2,2
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Pét ze 13 zkoumanych 1é¢iv, véetné syntetického estrogenu 170—ethinylestradiolu, bylo
nalezeno v pritékajici odpadni vodé¢, a to s rizikovym kvocientem vyS$im nez 1 (konkrétné
1200), coZ naznaduje potencialni toxicitu. Cisténim odpadnich vod byly snizeny koncentrace

viech zjisténych 1é¢iv a koncentrace 17a —ethinylestradiol byla snizena az pod LOD. 33

Ob¢ metody (GC-MS i GC-ECD) byly také aplikovany na analyzu povrchové vody
z feky Wierzyca (Polsko) (tabulka 3). Pfi analyza metodou GC-MS byl v fi¢ni vod¢ nalezen
pouze synteticky estrogen diethystilbestrol, ale jeho koncentrace byla pod limitem kvantifikace.
Pomoci GC-ECD byla ale potvrzena a kvantifikovana pfitomnost diethylstilbestrolu (na
zakladé¢ jeho retenniho casu stanoveném na dvou GC kolonach); koncentrace

diethylstilbestrolu byla 0,008 pg/L. 33!

Tabulka 3 — obsah estrogenii v piitoku, odtoku a povrchové Ficni vodé 1331

Sloucenina GC-MS GC-MS GC-MS GC-ECD
Pritok Odtok Reka Reka
[ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L]
Diethystilbestrol <LOD <LOD <LOQ 0,008
Estrone <LOD <LOD <LOD <LOD
17B—estradiol <LOD <LOD <LOD <LOD
Nestanoven
17a—ethinylestradiol 0,12 <LOD <LOD metodu
GC -ECD
Estriol <LOD <LOD <LOD <LOD
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Ve dalsi studii byla analyzovana odpadni voda vstupniho a vystupniho proudu z Cistirny
odpadnich vod ve Spanélsku. Odebrané vzorky odpadni vody byly pie¢istény pomoci SPE.
Dale byly derivatizované. Bylo zjisténo, ze MSTFA bez pouziti jakéhokoli katalyzatoru vede

k uplné silylaci vSech hydroxylovych skupin téchto sloucenin.

Vzorky byly analyzovany metodou GC-MS, a metodou GC-MS/MS (trojity kvadrupol).
Vysledny chromatogram méteni je na obrazku 11. Z néj vyplyva, ze ve vodé nebyly detekovany
zadné syntetické estrogeny, pouze piirozené. Bylo zjiSténo, ze Estriol byl zcela odstranén
behem Cisténi vody. 17p—estradiol byl vSak odstranén pouze Caste¢né a estron nebyl eliminovan
vibec (v tabulce je na vytoku dokonce vyssi koncentrace estronu nez na ptitoku, ve studii jsou

povazovany za ekvivalentni). Vysledné naméfené koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4. 3

Tabulka 4 — Hladiny estronu, 17f-estradiolu a estriolu v piitoku a odtoku z COV 134

Sloucenina Obsah v (ng/L) = S.D.
Pritok MS/MS Odtok, MS/MS
Odtok, MS detekce
detekce detekce
Estron 30,8+ 0,7 33+3 30+4
17B—estradiol 13,1+£0,8 2,9+0,1 3,3+0,5
Estriol 62+ 10 <LOQ <LOQ
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Obrazek 11 — GC-MSMS piky estronu (1), 17p-estradiolu (2) a estriolu (3) v odpadni vodé (pritok). 3%

Pfi porovnani vySe zminénych studii je patrné, Ze Cistirny odpadnich vod pomérné dobie
odstrafiuji syntetické estrogeny 33l zatimco pfirozené estrogeny se dostavaji do pfirodnich
vodnich tokii v detekovatelnych koncentracich i po piedisténi. 34 Déle ze studii vyplyva, ze
metoda GC-ECD miize byt dobrou alternativou k GC-MS pro stanoveni stopovych mnozstvi

1é¢iv v nepfilis slozitych vodnich vzorcich, 33!

3.2.1.2.  Kapalinova chromatografie

Obecné¢ principy kapalinové chromatografie se pfilis§ nelisi od chromatografie plynové.
Mobilni fazi je vSak vZdy kapalina. Podle polarity fazi miiZzeme tuto separacni techniku rozdélit
na LC s normalnimi fdzemi a LC s obracenymi fdzemi. Pro prvni typ je charakteristické, Ze
stacionarni faze je vice polarni nez mobilni faze. Pro druhy typ naopak, Ze mobilni faze je
polarngjsi. 12 3% Vyhodou kapalinové chromatografie oproti plynové chromatografii je také
skutecnost, ze vzorky mohou byt analyzovany bez ptedchozi derivatizace a nemusi byt

odpareny. ¢!

Casto pouzivanou metodou pii stanoveni estrogennich polutantii ve vodé je vysokou¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC). Charakteristikou této metody, je chromatograficky systém,
ve kterém pohyb eluentu kolonou zajistuje vysokoucinné cerpadlo. Vzorek se do kolony

davkuje automatickym davkovacem. Na vystupu z kolony se nachdzi detektor. 2]

Pro charakterizaci latek lze pouzit klasické UV detektory 7 %%, metodu infradervené

spektroskopie (ICE) 3%, nebo hojn& vyuzivané hmotnostni spektrometry. [1640-43]
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S ptfichodem HPLC-MS je mozné detekovat a identifikovat latky pii nizkych
koncentracich bez nutnosti izola¢niho kroku, ktery je potfeba pii pouziti jinych detektort,
naptiklad UV. Pokud ani MS nesta¢i k uplné charakterizaci stanovovanych latek, lze vyuzit

metodu nukle4rni magnetické rezonance (NMR) [4!]

Ze srovnani LC-MS a LC-UV vyplyva, Ze metodou MS jsme schopni detekovat velmi
nizké hladiny stanovovanych latek a necistot. Bylo prokazano, ze MS je citlivéjsi nez detekce
UV. 4241 Pti metodé MS je analyzovana latka prevedena na ionty, které se pak rozlisuji podle
poméru hmotnosti k ndboji (m/z) a zaznamenavaji se relativni intenzity jednotlivych ionti.
Vyhoda této metody spo¢iva mimo jiné v tom, ze pomoci ni lze kromé detekce jednotlivé latky

i identifikovat. (42!

Samotné analyze pfedchazi vétSinou SPE nebo SPME. Jako stacionarni faze se pouZzivaji
slouceniny s C—18 skupinami, chemicky navézané na pevném nosi¢i. Mobilni faze mlze byt

kombinovana s pufry. (¢

Ve vybrané studii !¢ byly stanovovany mimo jiné tfi pfirozené estrogeny (estradiol,
estriol, estron) a jeden synteticky (ethinylestradiol) v pobfeznich vodach Baltského mote.
Vzorky byly ¢iStény na oxidu kiemicitém a nasledné podrobeny SPE (kopolymer Oasis HBL).
Pro stanoveni byla pouzita HPLC v tandemu s MS s elektrosprejovou ionizaci. Limity detekce

metody se pohybovaly od 0,02 (estron) do 1 ng/L (estriol).

Vzorky byly odebrany na péti mistech ve vychodni ¢asti Baltského mote vétSinou
z hloubky okolo 1,5 m v letech 2003 a 2004. Povrchova voda byla filtrovana ptes filtr ze
sklenénych vldken (velikost porG 1 um). Vzorky byly déleny na koloné s obracenou fazi
o velikosti ¢astic 4 pm, délce 150 mm a vnitinim praméru 2,0 mm. Chromatografie byla
provedena za pouziti mobilnich fazi A (voda) a B (methanol), pfi¢emZ obé obsahovaly stejné
koncentrace octanu amonného. LC systém byl spojen s trojndsobnym kvadrupolovym

hmotnostnim spektrometrem.

Analyza prokdzala pfitomnost Ctyf estrogennich sloucenin v koncentracich od 0,10
(estron) do 17 ng/L (ethynylestradiol). Koncentrace estrogennich slou¢enin na péti raznych
mistech ve dvou letech odbéru vzorkli v pobfezni oblasti Baltského moie jsou uvedeny

v tabulce 5. [16]
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Tabulka 5 — koncentrace estrogenii ve vzorcich morské vody 1%

Koncentrace (ng/L)

Stanovovana
latka Zaliv Wismar  Zaliv Eggers  Zaliv Wismar Salzhaff Poloostrov
(vnitini) Wiek (vngjsi) Darss
El 0,52 - 0,53 0,49 — 0,54 0,13 -0,20 0,30-0,37 0,08 0,11
E2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
E3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
EE2 16,5-17,9 <LOD-17,2 <LOD -3,9 1,7-4,0 1,7-1,8

Z vysledki studie vyplyva, Zze E1 a EE2 byly naméteny v rozmezi u¢innych koncentraci
dni i [16] y suie rizik o ‘h tedi vodnich

pro vodni organismy '°, coz naznaCuje riziko naruSeni pfirozeného prostiedi vodnic
organismi s moznou feminizaci, poruchou rozmnozovani a dal$imi nezadoucimi zménami ve

(44 Stejng jako ve vySe zminéné studii provedené ve

fyziologii vodnich organismt
Spanélsku 34 ptesahuji n&které ze stanovovanych latek normy environmentalni kvality vody
v EU, které jsou 0,4 ng/L pro E2 a E1 a 0,035 ng/L pro EE2, [Commission Implementing

Decision (EU) 2018/840, 2018], (hodnoty pro E3 nejsou v normé zahrnuty).

Podobna studie byla provedena na vzorcich ze Svycarskych fek Jona a Dachseggbach
pobliz Curychu v roce 2016. [**] Byla pouZita stejna metoda analyzy (LC-MS/MS) v kombinaci
s extrakci tuhou fazi. Analyza byla provedena pro nékolik steroidnich hormonti, mezi nimiz
byly i pfirozené estrogeny E1, E2, E3 a synteticky EE2. Nasledujici tabulka 6 ukazuje hodnoty
LOD a LOQ pro stanovované latky.
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Tabulka 6 — LOD a LOQ pro metodu SPE-LC-MS/MS [/

Riéni tok Odtok z COV Piitok do COV
Stanovovana latka LOD/LOQ (ng/L) LOD/LOQ (ng/L) LOD/LOQ (ng/L)
El 0,02/0,04 0,03/0,09 0,3/1
E2 0,1/0,4 0,2/0,8 0,7/2
E3 0,2/0,4 0,3/0,4 2/8
EE2 0,1/0,4 0,6/2 3/10

Vzorky z feky byly odebirany na tfech riznych mistech v prubéhu ledna az dubna 2016
viz obrazek 12. Ve stejné dobé doslo i k odbéru vzorkii z né€kolika Cisticek odpadnich vod ve
Svycarsku. Vysledky studie neprokazaly piitomnost EE2 ani E3 v zadném ze vzorkd.
Ptitomnost E2 byla v ptitocich do COV naméfena v koncentracich 5,7 — 8,7 ng/L, v odtocich
viak byla pod LOD. Nejvétsi koncentrace byly naméfeny pro estron (E1). V piitocich do COV
se jeho koncentrace pohybovaly od 2,3 do 37 ng/L. [43]

O

L

N

Obrazek 12 — Mapa mist odbéru vzorkii z Ficnich tokii (+/
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Tabulka 7 — namérené koncentrace E1 v Ficnich tocich a odtocich z COV [+

El Misto odbéru Koncentrace (ng/L)
R1 (Jona) 0,23
Reka R2 (Jona) 0,91
R3 (Dachseggbach) 0,21
Riiti 0,30 - 0,70
Odtoky z COV
Wetzikon 0,57 —-0,90

Jak je uvedeno v tabulce 7, koncentrace v fi¢nich tocich a odtocich z COV byly znacné
niz§i nez vyse zminéné koncentrace v pfitocich, pfesto vSak mirn¢ presahovaly normy

environmentalni kvality vody pro EU.
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3.2.2. Alternativni stanoveni estrogenti pomoci biochemickych metod

Stanoveni estrogennich latek ve vodé pomoci plynové ¢i kapalinové chromatografie
v tandemu s hmotnostni spektrometrii je nejcastéji pouzivané, spolehlivé a presné analytické
meéfeni. Tyto metody jsou nicméné velice komplexni a pomérné nékladné, ptredevsim z hlediska

potizeni a udrzby specializovanych zafizeni.

Imunotesty, které se také pouzivaji pifi analyze estrogennich latek, jsou analytické
metody, které kvantifikuji odpovéd’ specifickych protilatek pti kontaktu se vzorkem (ELISA,
Imuno-PCR). Tyto techniky jsou levné, snadno proveditelné a maji LOD az 0,7 ng/L. ¢! Tyto
metody mohou poskytnout dopliiujici informace nebo je Ize pouzit na jakousi predbéznou
analyzu a v pfipadé pozitivnich vysledkt pak zahajit komplexnéjsi chemickou analyzu. Jista
nevyhoda téchto testll vSak spociva v tom, Ze mohou vykazovat faleSnou pozitivni odpovéd’

z diivodu zkiizené reaktivity. [47- 48]

3.2.2.1.  Kvasinkové estrogenové monitorovani (YES)

Casto vyuzivanou metodou pro stanoveni endokrinnich disruptort v environmentalnich
vzorcich je takzvany YES. Provadi se in vitro a je tedy ¢asové pomé&rmné nenarocny a oblibeny
pro jeho jednoduchou manipulaci. Mezi dalsi vyhody tohoto testu patii jeho LOD, ktery se

[47] T&chto deteké&nich limitd je viak

v analyze odpadnich vod pohybuje od 0,01 do 0,03 ng/L.
mozné dosahnout pouze po predchozi extrakci tuhou fazi, nebo jinymi extrakénimi technikami.
Test YES funguje tak, Ze estrogenni latky indikuji expresi genu v rekombinantnim kmeni DNA
kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Tento gen koéduje a ndsledné syntetizuje enzym
B — galaktosidazu, ktery uvolnuje chlorfenolovou ¢ervenn z chromogenniho substratu CPRG.
Test se vyhodnocuje méfenim absorbance vyplyvajici ze zmény barvy ze zZluté na Cervenou.

Zména absorbance je pfimym métitkem estrogenni aktivity testované slouceniny. [47-4%]

Obrazek 13 —testovaci desticka YES s mrtvymi kvasinkovymi bunikami ve Zlutych jamkach. Ostatni jamky vykazuji rist kvasinek,
ktery vedl ke zméné barvy na cervenou.
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3.2.2.2. ELISA

Jak jiz bylo zminéno vyse, metodu ELISA fadime do tzv. imunotestt, které jsou zaloZzeny
na specifickych reakcich mezi protilatkou a antigenem. ELISA tedy spojuje stanovovanou latku
s enzymem pomoci specifické reakce, kterd poskytne odpovidajici analyticky signal.
Kvantitativni analyza spociva v barevné reakci enzymu se substratem a nasledné kvantifikaci

spektralnimi metodami.

Hlavni nevyhodou metody ELISA je nachylnost ke zkiizené reaktivité a Spatné
selektivité, tomu se vSak da zamezit pouzitim vhodné a vysoce specifické protilatky. Syntéza
takové protilatky mize byt pomérné slozitd, ale prokazala se jako velmi G¢innad korekce

zkiizenych reakci. Y

Piikladem pouziti vysoce specifické protilatky je studie [*%), kde byla pouzita specialni
metoda k vytvofeni vysoce specifické protilatky pro EE2. Vysledky analyzy vykazovaly jen
zanedbatelné mnozZstvi zkiizenych reakci. Dals§im ptikladem mize byt studie [**], ve které byla
vyvinuta metoda ELISA s pouzitim polyklonalni protilatky v kombinaci s SPE pro analyzu
estronu ve vodné matrici. Tato metoda prokdzala specifické reakce estronu bez zkiiZzenych
reakci s dal$imi estrogennimi slouc¢eninami. V kombinaci s SPE byl stanoven LOD na 1,25

ng/L. 521

I ELISA se tedy dd povazovat za ekonomicky vyhodnou alternativu ke klasickym
chromatografickym stanovenim, je vSak diilezité¢ zminit, Ze ze studii, srovnavajicich metodu
ELISA s GC-MS/MS a HPLC-MS/MS 331 yyplyva, 7e E1 a E2 poskytuji pfi stanoveni

metodou ELISA mirn¢ zvySené hodnoty koncentrace.
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4. Zavér

Cilem této bakalédiské prace bylo zhodnotit a porovnat moznosti analyzy realnych
vodnych vzorkl, jako jsou naptiklad povrchové fi¢ni toky, odtoky a pfitoky Cisticek odpadnich
vod nebo moiské zalivy. Do prace byla zahrnuta jak klasicka chromatograficka stanoveni (GC

a LC), tak i nemén¢ vyuzivané imunochemické a biochemické metody (YES a ELISA).

Hlavni vyhodou biochemickych a imunochemickych stanoveni je ekonomicka
nendro¢nost a rychlost. Nevyhoda vsak spocivéa v Castych zkifizenych reakcich, které mohou
vést k faleSné pozitivnim vysledkim analyzy. Tomu se da ptedejit syntézou specifickych
protilatek, ktera je vSak pomérné slozitd. Aby imunochemické a biochemické metody
poskytovaly LOD odpovidajici chromatografickym stanovenim, musi se navic vzorky ptfed
analyzou Cistit a extrahovat. Odstranéni téchto komplikaci imunochemickych a biochemickych

metod mohou byt Casové naro¢na a odpada tak vyhoda rychlosti analyzy.

Chromatograficka stanoveni poskytuji spolehlivé vysledky, ale jejich instrumentace je
v tom, Ze se kapalné vzorky mohou podrobit analyze hned po ptecisténi a extrakci. Odpadaji
tak kroky derivatizace a odpareni vzorku, které jsou pro analyzu estrogennich latek plynovou

chromatografii nezbytné.

Preduprava zahrnuje téméf vzdy extrakci tuhou fazi, protoze estrogenni latky se ve vodé
nachazi ve velmi nizkych koncentracich (fadové ng/L). I v t€chto koncentracich v§ak mohou
byt nebezpecné pro vodni ekosystém 1 pro Clov€ka. Jak ukazuji moderni odborné studie,
estrogenni latky jsou zodpovédné nejen za zvysujici se vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni
a rakoviny prsu a prostaty u lidi, ale také za feminizaci u rybich samct a zménu reprodukénich

funkei vodnich organismi. 56 37- 381

V této praci byly porovnany studie z ptirodnich vodnich tokt a okoli COV v n&kolika
Evropskych zemi, z nichz vétSina patii do EU a vztahuji se tak na né¢ environmentalni normy
pro kvalitu vody. Koncentrace ve vSech piipadech mirné pfesahovali stanovené limity a bylo
prokazano, Ze cisticky odpadnich vod nedokaZou u¢inné eliminovat vSechny estrogenni latky
z odpadnich pfitoki. Diky evropskym natizenim, které vSak zakazuji nadmérné uZivani téchto
latek v hospodarstvi i veterinarni medicing, jsou koncentrace estrogennich latek v porovnani se

staty mimo EU né&kolikandsobné nizsi. [

35



Seznam pouzité literatury

[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

HYNIE, Sixtus. Specidalni farmakologie: dil VI. Hormony a vitaminy. 1. vydéani. Prof.
MUDr. Vratislav Schreiber, DrSc.; doc. MUDr. Milo§ Vojtéchovsky, CSc. (Recenze).
Praha: Karolinum, 2002. ISBN 80-246-0416-7.

KRSEK, Michal. Endokrinologie. Prvni vydani. PhDr. Lubomir Houdek (editor). PhDr.
Sona Dernerova (Séfredaktorka). MUDr. Dina Vélkova (odpovédna redaktorka). Praha:
Galén, 2011. ISBN 978-80-7262-687-8.

SANDOW, Juergen. Hormones, 1. Hormone systems. Ullmann's encyclopedia of industrial
chemistry. 7th, completely rev. ed. Weinheim: Wiley-VCH, 2011, s. 24-60. ISBN 978-3-
527-32943-4.

SALWANI, S., R. SAINIL, R. VUPPULURI, L. ROJAS a M. PETEL A KOL. Endocrine
Changes with Aging. Endocrinology & Metabolism International Journal [online]. 2016,
2016(6), 1-12 [cit. 2017-03-14]. Dostupné z: http://medcraveonline.com/EMIJ/EMIJ-03-
00065.pdf

HANC, Oldtich; PADR, Zdengk. Hormony: Uvod do jejich chemie a biologie. 2. eské
vydani. Prof. MUDr. Vratislav Schreiber (védecky redaktor). RNDr. MUDr. Lubos Starka,
DrSc. (Recenze). Praha: Ceskoslovenska akademie véd, 1982. ISBN 21-005-82.

MODOS, Anna. Metabolismus estrogenti u UGT1A1 deficientnich potkant [online]. Praha,
2011 [cit. 2024-06-10]. Dostupné z:
https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/49698/DPTX 2010 2 0 299362
0 _109252.pdf?sequence=1&isAllowed=y. Diplomova Prace. Univerzita Karlova v Praze.
Vedouci prace MUDr. Lucie Muchova, PhD.

KOZLIK, Petr. Stanoveni estrogennich polutantii v redlné vodné matrici metodou HPLC-
UV po extrakci na tuhé fazi[online]. Praha, 2010 [cit. 2024-06-10]. Dostupné z:
https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/29981/DPTX 2009 2 11310 0 25

8713 0 64983.pdf?sequence=1&isAllowed=y. Diplomova prace. Univerzita Karlova v
Praze. Vedouci prace Doc. RNDr. Zuzana Bosdkova, CSc.

Works of the Department of Health and Human Services. Estrogens, steroidal. In: /4¢h
Report on Carcinogens 2016 [online]. 14. vydani. U.S. Department of Health and Human
Services, 2016, s. 241-244 [cit. 2024-06-10]. ISBN 978-1-5231-0852-7. Dostupné z:
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpRC000063/cid:kt0116Z0RB/viewe
rType:khtml//root_slug:14th-report-carcinogens.

CAMMACK, R., T. K. ATTWOOD, P. N. CAMPBELL, J. H. PARISH, A. D. SMITH, J.
L. STIRLING a F VELLA. Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular
Biology [online]. 2. vydani. Oxford (UK): Oxford University Press, 2006 [cit. 2024-06-10].

ISBN 978-0-19-852917-0. Dostupné Z:
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpODBMBEO01/cid:kt008O4E65/vie

werType:khtml//root_slug:oxford-dictionary-biochemistry.

BAYER, Hans a Wolfgang WALTER. Female Sex Hormones (Oestrogens (Estrogens) and
Gestagens). In: Organic Chemistry — A Comprehensive Degree Text and Source
Book [online]. Woodhead Publishing, 1997, s. 692-694 [cit. 2024-06-10]. ISBN 978-1-
898563-37-2. Dostupné zZ:
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpOCACDTS1/cid:ktO09K 1TP5/vie

werType:khtml//root_slug:organic-chemistry.

36


https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpRC000063/cid:kt0116Z0RB/viewerType:khtml/root_slug:14th-report-carcinogens.
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpRC000063/cid:kt0116Z0RB/viewerType:khtml/root_slug:14th-report-carcinogens.
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpODBMBE01/cid:kt008O4E65/viewerType:khtml/root_slug:oxford-dictionary-biochemistry
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpODBMBE01/cid:kt008O4E65/viewerType:khtml/root_slug:oxford-dictionary-biochemistry
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpOCACDTS1/cid:kt009K1TP5/viewerType:khtml/root_slug:organic-chemistry
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpOCACDTS1/cid:kt009K1TP5/viewerType:khtml/root_slug:organic-chemistry

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

International Food Information Service. Dictionary of Food Science and
Technology [online]. 2. vydani. International Food Information Service (IFIS Publishing),
2009 [cit. 2024-06-10]. ISBN 978-1-4051-8740-4. Dostupné Z:
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpDFSTE001/cid:kt006QEBJ4/view

erType:khtml/root slug:dictionary-food-science.

KUHL, H. Hormonal Contraception. Estrogens and Antiestrogens II [online]. Berlin,
Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 1999, 363-407 [cit. 2024-06-17]. Handbook of
Experimental Pharmacology. ISBN 978-3-642-64261-6. DOI:10.1007/978-3-642-60107-
1 18

170-Ethinylestradioland Mestranol and Drinking Water. In: Minnesota Department of
Health [online]. Zari 2016 [cit. 2024-06-10]. Dostupné Z:
https://www .health.state.mn.us/communities/environment/risk/docs/guidance/gw/mestraet
hinyleinfo.

WRIGHT, A. Armean, Ghassan N. FAYAD, James F. SELGRADE, Mette S. OLUFSEN
a Eric A SOBIE. Mechanistic model of hormonal contraception. PLOS Computational
Biology [online]. 2020, 2020-6-29, 16(6), [cit. 2024-06-10]. ISSN 1553-7358.
DOI:10.1371/journal.pcbi.1007848.

FANG, Ting Yien, Sarva Mangala PRAVEENA, Claire DEBURBURE, Ahmad Zaharin
ARIS, Sharifah Norkhadijah Syed ISMAIL a Irniza RASDI. Analytical techniques for

steroid estrogens in water samples - A review. Chemosphere [online]. 2016, 165, 358-368
[cit. 2024-06-10]. ISSN 00456535. DOI:10.1016/j.chemosphere.2016.09.05.

BECK, Iris-Constanze, Regina BRUHN, Juergen GANDRASS a Wolfgang RUCK. Liquid
chromatography—tandem mass spectrometry analysis of estrogenic compounds in coastal
surface water of the Baltic Sea. Journal of Chromatography A [online]. 2005, 1090(1-2),
98-106 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00219673. DOI:10.1016/j.chroma.2005.07.013.

AUFARTOVA, Jana, Cristina MAHUGO-SANTANA, Zoraida SOSA-FERRERA, José
Juan SANTANA-RODRIGUEZ, Lucie NOVAKOVA a Petr SOLICH. Determination of
steroid hormones in biological and environmental samples using green microextraction
techniques: An overview. Analytica Chimica Acta [online]. 2011, 704(1-2), 33-46 [cit.
2024-06-10]. ISSN 00032670. DOI:10.1016/j.aca.2011.07.030.

PESSOA, Germana P., Neyliane C. DE SOUZA, Carla B. VIDAL, Joana A.C. ALVES,
Paulo Igor M. FIRMINO, Ronaldo F. NASCIMENTO a André B. DOS SANTOS.
Occurrence and removal of estrogens in Brazilian wastewater treatment plants. Science of
The Total Environment [online]. 2014, 490, 288-295 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00489697.
DOI:10.1016/j.scitotenv.2014.05.008.

MERCK. Extraction. Merck [online]. 2024, 2024 [cit. 2024-06-10]. Dostupné z:
https://www.merckmillipore.com/CZ/cs/products/analytics-sample-prep/analytical-
sample-preparation/extraction/3fSb.qB.0ISAAAE _aP53.Lxi,nav.

ZHANG, Jinghua, Liguo ZANG, Tian WANG, Xiaowen WANG, Min JIA, Dan ZHANG
a Hongyan ZHANG. A solid-phase extraction method for estrogenic disrupting compounds
based on the estrogen response element. Food Chemistry [online]. 2020, 333 [cit. 2024-06-
10]. ISSN 03088146. DOI:10.1016/j.foodchem.2020.127529.

LUCCI, Paolo, Deborah PACETTI, Oscar NUNEZ a Natale G. Current Trends in Sample
Treatment Techniques for Environmental and Food Analysis. Chromatography - The Most
Versatile Method of Chemical Analysis [online]. InTech, 2012, 2012-10-24 [cit. 2024-06-
10]. ISBN 978-953-51-0813-9. DOI:10.5772/47736.

37


https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpDFSTE001/cid:kt006QEBJ4/viewerType:khtml/root_slug:dictionary-food-science
https://app.knovel.com/web/view/khtml/show.v/rcid:kpDFSTE001/cid:kt006QEBJ4/viewerType:khtml/root_slug:dictionary-food-science
https://www.health.state.mn.us/communities/environment/risk/docs/guidance/gw/mestraethinyleinfo
https://www.health.state.mn.us/communities/environment/risk/docs/guidance/gw/mestraethinyleinfo
https://www.merckmillipore.com/CZ/cs/products/analytics-sample-prep/analytical-sample-preparation/extraction/3fSb.qB.0IsAAAE_aP53.Lxi,nav
https://www.merckmillipore.com/CZ/cs/products/analytics-sample-prep/analytical-sample-preparation/extraction/3fSb.qB.0IsAAAE_aP53.Lxi,nav

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

KECILI, Riistem a Adil DENIZLI. Molecular Imprinting-Based Smart Nanosensors for
Pharmaceutical Applications. Molecular Imprinting for Nanosensors and Other Sensing
Applications [online]. Elsevier, 2021, 19-43 [cit. 2024-06-10]. ISBN 9780128221174.
DOI:10.1016/B978-0-12-822117-4.00002-2.

ZHANG, Xinfeng, Shuxia XU, Jae-Min LIM a Yong-Ill LEE. Molecularly imprinted solid
phase microextraction fiber for trace analysis of catecholamines in urine and serum samples
by capillary electrophoresis. Talanta [online]. 2012, 99, 270-276 [cit. 2024-06-10]. ISSN
00399140. DOI:10.1016/j.talanta.2012.05.050.

Membranové a SPEC disky, Captiva. Altium [online]. 2023 [cit. 2024-06-10]. Dostupné z:
https://hpst.cz/priprava-vzorku/spe/membranove-spec-disky-captiva.

THURMAN, E. Advances in solid-phase extraction disks for environmental
chemistry. 7rAC Trends in Analytical Chemistry [online]. 19(1), 18-26 [cit. 2024-06-10].
ISSN 01659936. DOI:10.1016/S0165-9936(99)00175-2.

WANG, Shenling, Yanling GENG, Xiaowei SUN, Rongyu WANG, Zhenjia ZHENG,
Shenghuai HOU, Xiao WANG a Wenhua JI. Molecularly imprinted polymers prepared
from a single cross-linking functional monomer for solid-phase microextraction of
estrogens from milk. Journal of Chromatography A [online]. 2020, 1627 [cit. 2024-06-10].
ISSN 00219673. DOI:10.1016/j.chroma.2020.461400.

HU, Yuling, Yangyang WANG, Xiaoguang CHEN, Yufei HU a Gongke LI. A novel
molecularly imprinted solid-phase microextraction fiber coupled with high performance
liquid chromatography for analysis of trace estrogens in fishery samples. Talanta [online].
2010, 2010-03-15, 80(5), 2099-2105  [cit.  2024-06-10]. ISSN  00399140.
DOI:10.1016/j.talanta.2009.11.015.

ZHU, Ning, Zhekuan WU, Man HE, Beibei CHEN a Bin HU. 3D printed stir bar sorptive
extraction coupled with high performance liquid chromatography for trace estrogens

analysis in environmental water samples. Analytica Chimica Acta [online]. 2023, 1281 [cit.
2024-06-10]. ISSN 00032670. DOI:10.1016/j.aca.2023.341904

CUTA, Frantisek; POPL, Milan; HEJTMANEK, Milo§; KARLIK, Milan; KSANDR,
Zbynek; KUCERA, Zden&k; POLEJ, Bohumil; VOLKA, Karel. Instrumentdlni analyza.
Ing. Eva Hugova (hlavni redaktorka). RNDr. Eva Juldkova, CSc. (odpovédna redaktorka).
Praha: SNTL — nakladatelstvi technické literatury, n.p., 1986. ISBN 04-601-86.

BOCEK, Petr; DEYL, Zdengk; HORNA, Ales; CHURACEK, Jaroslav; JANCA, Josef:
JANDERA, Pavel; KALVODA, Robert; KOMAREK, Karel; KOPANICA, Miroslav;
KREJCI, Milo§; MELOUN, Milan; NOVAK, Josef: VYTRAS, Karel. Advanced
Instrumental Methods of Chemical Anylysis. 1. vydani. Prof. Ing. Jaroslav Churacek, DrSc.
(editor). Prof, RNDr. Jiii Koryta, DrSc. (védecky editor). Madeleine Stulikova (pteklad).
Ing. Jitka Zykanova (redaktor). Zuzana Smutna (technicky redaktor). Praha: Nakladatelstvi
Akademie véd Ceské republiky, 1993. ISBN 80-200-0424-6.

ATAPATTU, Sanka N. a Azamat TEMERDASHEV. Recent advances in gas
chromatography injection port derivatization in analytical method development. Tr4AC
Trends in Analytical Chemistry [online]. 2023, 168 [cit. 2024-06-10]. ISSN 01659936.
DOI:10.1016/j.trac.2023.117334.

FARAJZADEH, Mir Ali, Nina NOURI a Parisa KHORRAM. Derivatization and
microextraction methods for determination of organic compounds by gas
chromatography. TrAC Trends in Analytical Chemistry [online]. 2014, 55, 14-23 [cit. 2024-
06-10]. ISSN 01659936. DOI:10.1016/j.trac.2013.11.006.

38


https://hpst.cz/priprava-vzorku/spe/membranove-spec-disky-captiva

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

MIGOWSKA, Natalia, Magda CABAN, Piotr STEPNOWSKI a Jolanta KUMIRSKA.
Simultaneous analysis of non-steroidal anti-inflammatory drugs and estrogenic hormones
in water and wastewater samples using gas chromatography—mass spectrometry and gas
chromatography  with  electron  capture detection. Science of The Total
Environment [online]. 2012, 441, 77-88 [cit. 2024-06-10]. ISSN  00489697.
DOI:10.1016/j.scitotenv.2012.09.043.

QUINTANA, J.B., J. CARPINTEIRO, I. RODRIGUEZ, R.A. LORENZO, A.M. CARRO
a R. CELA. Determination of natural and synthetic estrogens in water by gas
chromatography with mass spectrometric detection. Journal of Chromatography
A [online]. 2004, 1024(1-2), 177-185 [cit. 2024-06-10]. ISSN  00219673.
DOI:10.1016/j.chroma.2003.10.074.

GONZALEZ, Alba, Jessica AVIVAR a Victor CERDA. Estrogens determination in
wastewater samples by automatic in-syringe dispersive liquid-liquid microextraction prior
silylation and gas chromatography. Journal of Chromatography A [online]. 2015, 1413, 1-
8 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00219673. DOI:10.1016/j.chroma.2015.08.031.

PACAKOVA, Vera, Lucie LOUKOTKOVA, Zuzana BOSAKOVA a Karel STULIK.
Analysis for estrogens as environmental pollutants — A review. Journal of Separation
Science [online]. 2009, 32(5-6), 867-882 [cit. 2024-06-10]. ISSN 1615-9306.
DOI:10.1002/jss¢.200800673.

HAO, Yachao, Wei ZHOU, Xin WANG, Youping LIU a Xin DI. Carboxyl-based deep
eutectic solvent modified magnetic graphene oxide as a novel adsorbent for fast enrichment
and extraction of estrogens in milk prior to HPLC-UV analysis. Microchemical
Journal [online]. 2023, 193 [cit. 2024-06-10]. ISSN 0026265X.
DOI:10.1016/j.microc.2023.109050.

WANG, L, Y CAIL B HE, C YUAN, D SHEN, J SHAO a G JIANG. Determination of
estrogens in water by HPLC-UV using cloud point extraction. 7Talanta [online]. 2006,
2006-08-15, 70(1), 47-51 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00399140.
DOI:10.1016/j.talanta.2006.01.013.

ZHENG, Bei, Wentao LI, Hongyan LI, Lin LIU, Pei LEI, Xiaopeng GE, Zhiyong YU a
Yiqi ZHOU. Separation and determination of estrogen in the water environment by high
performance liquid chromatography-fourier transform infrared spectroscopy. Scientific
Reports [online]. 2016, 2016-08-31,6(1) [cit. 2024-06-10]. ISSN 2045-2322.
DOI:10.1038/srep32264.

WEN, Yi, Bing-Sheng ZHOU, Ying XU, Shi-Wei JIN a Yu-Qi FENG. Analysis of
estrogens in environmental waters using polymer monolith in-polyether ether ketone tube
solid-phase microextraction combined with high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography A [online]. 2006, 1133(1-2), 21-28 [cit.
2024-06-10]. ISSN 00219673. DOI:10.1016/j.chroma.2006.08.049.

SHOCKCOR, J.P. HPLC-NMR, Pharmaceutical Applications. Encyclopedia of
Spectroscopy and Spectrometry [online]. Elsevier, 2017, 141-151 [cit. 2024-06-10]. ISBN
9780128032244. DOI:10.1016/B978-0-12-803224-4.00377-0.

BARBARIN, Nicolas, Jack D HENION a Yunhui WU. Comparison between liquid
chromatography—UV detection and liquid chromatography—mass spectrometry for the
characterization of impurities and/or degradants present in trimethoprim tablets. Journal of
Chromatography A [online]. 2002, 970(1-2), 141-154 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00219673.
DOI:10.1016/S0021-9673(02)01035-X.

39



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

SUNEETHA, A. a Rajeswari K. RAJA. Comparison of LC-UV and LC-MS methods for
simultaneous determination of teriflunomide, dimethyl fumarate and fampridine in human
plasma: application to rat pharmacokinetic study. Biomedical Chromatography [online].
2016, 30(9), 1371-1377 [cit. 2024-06-10]. ISSN 0269-3879. DOI:10.1002/bmc.3694.

GROSS-SOROKIN, Melanie Y., Stephen D. ROAST a Geoffrey C. BRIGHTY.
Assessment of Feminization of Male Fish in English Rivers by the Environment Agency of
England and Wales. Environmental Health Perspectives [online]. 2006, 114(Suppl 1), 147-
151 [cit. 2024-06-10]. ISSN 0091-6765. DOI:10.1289/ehp.8068.

ZHANG, Kun a Karl FENT. Determination of two progestin metabolites (17a-
hydroxypregnanolone and pregnanediol) and different classes of steroids (androgens,
estrogens, corticosteroids, progestins) in rivers and wastewaters by high-performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Science of The Total
Environment [online]. 2018, 610-611, 1164-1172 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00489697.
DOI:10.1016/j.scitotenv.2017.08.114.

AZEVEDOQO, Taiza dos Santos, Juliana Palermo Evangelista dos SANTOS, Joao
MONTEIRO NETO, Fernanda Bento Rosa GOMES, Sue Ellen Costa BOTTREL, Ann
Honor MOUNTEER a Renata de Oliveira PEREIRA. Removal of endocrine-disrupting
chemical mixtures in water using chlorination and photolysis. Water Supply [online]. 2023,
2023-03-01, 23(3), 1284-1296 [cit. 2024-06-10]. ISSN 1606-9749.
DOI:10.2166/ws.2023.022.

NETO, Jodo Monteiro, Lorena Gotelip COSTALONGA, Nathacha Oliveira PIRES, et al.
Yeast estrogen screen assay applied in the assessment of estrogenic activity removal from
dairy cattle wastewater treated by anaerobic digestion. Science of The Total
Environment [online]. 2024, 908 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00489697.
DOI:10.1016/j.scitotenv.2023.168243.

HETTWER, Karina, Martin JAHNE, Kirstin FROST, et al. Validation of Arxula Yeast
Estrogen Screen assay for detection of estrogenic activity in water samples: Results of an

international interlaboratory study. Science of The Total Environment [online]. 2018, 621,
612-625 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00489697. DOI:10.1016/j.scitotenv.2017.11.211.

SCHULTIS, T. a JJW. METZGER. Determination of estrogenic activity by LYES-assay
(yeast  estrogen  screen-assay  assisted by  enzymatic  digestion  with
lyticase). Chemosphere [online]. 2004, 57(11), 1649-1655 [cit. 2024-06-10]. ISSN
00456535. DOI:10.1016/j.chemosphere.2004.06.027.

LE, Thi Anh Hong. The YES assay as a tool to analyse endocrine disruptors in different
matrices in Vietnam [online]. Bonn (GE), 2012 [cit. 2024-06-10]. Dostupné z:
file:///Users/sara/Downloads/3027.pdf.

LI Congwen, Yunlin WEIL, Shenting ZHANG a Wenli TAN. Advanced methods to analyze
steroid estrogens in environmental samples. Environmental Chemistry Letters [online].
2020, 18(3), 543-559 [cit. 2024-06-10]. ISSN 1610-3653. DOI:10.1007/s10311-019-
00961-2.

URAIPONG, Chatchaporn, Robin D. ALLAN, Chunhua LI, Ivan R. KENNEDY, Victor
WONG a Nanju Alice LEE. A survey of 17a-ethinylestradiol and mestranol residues in
Hawkesbury River, Australia, using a highly specific enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) demonstrates the levels of potential biological significance. Ecotoxicology and
Environmental Safety [online]. 2017, 144, 585-592 [cit. 2024-06-10]. ISSN 01476513.
DOI:10.1016/j.ecoenv.2017.06.077.

40


/Users/sara/Downloads/3027.pdf

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

LI, Zhilan, Shuo WANG, N ALICE LEE, Robin D ALLAN a Ivan R KENNEDY.
Development of a solid-phase extraction—enzyme-linked immunosorbent assay method for
the determination of estrone in water. Analytica Chimica Acta [online]. 2004, 503(2), 171-
177 [cit. 2024-06-10]. ISSN 00032670. DOI:10.1016/j.aca.2003.10.026.

HUANG, Ching-Hua a David L. SEDLAK. Analysis of estrogenic hormones in municipal
wastewater effluent and surface water using enzyme-linked immunosorbent assay and gas
chromatography/tandem  mass  spectrometry. Environmental — Toxicology — and
Chemistry [online]. 2001, 20(1), 133-139 [cit. 2024-06-10]. ISSN 0730-7268.
DOI:10.1002/etc.56202001 14.

FARRE, Marinella, Rikke BRIX, Marina KUSTER, Fernando RUBIO, Yasuhiro GODA,
Maria J. LOPEZ DE ALDA a Damia BARCELO. Evaluation of commercial immunoassays
for the detection of estrogens in water by comparison with high-performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry HPLC-MS/MS (QqQ). Analytical and
Bioanalytical Chemistry [online]. 2006, 385(6), 1001-1011 [cit. 2024-06-10]. ISSN 1618-
2642. DOI:10.1007/s00216-006-0562-7

GONZALEZ, Thomas L., James M. RAE a Justin A. COLACINO. Implication of
environmental estrogens on breast cancer treatment and progression. Toxicology [online].
2019, 421, 41-48 [cit. 2024-06-10]. ISSN 0300483X. DOI:10.1016/j.tox.2019.03.014.

PENG, Shuhan, Shengkun DONG, Chang GONG, Xiaohong CHEN, Hongyu DU, Yuehao
ZHAN a Zhifeng YANG. Evidence-based identification of breast cancer and associated
ovarian and uterus cancer risk components in source waters from high incidence area in the
Pearl River Basin, China. Science of The Total Environment [online]. 2023, 903
(166060) [cit. 2024-06-10]. ISSN 00489697. DOI:10.1016/j.scitotenv.2023.166060.

TASLIMA, Khanam, Sarah-Louise C. SELLY, Brendan J. MCANDREW a David J.
PENMAN. Combined estrogen and elevated temperature treatments induce feminization in

Nile tilapia, Oreochromis niloticus. Aquaculture Reports [online]. 2023, 33(101773) [cit.
2024-06-10]. ISSN 23525134. DOI:10.1016/j.aqrep.2023.101773.

SOUZA, Deisi N. de, Ann H. MOUNTEER a Gemima S. ARCANJO. Estrogenic
compounds in drinking water: A systematic review and  risk
analysis. Chemosphere [online]. 2024, 360(142463) [cit. 2024-06-10]. ISSN 00456535.
DOI:10.1016/j.chemosphere.2024.142463.

41



