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Anotace  

Předkládaná bakalářská práce pojednává o analytických metodách stanovení 

estrogenních steroidních hormonů. Zaměřuje se na různé způsoby stanovení těchto látek 

v reálných vodných vzorcích odebraných většinou z toků povrchové vody v přírodě, nebo 

v okolí čističek odpadních vod. Práce zahrnuje teoretickou část, kde jsou stručně popsány 

estrogeny a jejich úloha v organismu, jejich terapeutické využití v podobě hormonální 

antikoncepce a jejich cesta do životního prostředí. Druhá část práce se věnuje úpravě vzorků 

před analýzou a samotným analytickým metodám stanovení, estrogenních látek a jejich 

srovnání na základě odborných studií.  

Klíčová slova: estrogeny, hormonální antikoncepce, extrakce tuhou fází, derivatizace, plynová 

chromatografie, kapalinová 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 
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YES Kvasinkové estrogenové monitorování 
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ÚVOD 

Na rozdíl od obyvatel států rozvojových zemí máme jedno zásadní privilegium. Je jím 

bezproblémový přístup k pitné vodě. Pitná voda je pro každého z nás naprostou samozřejmostí. 

Kvalita a čistota vody však může být ohrožena chemickými polutanty, jako jsou například 

odpady farmaceutického průmyslu. Mimo to ke kontaminaci přispívají i sloučeniny dusíku a 

fosforu, které se do vody dostávají zemědělskou činností.  

Významnou skupinou látek, vyskytujících se v odpadní i povrchové vodě, jsou estrogeny 

(steroidní hormony). Jako terapeutické látky se začaly používat již v druhé polovině minulého 

století. V poslední době se však hodně mluví o jejich negativním vlivu na lidské zdraví.  

Estrogenní látky, se uplatňují jako terapeutika především v hormonálních 

antikoncepčních přípravcích, proto je užívání hormonální antikoncepce často označováno za 

zdroj tohoto problému. Čističky odpadních vod nejsou v současnosti schopny tyto látky 

efektivně odstraňovat, a volné estrogeny se dostávají do životního prostředí. 

Zvýšená koncentrace estrogenů ve vodě má nepříznivý vliv na reprodukční systém 

vodních živočichů. Mimo to jsou tyto látky karcinogenní a ovlivňují lidskou hormonální 

soustavu, což může vést k různým poruchám endokrinního systému a také ke snížení plodnosti. 

Proto je třeba koncentrace těchto látek ve vodě sledovat, měřit a regulovat jejich používání. 

V této práci se zaměřuji především na to, jakými analytickými metodami se dají 

estrogenní látky stanovit v reálných vodných vzorcích povrchové vody v přírodě, i v přítocích 

a odtocích čističek odpadních vod. 
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1. Hormony 

Hormony, jsou chemické látky 

produkované žlázami s vnitřní sekrecí. 

Vylučují se přímo do krve, odkud jsou 

distribuovány k cílovým orgánům, respektive 

k jejich receptorům. Hormony společně 

s neurotransmitery tvoří hlavní regulační 

systém organismu. Endokrinní systém je 

kontrolován centrální nervovou soustavou. [1] 

Uvolňování hormonů je řízeno takzvaným 

zpětnovazebným regulačním mechanismem, 

kdy nadřazené endokrinní žlázy řídí tvorbu a 

sekreci hormonů ve žlázách podřízených, jak 

je vidět na obrázku 1. U některých 

endokrinních žláz se sekrece hormonů spouští 

vlivem změny homeostázy. Mezi takové patří například slinivka, která vylučuje inzulin nebo 

glukagon v souvislosti se změnou hladiny glukózy v krvi. [2] 

1.1. Žlázy s vnitřní sekrecí 

Za řídící centrum endokrinního systému lze považovat komplex hypotalamus-hypofýza. 

Hypotalamus je struktura mezimozku, která kromě endokrinního systému reguluje i jiné 

fyziologické funkce, jako je například kontrola spánku a bdění, žízně, hladu a tělesné teploty. 

Přední část hypotalamu produkuje oxytocin a vazopresin, které mají přímý účinek na hladkou 

svalovinu v periferních tkáních. Střední část produkuje liberiny, které jsou zodpovědné za 

uvolňování hormonů hypofýzy a zadní část produkuje statiny, zodpovědné za inhibici 

vylučování hypofyzárních hormonů. Produkce hypofyzárních hormonů je tedy podřízena 

hypotalamu. Hypofýza, kterou lze na základě jejího vývojového původu rozdělit na 

adenohypofýzu a neurohypofýzu, také uvolňuje hormony, které vyvolávají přímou reakci 

organismu. Mimo to produkuje i hormony, které regulují sekreci a syntézu hormonů jiných 

endokrinních žláz, například nadledvin. Posledním typem jsou tzv. cílové endokrinní žlázy, 

mezi které řadíme nadledviny, pohlavní žlázy a štítnou žlázu. [1, 4] 

1.2. Steroidní hormony 

Pojem steroidní hormony označuje skupinu strukturně podobných látek odvozených od 

Obrázek 1 – Zpětnovazebné regulační mechanismy při řízení 

funkce endokrinních žláz [1] 
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molekuly cholesterolu. [3] Jsou to lipofilní molekuly, které pronikají cytoplazmatickou 

membránou a prochází do jádra buňky, kde ovlivňují transkripci DNA, jak je naznačeno na 

obrázku 2. Následkem této skutečnosti účinky nastupují pomalu (hodiny až den) a působí déle 

(až několik dní). [1] Z hlediska fyziologie organismu jde o velmi významné látky, které plní 

především řídící funkci. Jsou ale také významné z farmakologického hlediska pro jejich 

terapeutické využití. Řadíme sem kortikosteroidy, jejichž nejvýznamnějším zástupcem je 

aldosteron. Dále androgeny, tedy mužské pohlavní hormony, zodpovědné za vývoj 

maskulinních znaků, gestageny (progesteron) a estrogeny (estradiol, estron, estriol), což jsou 

ženské pohlavní hormony. [1, 5] 

 

Obrázek 2 – schéma mechanismů působení hormonů: vlevo mechanismus hormonů působících na membránové receptory; 

vpravo mechanismus hormonů prostupujících do jádra buňky [1] 
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Na následujícím schématu (obrázek 3) je znázorněna syntéza vybraných steroidních 

hormonů. Estradiol je odvozen z molekuly testosteronu a estron z androstendionu. Ze schématu 

je tedy patrné, že estrogeny vznikají z androgenů tzn. z mužských pohlavních hormonů. [3] 

 

 

 

Obrázek 3 – Schéma biosyntézy steroidních hormonů. Enzymy: a) 3–Hydroxy–Δ5–steroiddehydrogenáza; b) Steroidisomeráza; 

c) Steroid –17–monooxygenáza; d) C–17,20–lyáza; e) 17–Hydroxysteroiddehydrogenáza; f) Aromatáza; g) 5–Reduktáza. [3] 

Androstendion 
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1.2.1. Metabolismus steroidních hormonů 

Steranový skelet je poměrně stabilní a těžce se štěpí. V játrech a ledvinách dochází 

nejdříve k redukci keto skupin na OH skupiny a následně ke konjugaci na glukosiduronátové a 

sulfátové skupiny. Tyto konjugáty jsou ve vodě rozpustné a jsou vylučovány z těla močí do 

odpadních vod. Zde se poměrně snadno hydrolyzují, což má za následek výskyt volných 

hormonů v odpadních vodách. [6, 7] 

1.3. Ženské pohlavní hormony 

1.3.1. Estrogeny 

Za Estrogeny jsou považovány všechny látky steroidní struktury, které vyvolávají změny 

v ženských pohlavních orgánech. Můžeme mezi ně zařadit jak syntetické, tak přirozeně se 

vyskytující steroidní hormony. Za přirozené estrogeny považujeme steroidní látky, které jsou 

produkovány kůrou nadledvin, vaječníky, placentou, ale i několika druhy rostlin (tzv. 

fytoestrogeny). [8] V ženském organismu je syntéza estrogenů značně zvýšena v období 

těhotenství. Mezi nejvýznamnější zástupce této skupiny z hlediska působení na lidský 

organismus patří především estradiol (E2), estron (E1) a estriol (E3). [1, 3] 

1.3.1.1. Estradiol 

17––estradiol neboli 1,3,5–estratrien–3,17–β–diol, je nejsilnějším estrogenem. 

V odborné literatuře je označován zkratkou E2. Syntetizuje se z testosteronu pomocí komplexu 

aromatáz, nacházejících se v granulózních buňkách vaječníků. Odtud je uvolňován přímo do 

krevního oběhu. V játrech je estradiol oxidován na estron a hydratací přechází na estriol. Jeho 

produkce je stimulována folitropinem a je důležitý zejména pro vývoj ženských sekundárních 

pohlavních znaků. [9] Neméně důležitý je také v první polovině menstruačního cyklu (tzn. před 

ovulací), kdy stimuluje proliferaci vrstev endometria. [1, 8] Jeho terapeutické využití spočívá 

především v substituční léčbě při poruchách vaječníků, v období klimakteria, u nádorových 

onemocnění prostaty a jako složka hormonálních antikoncepčních přípravků. [1, 3] 

1.3.1.2. Estron 

Estron neboli 1,3,5–estratrien–3–ol–17–on, také zvaný folikulin, je dalším významným 

estrogenem. V odborné literatuře je označován zkratkou E1. Je syntetizován ve vaječnících a 

periferních tkáních z androstendionu. [9] 

1.3.1.3. Estriol 

16–α–estradiol neboli 1,3,5–estratrien–3,16α,17–triol, je významný hlavně v období 
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těhotenství, kdy je syntetizován placentou. V odborné literatuře bývá označován zkratkou E3. 

V porovnání s 17––estradiolem a estronem se jedná o poměrně slabý estrogen. [1, 9] 

Z následujícího obrázku 4 je zřejmé, že estrogeny jsou látky s osmnácti uhlíky, přičemž 

v poloze 17 se nachází buď OH skupina, nebo keto skupina. [3] 

Obrázek 4 – Chemická struktura estrogenů, MW (molecular weight) značí molekulovou hmotnost [3] 

1.3.2. Gestageny 

Gestageny, někdy také progestiny, jsou steroidní hormony produkovány placentou během 

těhotenství a v průběhu menstruace žlutým tělískem (corpus luteum), což je dočasná žláza 

nacházející se ve vaječnících. Gestageny jsou stejně jako estrogeny strukturně podobné 

cholesterolu. Modifikované gestageny v kombinaci s estrogeny dokáží zabránit početí. [10] 

Gestageny se dají terapeuticky využít při hormonálních poruchách a nerovnováhách. Dále je 

lze použít například při léčbě endometriózy a v již zmíněných antikoncepčních přípravcích. 

Progesteron se v gastrointestinálním traktu rozkládá, a proto jsou pro per orální podání 

vhodnější jeho syntetické deriváty. Nejvýznamnějším gestagenem z hlediska využití 

v antikoncepčních přípravcích je progesteron. [1, 10] 

1.3.2.1. Progesteron 

Progesteron je prekurzorem ženských i mužských pohlavních hormonů. Je produkován 

žlutým tělískem a je důležitý zejména v druhé polovině ovulačního cyklu, kdy připravuje 

děložní sliznici na uhnízdění vajíčka. Dále je klíčovým hormonem v těhotenství, kdy udržuje 

vajíčko v děloze. Progesteron je v malém množství syntetizován i ve varlatech a 

nadledvinách. [10, 11]  
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2. Hormonální antikoncepce 

Hormonální antikoncepce je jedním z typů přípravků, které zabraňují početí. Mimo ni 

existují například mechanické ochranné pomůcky, spermicidní gely, nebo nitroděložní tělíska 

zabraňující vajíčku uhnízdit se v děloze. HA přípravky mohou být čistě estrogenního nebo 

gestagenního typu. V současnosti se však nejvíce používají tzv. kombinované přípravky 

obsahující kombinace těchto hormonů. [1, 12] 

2.1. Syntetické estrogeny 

Nejčastěji používanými syntetickými estrogeny při přípravě antikoncepčních přípravků 

jsou 17α–ethinylestradiol (EE2) a mestranol (MeEE2), jejichž vzorce jsou uvedeny na 

obrázku 5. Lze je také použít při léčbě akné, endometriózy, syndromu polycystických ovarií a 

dalších hormonálních poruchách. Zbytky těchto syntetických hormonů jsou vylučovány z těla 

do odpadních vod. V čističkách nejsou zcela odstraněny (viz kapitola 3.2.1.1.), proto když je 

voda vypouštěna, dostávají se tyto látky do povrchových vodních zdrojů, respektive pitné vody. 

I když se jedná o koncentrace řádově v ng/L, tyto látky jsou poměrně nebezpečným polutantem. 

V pitné vodě jsou volné estrogeny (stejně jako ostatní steroidní hormony) nežádoucí hlavně 

proto, že mohou způsobovat endokrinní disrupci, která vede k poruchám růstu, metabolismu, 

psychického zdraví a může také vyvolat rakovinné bujení a neplodnost. [12,13] 

Obrázek 5 – Strukturní vzorce EE2 a MeEE2  

2.2. Mechanismus účinku 

Přestože neexistuje přesný klinický marker antikoncepce, je zde několik ukazatelů, 

kterými můžeme mechanismus popsat. Souhrnně se dá říct, že zabránění početí spočívá 

v zamezení ovulace. K tomu dochází následkem snížení produkce hypofyzárních 

gonadotropinů vlivem výše popsané negativní zpětné vazby. Dochází ke snížení až potlačení 

vylučování luteinizačního hormonu a folikulostimulačního hormonu, následkem toho se 

nezvedne hladina progesteronu. Pokud je jeho koncentrace dostatečně nízká, lze předpokládat, 

že nedošlo k ovulaci. [12, 14] 
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Dále se zabrání nidaci vajíčka v děloze ovlivněním viskozity cervikálního hlenu, což 

brání mobilitě spermií a zamezuje tak početí. [4] 

2.3. Perorální forma 

Nejpopulárnější formou antikoncepce v Evropě a USA je kombinovaná perorální HA. 

Existují přípravky jednofázové a vícefázové. Jednofázové přípravky uvolňují po celou dobu 

cyklu malé množství EE2 a gestagenů (progestinů). Protože ale hormonální cyklus ženského 

těla vyžaduje pro účinnost kontraceptiv v různých fázích cyklu různé koncentrace hormonů, 

v současnosti se používají především takzvané třífázové preparáty. Ty v odlišných fázích cyklu 

podávají různé množství estrogenu a progestinu. [1, 4, 12] V následující tabulce 1 je přehled 

vybraných antikoncepčních přípravků a jejich obsah EE2 a gestagenu. 

Tabulka 1 – Složení vybraných antikoncepčních přípravků [1] 

Účinné komponenty Název přípravku EE2 (μg) Gestagen (μg) 

Ethinylestradiol 

+ Norgestimat 
PRAMINO 

35 (7 tbl.) 

35 (7 tbl.) 

35 (7 tbl.) 

100 

215 

250 

Ethinylestradiol 

+ Gestoden 

MILVANE 

30 (6 tbl.) 

40 (5 tbl.) 

30 (10 tbl.) 

50 

70 

100 

TRI – MINULET 

30 (6 tbl.) 

40 (5 tbl.) 

30 (10 tbl.) 

50 

70 

100 

Ethinylestradiol 

+ Noethisteron 
TRINOVUM 

35 (7 tbl.) 

35 (7 tbl.) 

35 (7 tbl.) 

500 

750 

1000 

Ethinylestradiol 

+ levonorgestrel 
TRINORDIOL 21 

30 (6 tbl.) 

40 (6 tbl.) 

30 (10 tbl.) 

50 

75 

125 
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2.4. Dopad na životní prostředí 

Množství estrogenů vyloučených do životního prostředí lidskou populací záleží na mnoha 

faktorech, jako je pohlaví, věk a užívání různých léků (například právě hormonální 

antikoncepce). Přesto ani ženy užívající HA nevylučují tolik estrogenů, aby mohly být 

považovány za hlavní zdroj kontaminace. Například těhotné ženy totiž vylučují 

několikanásobné množství estrogenů denně. [7] 

Za znečištění estrogenními polutanty vděčíme s největší pravděpodobností především 

hospodářským zvířatům. Těm byly syntetické hormony v minulosti podávány za účelem 

zvýšení hmotnosti. Prostřednictvím hnoje od těchto zvířat se pak estrogenní látky dostaly do 

životního prostředí. [7] Dnes je již podávání estrogenních látek do krmiva zakázáno Evropskou 

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

EU zakazuje také dovoz masa ze zvířat, kterým byly podány estrogenní, androgenní nebo 

gestagenní látky [Council Directive 96/22/EC] a kontroluje rezidua steroidních hormonů 

u zvířat určených k produkci potravin (maso, vejce, med). [Council Directive 96/23/EC]  

  

https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32013D0162
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/ALL/?uri=CELEX%3A31988L0146
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=cellar%3A7fab5a3a-0ac8-45a6-81f0-6242cf6bae31
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=celex%3A31996L0022
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A31996L0023
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3. Analytické stanovení estrogenů ve vodě 

Estrogeny se ve vodě vyskytují obvykle ve velmi nízkých koncentracích (řádově ng/L), 

proto je při jejich stanovení klíčové použití velice citlivých analytických metod. Nutností je 

také věnovat zvýšenou pozornost přípravě vzorku (filtrace, extrakce, případně derivatizace). 

Mezi nejčastěji používané instrumentální metody ke stanovení estrogenů patří plynová 

chromatografie (GC) a vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC). Co se týče 

neinstrumentálních technik lze zmínit například imunochemické testy ELISA, nebo biodetekci 

pomocí kvasinkového monitorování YES. [15, 16, 17] 

3.1. Příprava vzorku 

3.1.1. Filtrace 

Prvním krokem přípravy vzorku je filtrace, která je nezbytná pro odstranění větších 

pevných částic ze vzorku. Tím se předchází nežádoucímu ucpávání sorbentu při extrakci tuhou 

fází. Filtry mohou být z nylonu, ze skelných vláken, popř. acetátu nebo esteru celulózy. [15] 

Filtry ze skelných vláken minimalizují ztráty rozpuštěných estrogenů v důsledku jejich sorpce 

na filtru. [7] Ve studiích pojednávajících o filtraci vzorků se steroidními hormony byly běžně 

používány filtry ze skelných vláken (frity, skelné vaty), jejichž velikost pórů se pohybovala 

v rozmezí 0,3 – 1,2 μm. [7,16,18] 

3.1.2. Extrakce  

Extrakce je separační technika, která je zvláště důležitá při přípravě vzorku před jejich 

stanovením. Jde o izolaci cílové látky ze vzorku a odstranění rušivých složek, které mohou 

negativně ovlivňovat analýzu. Zároveň extrakce zvyšuje koncentraci stanovované látky a tím 

i citlivost dané analytické metody. [19] Při zpracování vzorků s estrogeny je nejpoužívanější 

metodou extrakce tuhou fází (SPE) případně extrakce kapalina-kapalina (LLE). [15, 16, 17, 18] 

Pro extrakci odpadní vody obsahující například zbytky detergentů a jiné lipofilní látky se 

používá LLE, protože je potřeba tyto lipofilní látky navázat na organické rozpouštědlo, čímž se 

zamezí problémům při další analýze. LLE je ale poměrně neekologická z důvodu použití 

velkého množství organických rozpouštědel. Naproti tomu SPE je ekologičtější, a proto 

i v současnosti používanější metodou. [15, 17] 
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SPE obecně probíhá v následujících krocích:  

1. Kondicionace kolonky  

2. Zachycení stanovované látky na tuhé fázi  

3. Sušení sorbentu plynem, nebo promytí vhodným rozpouštědlem  

4. Vymytí stanovovaných látek z kolony vhodným rozpouštědlem, tedy elučním činidlem.  

Pro SPE musí platit, že interakce stanovované látky se sorbentem musí být silnější než 

interakce s rozpouštědlem, ve kterém je stanovovaná látka rozpuštěna. Interakce jsou 

hydrofobní povahy. Extrakce se může provádět opakovaně, čímž se eluát znovu přečistí. [17, 20] 

Jednoduché schéma extrakce tuhou fází je na obrázku 6. 

 

 

Obrázek 6 – Jednoduché schéma SPE [21]  

Při SPE se často jako sorbent používá silikagel, na který se cílová molekula váže 

mechanismem nespecifické adsorpce. Jistou nevýhodou ale je, že na silikagel se mohou vázat 

i látky s podobnými vlastnostmi jako cílová molekula, což znemožňuje specifickou purifikaci. 

Pro tu se dají použít například metody, založené na interakci stanovované látky se speciálními 

polymery označovanými jako MIPs. Jedná se o syntetické polymery s přesně určenou 

strukturou. Napodobují tvarově specifický vazebný mechanismus, který je typický pro 

biologické systémy. Jejich interakce s danou stanovovanou látkou lze připodobnit například 
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k mechanismu vazby protilátek, proto bývají někdy 

v odborných článcích označovány jako takzvané umělé 

protilátky. Vyznačují se také výbornou chemickou stabilitou, 

snadnou přípravou a dlouhou životností, což umožňuje jejich 

opakované použití. [20, 22, 23] 

Kromě klasických kolonek plněných částicemi silikagelu 

nebo MIPs se dají využít například disky ze slisovaného 

skelného materiálu nebo teflonu s navázanými C–18 skupinami 

viz obrázek 7. Některé jsou navíc vybaveny speciální vrstvou, 

která je umístěna nad samotným diskem a slouží k filtraci 

vzorku před extrakcí. Díky tomu není nutné látku filtrovat nebo 

centrifugovat předem, což urychlí a usnadní analýzu. [24] 

Aby se docílilo citlivé analýzy i ve značně znečištěných 

vzorcích, jsou mnohdy extrakční procesy velmi složité a 

zahrnují časově náročné kroky jak před samotnou extrakcí 

(příprava kolony se sorbentem), tak při ní. Ve vybrané studii [20] 

byl jako sorbent pro extrakci tuhou fází použit silikagel s navázaným estrogenovým receptorem 

za účelem vytvoření velmi specifické vazby a k následné kvantifikaci byla použita metoda 

HPLC. Spojení těchto dvou analytických metod vykazovalo vysokou selektivitu a přesnost. [20] 

Využití MIPs se zdá být velice častou alternativou k SPE se silikagelem a je také hojně 

používáno. [26, 27] Ve vybrané studii byly pro mikroextrakci tuhou fází (SPME) z mléka použity 

MIPs, připravené z 2,5–divinyltereftaldehydu. SPME byla následována HPLC–MS. zavedená 

metoda měla široký lineární rozsah (0,5 – 10000 ng/kg), nízké meze detekce (0,08 – 0,26 ng/kg) 

a dobrou přesnost a reprodukovatelnost. Studie také ukázala, že vlákna na bázi MIPs lze použít 

nejméně 60krát bez snížení účinnosti extrakce. [26] 

Moderní metody extrakce používají i 3D tisk k výrobě míchadel potažených sorbentem. 

3D tisk je výhodný hlavně z ekonomických důvodů, značně snižuje náklady na extrakci a 

vyznačuje se také dobrou reprodukovatelností měření. Ve vybrané studii byla použita míchadla 

se sorbentem vyrobeným 3D tiskem. Oproti komerčnímu míchadlu potaženému 

polydimethylsiloxanem byla pozorována vyšší výtěžnost extrakce. Tato metoda extrakce 

v kombinaci s HPLC vykazovala lineární rozsah 0,5 – 200 μg/L. [28] 

  

Obrázek 7 – Disk ze slisovaného 

skelného/teflonového materiálu [25] 
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3.2. Vlastní analýza 

Jak již bylo zmíněno výše, vlastní analytické stanovení estrogenů ve vodných vzorcích 

lze po úpravě vzorku provést několika různými metodami, které zahrnují hlavně 

chromatografická stanovení v tandemu s MS nebo ECD. Mimo ně lze zmínit také některé 

biochemické a imunochemické metody, jako je například ELISA nebo kvasinkové estrogenové 

monitorování. [15] 

3.2.1. Chromatografické stanovení estrogenů 

Chromatografie je separační technika, využívající princip rozdělení látek mezi dvě fáze, 

které se označují jako mobilní a stacionární. Podle typu mobilní fáze ji lze rozdělit na 

kapalinovou a plynovou, z nichž obě metody lze použít k detekci a kvantifikaci estrogenních 

látek ve vodě.  

Dále je možné rozdělit chromatografické metody podle typu stacionární fáze nebo podle 

uspořádání (sloupcová, v plošném uspořádání, na papíru atd.) Stacionární fáze může být 

v podobě různě velkých částic v koloně, dále jako tenká vrstva (Al2O3, silikagel), nebo film na 

vnitřní straně kapiláry.  

Výstupní data z chromatografických separačních analýz se nejčastěji zaznamenávají 

v podobě chromatogramu, což je graf závislosti intenzity signálu na čase, nebo objemu. Údaje 

o kvalitě nám poskytuje veličina na ose x, tzn. čas (tzv. retenční čas) nebo objem (tzv. retenční 

objem). Kvantitu lze odečíst z výšek nebo ploch píků, jednotlivých eluovaných složek. [29, 30] 

3.2.1.1. Plynová Chromatografie 

Mobilní fází je při této metodě plyn. Dají se separovat i látky, které při laboratorní teplotě 

nejsou v plynném stavu, musí být však před vstupem do kolony zplyněny v nástřikové 

komůrce. Složky jsou neseny kolonou pomocí nosného plynu (nejčastěji N2, He, případně H2 

nebo Ar) a rozdělí se mezi nosný plyn a stacionární fázi. Instrumentace plynové chromatografie 

je zobrazena na obrázku 8. Nosný plyn putuje z tlakové láhve k nástřikové komůrce, kudy do 

zařízení vstupuje vzorek. Vzorek se dávkuje do proudu nosného plynu pomocí mikrostříkačky 

přes septum. Kolona je částí přístroje, kde dochází k samotné separaci mezi stacionární a 

mobilní fází. Detektor na konci kolony slouží ke generaci charakteristického signálu, který se 

promítne na osu y chromatogramu. Termostat je schopen udržovat konstantní teplotu, nebo ji 

během analýzy programově měnit. [29, 30] 
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Obrázek 8 – schéma plynového chromatografu [29] 

Jistou nevýhodou při použití plynové chromatografie jako metody stanovení estrogenních 

sloučenin ve vodě je nutnost derivatizace vzorku. Polární organické látky obsahující hydroxyly, 

karboxylové kyseliny, thioly a amino skupiny často interagují se silanolovými skupinami 

stacionární fáze, nebo se rozkládají na koloně, což vede ke vzniku asymetrických píků. Další 

nevýhodou plynové chromatografie je nutnost vysokých teplot pro vypaření vzorků, což 

omezuje její použití pouze na vysoce termostabilní látky. Celkově je plynová chromatografie 

pro látky obsahující výše zmíněné funkční skupiny, stejně tak pro látky s nízkou tepelnou 

stabilitou, nevhodná. Je dosahováno nižší citlivosti, přesnosti a reprodukovatelnosti. Tato 

omezení plynové chromatografie lze prakticky řešit právě derivatizací vzorku. [31] 

 Derivatizace zvyšuje těkavost, snižuje polaritu a zlepšuje tepelnou stabilitu 

stanovovaných molekul. Vzorek lze derivatizovat buď on-line (přímo v chromatografu) nebo 

off-line (před samotným nástřikem do kolony). Metoda on-line se provádí tak, že se 

derivatizační činidlo smíchá se vzorkem přímo v nástřikové komůrce chromatografu. Její 

výhodou je tedy rychlost a snížení množství organických činidel potřebných pro 

derivatizaci. [32] 

Derivatizace použitá ve vybraných studiích probíhala převážně v off-line režimu. 

Většinou v 1,5 ml nádobkách byly extrakty ze vzorků vody derivatizovány smícháním 

s derivatizačními činidly. Pro přípravu TMS derivátů, neboli takzvanou silylaci, se využívá 

směs BSTFA + 1 % TMCS. Silylace je užitečná metoda derivatizace organických sloučenin 

obsahujících atomy aktivního vodíku. Je to tedy častá metoda derivatizace polárních léčiv. 

[33, 34, 35] Po smíchání s činidly se nádobky umístily do termostatu, teplota se pohybovala 

v rozmezí 60–85 °C. Doba v termostatu se lišila v každé studii, pohybovala se mezi 30 až 120 

minutami. [33, 34] Následně byly derivatizované vzorky vždy ochlazeny na laboratorní teplotu a 

zavedeny do chromatografu. Jako detektor se používal hmotnostní spektrometr (MS), nebo 

detektor elektronového záchytu (ECD). [33, 34, 35]  
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Ve vybrané studii byla použita metoda GC–MS a GC–ECD. Vzorky byly odebrány 

z přítoku a odtoku městské čističky odpadních vod v Gdaňsku. Na přečištění byla použita SPE. 

Byla použita různá derivatizační činidla, přičemž pro přípravu TMS derivátů byly získány 

následující optimální podmínky derivatizace: 50 μL směsi BSTFA/MSTFA + 1 % TMCS a 50 

μL pyridinu při 60 °C po dobu 30 minut.  

Chromatogram analýzy GC–MS zaznamenaný pro trimethylsylil (TMS) deriváty 

cílových sloučenin extrahovaných z obohacené povrchové vody je znázorněn na obrázku 9. 

Bylo dosaženo dostatečného rozlišení a citlivosti metody. Všechny stanovované látky byly 

reprezentovány dobře oddělenými a intenzivními chromatografickými signály. Pro 

diethylstilbestrol (jeho píky na chromatogramu označeny čísly 8 a 10) byl vybrán intenzivnější 

signál, tedy pík označený číslem 10. [33] 

Obrázek 9 – Celkový chromatogram analýzy GC–MS pro TMS–deriváty cílových sloučenin v povrchové vodě 4 μg/L. Píky: (1) 

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

diethylstilbestrol, (9) diklofenak, (10) diethylstilbestrol [kvantifikováno], (11) estron, (12) 17β–estradiol, (13), 17α–

ethinylestradiol a (14) estriol. [33] 

Pro stanovení pomocí GC–ECD byly připraveny pentafluoropropionyl (PFP) deriváty 

reakcí vzorků s 50 μL PFPOH a 200 μL PFPA. Nádobky byly zahřívány na 75 °C po dobu 15 

minut, následně ochlazeny na laboratorní teplotu a vypařeny do sucha pod proudem dusíku. Po 

vychladnutí bylo přidáno ještě 100 μL PFPA a vzorky byly znovu zahřívány na 75 °C po dobu 

5 min. Poté byly vysušeny, rozpuštěny v ethylacetátu a podrobeny chromatografické analýze. 

Chromatogram těchto derivátů získaný metodou GC–EDC je na obrázku 10. [33] 
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Obrázek 10 – Plynový chromatogram zaznamenaný pro PFP – deriváty léčiv pomocí GC–ECD. Píky: (1) diflunisal, (2) 

diethylstilbestrol, (3) diethylstilbestrol [kvantifikováno], (4) ketoprofen, (5) 17β – estradiol, (6) estriol a (7) estron. [33] 

 Obě metody derivatizace se prokázaly jako účinné. Směs BSTFA + 1 % TMCS je však 

levnější než směs PFPOH a PFPA. 

Metoda SPE–GC–MS vyvinutá v této studii byla aplikována na analýzu vzorků 

odpadních vod z městské ČOV v Gdaňsku. Meze detekce a meze kvantifikace jednotlivých 

sloučenin jsou uvedeny v tabulce 2. Výsledky analýzy jsou v tabulce 3. [33] 

Tabulka 2 – LOD a LOQ pro GC–MS a GC–ECD [33] 

 Detekce MS ECD 

Stanovovaná látka 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 

17β–estradiol 3,8 11,2 0,9 2,7 

17α–ethinylestradiol 3,6 10,7 Nestanoven metodu GC –ECD 

Estriol 3,4 10,0 0,7 2,2 
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Pět ze 13 zkoumaných léčiv, včetně syntetického estrogenu 17α–ethinylestradiolu, bylo 

nalezeno v přitékající odpadní vodě, a to s rizikovým kvocientem vyšším než 1 (konkrétně 

1200), což naznačuje potenciální toxicitu. Čištěním odpadních vod byly sníženy koncentrace 

všech zjištěných léčiv a koncentrace 17α –ethinylestradiol byla snížena až pod LOD. [33] 

Obě metody (GC–MS i GC–ECD) byly také aplikovány na analýzu povrchové vody 

z řeky Wierzyca (Polsko) (tabulka 3). Při analýza metodou GC–MS byl v říční vodě nalezen 

pouze syntetický estrogen diethystilbestrol, ale jeho koncentrace byla pod limitem kvantifikace. 

Pomocí GC–ECD byla ale potvrzena a kvantifikována přítomnost diethylstilbestrolu (na 

základě jeho retenčního času stanoveném na dvou GC kolonách); koncentrace 

diethylstilbestrolu byla 0,008 μg/L. [33] 

Tabulka 3 – obsah estrogenů v přítoku, odtoku a povrchové říční vodě [33] 

Sloučenina GC –MS GC –MS GC –MS GC –ECD 

 Přítok Odtok Řeka Řeka 

 [µg/L] [µg/L] [µg/L] [µg/L] 

Diethystilbestrol <LOD <LOD <LOQ 0,008 

Estrone <LOD <LOD <LOD <LOD 

17β–estradiol <LOD <LOD <LOD <LOD 

17α–ethinylestradiol 0,12 <LOD <LOD 

Nestanoven 

metodu  

GC –ECD 

Estriol <LOD <LOD <LOD <LOD 
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Ve další studii byla analyzována odpadní voda vstupního a výstupního proudu z čistírny 

odpadních vod ve Španělsku. Odebrané vzorky odpadní vody byly přečištěny pomocí SPE. 

Dále byly derivatizované. Bylo zjištěno, že MSTFA bez použití jakéhokoli katalyzátoru vede 

k úplné silylaci všech hydroxylových skupin těchto sloučenin.  

Vzorky byly analyzovány metodou GC–MS, a metodou GC–MS/MS (trojitý kvadrupól). 

Výsledný chromatogram měření je na obrázku 11. Z něj vyplývá, že ve vodě nebyly detekovány 

žádné syntetické estrogeny, pouze přirozené. Bylo zjištěno, že Estriol byl zcela odstraněn 

během čištění vody. 17β–estradiol byl však odstraněn pouze částečně a estron nebyl eliminován 

vůbec (v tabulce je na výtoku dokonce vyšší koncentrace estronu než na přítoku, ve studii jsou 

považovány za ekvivalentní). Výsledné naměřené koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4. [34] 

  

Tabulka 4 – Hladiny estronu, 17β–estradiolu a estriolu v přítoku a odtoku z ČOV [34] 

Sloučenina Obsah v (ng/L) ± S.D. 

 
Přítok MS/MS 

detekce 

Odtok, MS/MS 

detekce 
Odtok, MS detekce 

Estron 30,8 ± 0,7 33 ± 3 30 ± 4 

17β–estradiol 13,1 ± 0,8 2,9 ± 0,1 3,3 ± 0,5 

Estriol 62 ± 10 <LOQ <LOQ 
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Obrázek 11 – GC–MSMS píky estronu (1), 17β–estradiolu (2) a estriolu (3) v odpadní vodě (přítok). [34] 

Při porovnání výše zmíněných studií je patrné, že čistírny odpadních vod poměrně dobře 

odstraňují syntetické estrogeny [33], zatímco přirozené estrogeny se dostávají do přírodních 

vodních toků v detekovatelných koncentracích i po přečištění. [34] Dále ze studií vyplývá, že 

metoda GC–ECD může být dobrou alternativou k GC–MS pro stanovení stopových množství 

léčiv v nepříliš složitých vodních vzorcích. [33] 

3.2.1.2. Kapalinová chromatografie 

Obecné principy kapalinové chromatografie se příliš neliší od chromatografie plynové. 

Mobilní fází je však vždy kapalina. Podle polarity fází můžeme tuto separační techniku rozdělit 

na LC s normálními fázemi a LC s obrácenými fázemi. Pro první typ je charakteristické, že 

stacionární fáze je více polární než mobilní fáze. Pro druhý typ naopak, že mobilní fáze je 

polárnější. [29, 30] Výhodou kapalinové chromatografie oproti plynové chromatografii je také 

skutečnost, že vzorky mohou být analyzovány bez předchozí derivatizace a nemusí být 

odpařeny. [36] 

Často používanou metodou při stanovení estrogenních polutantů ve vodě je vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie (HPLC). Charakteristikou této metody, je chromatografický systém, 

ve kterém pohyb eluentu kolonou zajišťuje vysokoúčinné čerpadlo. Vzorek se do kolony 

dávkuje automatickým dávkovačem. Na výstupu z kolony se nachází detektor. [29] 

Pro charakterizaci látek lze použít klasické UV detektory [37, 38], metodu infračervené 

spektroskopie (IČE) [39], nebo hojně využívané hmotnostní spektrometry. [16, 40, 45] 
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S příchodem HPLC–MS je možné detekovat a identifikovat látky při nízkých 

koncentracích bez nutnosti izolačního kroku, který je potřeba při použití jiných detektorů, 

například UV. Pokud ani MS nestačí k úplné charakterizaci stanovovaných látek, lze využít 

metodu nukleární magnetické rezonance (NMR) [41] 

Ze srovnání LC–MS a LC–UV vyplývá, že metodou MS jsme schopni detekovat velmi 

nízké hladiny stanovovaných látek a nečistot. Bylo prokázáno, že MS je citlivější než detekce 

UV. [42, 43] Při metodě MS je analyzovaná látka převedena na ionty, které se pak rozlišují podle 

poměru hmotnosti k náboji (m/z) a zaznamenávají se relativní intenzity jednotlivých iontů. 

Výhoda této metody spočívá mimo jiné v tom, že pomocí ní lze kromě detekce jednotlivé látky 

i identifikovat. [42] 

Samotné analýze předchází většinou SPE nebo SPME. Jako stacionární fáze se používají 

sloučeniny s C–18 skupinami, chemicky navázané na pevném nosiči. Mobilní fáze může být 

kombinována s pufry. [36] 

Ve vybrané studii [16] byly stanovovány mimo jiné tři přirozené estrogeny (estradiol, 

estriol, estron) a jeden syntetický (ethinylestradiol) v pobřežních vodách Baltského moře. 

Vzorky byly čištěny na oxidu křemičitém a následně podrobeny SPE (kopolymer Oasis HBL). 

Pro stanovení byla použita HPLC v tandemu s MS s elektrosprejovou ionizací. Limity detekce 

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

Vzorky byly odebrány na pěti místech ve východní části Baltského moře většinou 

z hloubky okolo 1,5 m v letech 2003 a 2004. Povrchová voda byla filtrována přes filtr ze 

skleněných vláken (velikost pórů 1 μm). Vzorky byly děleny na koloně s obrácenou fází 

o velikosti částic 4 μm, délce 150 mm a vnitřním průměru 2,0 mm. Chromatografie byla 

provedena za použití mobilních fází A (voda) a B (methanol), přičemž obě obsahovaly stejné 

koncentrace octanu amonného. LC systém byl spojen s trojnásobným kvadrupólovým 

hmotnostním spektrometrem. 

Analýza prokázala přítomnost čtyř estrogenních sloučenin v koncentracích od 0,10 

(estron) do 17 ng/L (ethynylestradiol). Koncentrace estrogenních sloučenin na pěti různých 

místech ve dvou letech odběru vzorků v pobřežní oblasti Baltského moře jsou uvedeny 

v tabulce 5. [16] 
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Tabulka 5 – koncentrace estrogenů ve vzorcích mořské vody [16] 

Stanovovaná 

látka 

Koncentrace (ng/L) 

Záliv Wismar 

(vnitřní) 

Záliv Eggers 

Wiek 

Záliv Wismar 

(vnější) 

Salzhaff Poloostrov 

Darss 

E1 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 – 7,2 <LOD – 3,9 1,7 –4,0 1,7 –1,8 

 

Z výsledků studie vyplývá, že E1 a EE2 byly naměřeny v rozmezí účinných koncentrací 

pro vodní organismy [16], což naznačuje riziko narušení přirozeného prostředí vodních 

organismů s možnou feminizací, poruchou rozmnožování a dalšími nežádoucími změnami ve 

fyziologii vodních organismů [44]. Stejně jako ve výše zmíněné studii provedené ve 

Španělsku [34] přesahují některé ze stanovovaných látek normy environmentální 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 normě zahrnuty). 

 Podobná studie byla provedena na vzorcích ze Švýcarských řek Jona a Dachseggbach 

poblíž Curychu v roce 2016. [45] Byla použita stejná metoda analýzy (LC–MS/MS) v kombinaci 

s extrakcí tuhou fází. Analýza byla provedena pro několik steroidních hormonů, mezi nimiž 

byly i přirozené estrogeny E1, E2, E3 a syntetický EE2. Následující tabulka 6 ukazuje hodnoty 

LOD a LOQ pro stanovované látky. 

 

 

https://eur-lex.europa.eu/eli/dec_impl/2018/840/oj
https://eur-lex.europa.eu/eli/dec_impl/2018/840/oj
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Tabulka 6 – LOD a LOQ pro metodu SPE–LC–MS/MS [45] 

 Říční tok Odtok z ČOV Přítok do ČOV 

Stanovovaná látka LOD/LOQ (ng/L) LOD/LOQ (ng/L) LOD/LOQ (ng/L) 

E1 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 řeky byly odebírány na třech různých místech v průběhu ledna až dubna 2016 

viz obrázek 12. Ve stejné době došlo i k odběru vzorků z několika čističek odpadních vod ve 

Švýcarsku. Výsledky studie neprokázaly přítomnost EE2 ani E3 v žádném ze vzorků. 

Přítomnost E2 byla v přítocích do ČOV naměřena v koncentracích 5,7 – 8,7 ng/L, v odtocích 

však byla pod LOD. Největší koncentrace byly naměřeny pro estron (E1). V přítocích do ČOV 

se jeho koncentrace pohybovaly od 2,3 do 37 ng/L. [45] 

Obrázek 12 – Mapa míst odběru vzorků z říčních toků [45] 
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Tabulka 7 – naměřené koncentrace E1 v říčních tocích a odtocích z ČOV [45] 

E1 Místo odběru Koncentrace (ng/L) 

Řeka 

R1 (Jona) 0,23 

R2 (Jona) 0,91 

R3 (Dachseggbach) 0,21 

Odtoky z ČOV 

Rüti 0,30 – 0,70 

Wetzikon 0,57 – 0,90 

 

Jak je uvedeno v tabulce 7, koncentrace v říčních tocích a odtocích z ČOV byly značně 

nižší než výše zmíněné koncentrace v přítocích, přesto však mírně přesahovaly normy 

environmentální kvality vody pro EU. 
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3.2.2. Alternativní stanovení estrogenů pomocí biochemických metod 

Stanovení estrogenních látek ve vodě pomocí plynové či kapalinové chromatografie 

v tandemu s hmotnostní spektrometrií je nejčastěji používané, spolehlivé a přesné analytické 

měření. Tyto metody jsou nicméně velice komplexní a poměrně nákladné, především z hlediska 

pořízení a údržby specializovaných zařízení. 

 Imunotesty, které se také používají při analýze estrogenních látek, jsou analytické 

metody, které kvantifikují odpověď specifických protilátek při kontaktu se vzorkem (ELISA, 

Imuno-PCR). Tyto techniky jsou levné, snadno proveditelné a mají LOD až 0,7 ng/L. [46] Tyto 

metody mohou poskytnout doplňující informace nebo je lze použít na jakousi předběžnou 

analýzu a v případě pozitivních výsledků pak zahájit komplexnější chemickou analýzu. Jistá 

nevýhoda těchto testů však spočívá v tom, že mohou vykazovat falešnou pozitivní odpověď 

z důvodu zkřížené reaktivity. [47, 48] 

3.2.2.1. Kvasinkové estrogenové monitorování (YES) 

Často využívanou metodou pro stanovení endokrinních disruptorů v environmentálních 

vzorcích je takzvaný YES. Provádí se in vitro a je tedy časově poměrně nenáročný a oblíbený 

pro jeho jednoduchou manipulaci. Mezi další výhody tohoto testu patří jeho LOD, který se 

v analýze odpadních vod pohybuje od 0,01 do 0,03 ng/L. [47] Těchto detekčních limitů je však 

možné dosáhnout pouze po předchozí extrakci tuhou fází, nebo jinými extrakčními technikami. 

Test YES funguje tak, že estrogenní látky indikují expresi genu v rekombinantním kmeni DNA 

kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Tento gen kóduje a následně syntetizuje enzym 

β – galaktosidázu, který uvolňuje chlorfenolovou červeň z chromogenního substrátu CPRG. 

Test se vyhodnocuje měřením absorbance vyplývající ze změny barvy ze žluté na červenou. 

Změna absorbance je přímým měřítkem estrogenní aktivity testované sloučeniny. [47, 49] 

 

 

 

 

 

 
 

Obrázek 13 – testovací destička YES s mrtvými kvasinkovými buňkami ve žlutých jamkách. Ostatní jamky vykazují růst kvasinek, 

který vedl ke změně barvy na červenou. [50] 
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3.2.2.2. ELISA 

Jak již bylo zmíněno výše, metodu ELISA řadíme do tzv. imunotestů, které jsou založeny 

na specifických reakcích mezi protilátkou a antigenem. ELISA tedy spojuje stanovovanou látku 

s enzymem pomocí specifické reakce, která poskytne odpovídající analytický signál. 

Kvantitativní analýza spočívá v barevné reakci enzymu se substrátem a následné kvantifikaci 

spektrálními metodami.  

Hlavní nevýhodou metody ELISA je náchylnost ke zkřížené reaktivitě a špatné 

selektivitě, tomu se však dá zamezit použitím vhodné a vysoce specifické protilátky. Syntéza 

takové protilátky může být poměrně složitá, ale prokázala se jako velmi účinná korekce 

zkřížených reakcí. [51] 

Příkladem použití vysoce specifické protilátky je studie [52], kde byla použita speciální 

metoda k vytvoření vysoce specifické protilátky pro EE2. Výsledky analýzy vykazovaly jen 

zanedbatelné množství zkřížených reakcí. Dalším příkladem může být studie [53], ve které byla 

vyvinuta metoda ELISA s použitím polyklonální protilátky v kombinaci s SPE pro analýzu 

estronu ve vodné matrici. Tato metoda prokázala specifické reakce estronu bez zkřížených 

reakcí s dalšími estrogenními sloučeninami. V kombinaci s SPE byl stanoven LOD na 1,25 

ng/L. [52] 

 I ELISA se tedy dá považovat za ekonomicky výhodnou alternativu ke klasickým 

chromatografickým stanovením, je však důležité zmínit, že ze studií, srovnávajících metodu 

ELISA s GC–MS/MS a HPLC–MS/MS [54, 55] vyplývá, že E1 a E2 poskytují při stanovení 

metodou ELISA mírně zvýšené hodnoty koncentrace.  
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4. Závěr 

Cílem této bakalářské práce bylo zhodnotit a porovnat možnosti analýzy reálných 

vodných vzorků, jako jsou například povrchové říční toky, odtoky a přítoky čističek odpadních 

vod nebo mořské zálivy. Do práce byla zahrnuta jak klasická chromatografická stanovení (GC 

a LC), tak i neméně využívané imunochemické a biochemické metody (YES a ELISA).  

Hlavní výhodou biochemických a imunochemických stanovení je ekonomická 

nenáročnost a rychlost. Nevýhoda však spočívá v častých zkřížených reakcích, které mohou 

vést k falešně pozitivním výsledkům analýzy. Tomu se dá předejít syntézou specifických 

protilátek, která je však poměrně složitá. Aby imunochemické a biochemické metody 

poskytovaly LOD odpovídající chromatografickým stanovením, musí se navíc vzorky před 

analýzou čistit a extrahovat. Odstranění těchto komplikací imunochemických a biochemických 

metod mohou být časově náročná a odpadá tak výhoda rychlosti analýzy.  

Chromatografická stanovení poskytují spolehlivé výsledky, ale jejich instrumentace je 

složitější. Kapalinová chromatografie má proti plynové chromatografii výhodu především 

v tom, že se kapalné vzorky mohou podrobit analýze hned po přečištění a extrakci. Odpadají 

tak kroky derivatizace a odpaření vzorku, které jsou pro analýzu estrogenních látek plynovou 

chromatografií nezbytné. 

Předúprava zahrnuje téměř vždy extrakci tuhou fází, protože estrogenní látky se ve vodě 

nachází ve velmi nízkých koncentracích (řádově ng/L). I v těchto koncentracích však mohou 

být nebezpečné pro vodní ekosystém i pro člověka. Jak ukazují moderní odborné studie, 

estrogenní látky jsou zodpovědné nejen za zvyšující se výskyt kardiovaskulárních onemocnění 

a rakoviny prsu a prostaty u lidí, ale také za feminizaci u rybích samců a změnu reprodukčních 

funkcí vodních organismů. [56, 57, 58] 

 V této práci byly porovnány studie z přírodních vodních toků a okolí ČOV v několika 

Evropských zemí, z nichž většina patří do EU a vztahují se tak na ně environmentální normy 

pro kvalitu vody. Koncentrace ve všech případech mírně přesahovali stanovené limity a bylo 

prokázáno, že čističky odpadních vod nedokážou účinně eliminovat všechny estrogenní látky 

z odpadních přítoků. Díky evropským nařízením, které však zakazují nadměrné užívání těchto 

látek v hospodářství i veterinární medicíně, jsou koncentrace estrogenních látek v porovnání se 

státy mimo EU několikanásobně nižší. [59]  
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