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ABSTRAKT

V soucasnosti je vénovana zna¢na pozornost vyskytu farmaceuticky aktivnich latek ve slozkach
zivotniho prostiedi. Tyto latky jsou vyluCovany z téla ve volné nebo metabolizované formé
a prosttednictvim odpadnich vod se dostavaji na Cistirny odpadnich vod. Konven¢ni Cistirenské
procesy nejsou plné ucinné pii eliminaci mikropolutantl, a tak se cast téchto biologicky
aktivnich latek dostava do recipientii. Jednou skupinou takovychto latek jsou steroidni
hormony. Tyto latky se fadi do skupiny endokrinnich disruptorti a piedstavuji tak vyznamné
riziko pro zivotni prostiedi.

Vzhledem k hydrofobnimu charakteru steroidnich hormonti dochazi v priubéhu c¢isténi
odpadnich vod k jejich sorpci na &istirensky kal. Cistirensky kal je vedlejsi produkt ¢isténi
odpadnich vod a jsou v ném zkoncentrovany tézké kovy, organické polutanty a patogenni
bakterie. V CR je &ast vyprodukovanych kald vyuZita jako hnojivo. Tato problematika
zpracovani kald je fizena vyhlaskou 437/2016 Sb. 0 podminkach pouziti upravenych kalti na
zem&dglské ptidé. V ramcei odpadové politiky EU se budou v CR v brzké dobé ménit podminky
nakladani s kaly, a proto je nutné zmapovat slozeni Cistirenskych kalti a vénovat se vyvoji
technologii na jeho zpracovani. Ze skupiny steroidnich hormont bylo ke stanoveni v kalech
vybréano pét Zenskych pohlavnich hormonti a Ctyfi syntetické hormony vyuzivané jako soucast
hormonalni antikoncepce a hormonalni substitucni terapie.

Stanoveni steroidnich hormoni v €istirenskych kalech bylo provedeno ve ¢tyfech krocich.
Pro izolaci steroidnich hormont z kalu byla zvolena extrakce podpofena ultrazvukem.
PreciSténi bylo realizovano pomoci extrakce tuhou fazi. Finalni separace a detekce byla
provadéna po derivatizaci na plynovém chromatografu s hmotnostné spektrometrickou detekci
s trojitym kvadrupélem v rezimu MS?,

KLICOVA SLOVA

Steroidni hormony, Cistirensky kal, extrakce tuhou fazi, plynova chromatografie, hmotnostni
spektrometrie



ABSTRACT

Currently there is a spate of interest in the presence of pharmacologically active substances in
the environment. These substances are excreted in active or metabolized form and with
wastewater pass the wastewater treatment plant. Current treatment technologies do not always
eliminate all pharmaceuticals effectively and therefore they enter the environment. One of these
active groups is the group of steroid hormones. Steroid hormones belong to the group of
endocrine disruptors and they are considered to be dangerous for the ecosystems.

Due to the hydrophobic character of steroid hormones they undergo partial or total sorption
from wastewater to sludge. Sewage sludge is the by-product of wastewater treatment and
contains heavy metals, organic contaminants and pathogenic bacteria. A part of produced
sewage sludge is used as a fertilizer in the Czech Republic. This issue follows the regulation
347/2016 — conditions of agricultural use of sewage sludge. Waste policy of EU will alter the
conditions of sludge disposal, so it is necessary to obtain data about the concentration levels,
fate and behaviour of those pollutants. This thesis was focused on five natural female hormones
and four synthetic, which are used as a part of contraceptive pills and substitutional hormonal
therapy.

Determination of hormones was performed in four steps including ultrasonic assisted
extraction, clean-up by solid phase extraction, derivatization and final analysis by gas
chromatography with mass spectrometry on triple quadrupole in MS? mode.

KEYWORDS

Steroid hormones, sewage sludge, solid phase extraction, gas chromatography, mass
spectrometry
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1 Uvob

Ve druhé poloving 20. stoleti se zacala intenzivné diskutovat problematika mikropolutanti ve
slozkach zivotniho prostfedi. Mezi tyto latky patii syntetické vonné latky, surfaktanty,
desinfekeni prostredky, insekticidni pfipravky, 1é¢iva, hormony apod. V piedlozené praci je
fesena problematika vyskytu steroidnich hormont, konkrétné zenskych pohlavnich hormont,
v cCistirenskych kalech. Z této skupiny bylo vybrano pét piirodnich hormont a Ctyfi synteticke,
vyuzivané jako soucasti hormonalni antikoncepce a substitu¢ni hormonalni 1é¢by. Steroidni
hormony jsou skupinou biologicky aktivnich latek, které mohou naruSovat pfirozeny
endokrinni systém organismi. Souhrnné tyto latky oznacujeme jako endokrinni disruptory.
Jejich aktivita je prokdzana jiz ve velmi nizkych koncentracich napft. pfi koncentraci ppt byla
prokazana exprese vitellogeninu u samct druhu Oncorhynchus mykiss (pstruh duhovy), dale
bylo pozorovano poskozeni struktury DNA u nékterych druhti koryst a u rostlin dochazi
k zrychleni ristu [1]. Za endokrinni disruptory S nejsilngj$imi ucinky jsou povazovany
syntetické hormony, které jsou soucasti vyse zminénych farmaceutickych ptipravki; jedna se
predevs§im o 17a-ethinylestradiol [2]. Obecné jsou steroidni hormony netékavé latky, sttedné
hydrofobni s nizkou rozpustnosti ve vodé a S vysokym sorpénim potenciadlem. Mezi
nejvyznamngj$i zdroje steroidnich hormoni fadime spotiebu humannich a veterinarnich 1é¢iv.
Do zivotniho prostiedi se tyto latky dostavaji vypousSténim piecisSténych odpadnich vod do
recipientl a také aplikaci Cistirenskych kalii a hnoje hospodarskych zvirat na zemédélské plochy
[1; 3].

Steroidni hormony jsou prostfednictvim odpadnich vod transportovany na distirny
odpadnich vod. Zde dochazi k jejich ¢astecné degradaci a sorpci na ¢astice Cistirenského kalu.
Cistirensky kal predstavuje vedlejsi produkt ¢isténi odpadnich vod a je produkovan ve znaéném
mnozstvi, v roce 1992 se uvadi produkce kalu v EU za jeden rok na 5,5 miliont tun, v roce
2006 na 9 miliont tun [1] a v roce 2015 podle serveru eurostat 21 miliont tun. Pti soucasném
slozeni odpadnich vod je v kalu zkoncentrovana cela $kala mikropolutantt, tézkych kovu
a patogennich organismil. Mezi nejvyuzivan&j$i moZnosti zpracovani kalu fadime jeho
kompostovani, spalovani, ukladani na skladky a vyuziti jako hnojiva. V blizké budoucnosti se
v zemich Evropské unie budou upravovat legislativni podminky pro zpracovani kalu,
a predevsim pro jeho vyuziti v zemédé€lstvi. Vyuziti kalu v zemé&dé€lstvi (piiblizné 40 % celkové
produkce) predstavovalo ekonomicky nejvyhodnéjsi variantu a souc¢asné dochazelo k recyklaci
nutrientt — dusiku a fosforu [1]. Otazkou ale je, zda je kal pii souCasném slozeni pro
zemédé€lskou ptidu pfinosem a neptedstavuje moznost proniknuti mikropolutanti do potravniho
fetézce.

Z vyse uvedenych divoda je nutné zmapovat osud mikropolutanti v ¢istirenském kalu
aurcit jejich koncentrace. K témto ucelim je nutné zvolit robustni, citlivé a selektivni
analytické metody vhodné pro vysoce komplexni matrice. Obvykle se cela procedura
zpracovani odebraného vzorku sklada ze tii zakladnich krokd, a to extrakce, precisténi a findlni
analyzy. Pro extrakci analytd se nejb&éznéji voli mezi tlakovou extrakci rozpoustédlem,
mikrovinnou extrakci a extrakci podpotfenou ultrazvukem. Precisténi extraktu se realizuje
pomoci extrakce tuhou fazi nebo gelovou permeacni chromatografii. Pro separaci a analyzu se



vyuziva kapalinova chromatografie vtandemu shmotnostni spektrometrii nebo plynova
chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii po derivatizaci analytu [4].

Doposud se studie vice zaméfovaly na vyskyt 1é¢iv v odpadnich vodach a problematika kalt
byla opomijena [3]. Dostupné studie z Némecka [5], Svycarska [6] a Spanélska [7] uvadgji
koncentrace 1é¢iv obsazenych v kalech v fadech pg-kg? susiny kalu. Nejprozkoumangjsi
skupinou Ié¢iv v kalech jsou antibiotika (sulfonamidy a makrolidy). Studie zaméfené na vyskyt
hormonii jsou méné ¢asté. Radové se koncentrace hormontl v istirenskych kalech pohybuje
v desitkach az stovkach pg-kg? susiny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hormony

Jako hormony oznacujeme vysoce u¢inné organické molekuly produkované specializovanymi
bunikami endokrinnich Zlaz, které ptisobi na cilové struktury jako pienaSeci signalu. Pomoci
hormonti jsou fizeny zakladni fyziologické funkce organismu jako jsou rist, vyvoj a reprodukce
[8]. Vysoka specifita hormont je dana pfitomnosti receptord (napi. proteini), tzv. specifickych
vazebnych mist v cilovych organech. Receptory pro hydrofilni hormony jsou obsazeny
V cytoplasmatické membrané cilovych bunék jako transmembranové proteiny. Receptory pro
lipofilni steroidni hormony a hormony §titné zlazy lezi v intracelularnim prostoru. Vazbou
hormonu na receptor vznikd komplex hormon — receptor, ktery spusti charakteristickou
odpovéd’ cilové bunky. Jedna se napi. 0 aktivaci tvorby specifickych proteinii (enzymu),
otevieni iontovych kanalli nebo naopak utlum proteosyntézy, uzavieni iontovych kanali.
Tvorba komplexu hormon — receptor zavisi na koncentraci hormonu, poctu receptori
a specifické afinité receptoru vii¢i hormonu. Pro nékteré hormony jsou receptory lokalizovany
témét na vSech bunkach, pro jiné se receptory nachazi pouze na buikach urcitych
organu [9; 10].
Hormony dé€lime podle chemické struktury na:

e Derivaty aminokyselin — vznikaji konverzi z aminokyselin v zavislosti na pfitomnosti

ptisluSnych enzymd, napft. tyrozin je vychozi aminokyselinou pro vznik adrenalinu
e Peptidy a proteiny — vytvareji rizné skupiny hormont v zavislosti na struktufe
a sekvenci aminokyselin

e Steroidni hormony — rozpustné v tucich
Dale mohou byt hormony rozdéleny do skupin dle rozpustnosti (hormony rozpustné v tucich
ave vode¢), dle pfevazujiciho U€inku (hormony S pievazujicimi metabolickymi u¢inky,
hormony fidici hospodafeni s mineralnimi latkami, pohlavni hormony fidici reprodukéni
funkce) a podle zpusobu ucinku (regula¢ni hormony a hormony s pfimym u¢inkem) [9; 11].

211 Steroidni hormony

Steroidni hormony se spolecné se steroly a Zlu¢ovymi kyselinami fadi do skupiny steroidd.
Zéakladni strukturou vSech steroidu je steran neboli cyklopentanoperhydrofenanthren [12]. Tato
struktura je tvofena tfemi Sesti¢lennymi cykly oznacovanymi A, B, C a jednim péti¢lennym
cyklem oznacovanym D.
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Obrazek 1: Struktura steranu [13]

Steroidni hormony  jsou syntetizovany z nejvyznamnéjSiho zivocisného
sterolu — cholesterolu v steroidogennich zlazovych bunkach. Zdrojem cholesterolu jsou zasoby
lipidii v buiice (syntetizované z acetylkoenzymu A) nebo lipoproteiny, které jsou po endocytdze
rozkladany nitrobunéénymi enzymy az na cholesterol. Piebytecny cholesterol se ukladd ve
formé esteri mastnych kyselin a hydrolyzou z nich mize byt znovu mobilizovan. Vzniklé
steroidni hormony jsou uvoliiovany do extracelularni tekutiny a do krve.

HO

Obrazek 2: Strukturni vzorec cholesterolu [14]

Vzhledem ke své lipofilité se steroidni hormony transportuji krvi z 90-99 % navéazané na
specifické plazmatické proteiny (globuliny, prealbuminy a albuminy). Z 1-10 % se lipofilni
hormony nachazeji v krevni plazmé volné, a tudiz biologicky ucinné. Z vazby na protein se
hormony snadno uvoliiuji a mohou tak doplnovat tbytek volnych, biologicky u¢innych
hormont.

Receptory pro steroidni hormony tvoii proteinové nebo glykoproteinové molekuly
lokalizované uvnitt buiiky v cytosolu. Steroidni hormony piestupuji pies plazmatickou
membranu a vazou se na cytosolové receptory. Komplex hormon-receptor vnika do jadra a po
vazbé na jaderny receptor spousti genomovou reakci. Estrogeny maji i negenomové Ucinky,
napt. mohou ovlivnit propustnost iontovych kanalti. Pfitomnost vazebného mista pro ur€ity
hormon umoZznuje spusténi jeho biologického ucinku. Pocet receptori (obvykle
2 000 — 100 000) a afinita receptoru k ur¢itému hormonu muze byt variabilni v zavislosti na
podminkach.
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K inaktivaci steroidnich hormont dochazi nejcastéji v jatrech pisobenim enzymatickych
systému biotransformace. Mezi nejcastéjsi reakce patii oxidace hydroxyskupin a redukce
oxoskupin. V zavéru jsou steroidni metabolity konjugovany s kyselinou glukuronovou
a sirovou. Vzniklé konjugaty jsou ve vodé rozpustnéjsi nez pivodni steroidni hormony a jsou
odvadény z téla moci nebo zludi.

Z hlediska biologické aktivity se steroidni hormony déli do Sesti skupin — glukokortikoidy,
mineralokortikoidy, androgeny, estrogeny, progestiny a kalciferol [9].

2.1.2 Zenské pohlavni hormony

2121 Estrogeny

Zakladni strukturou estrogent je jako u ostatnich steroidii steran. Pro estrogeny je typicka
hydroxylové skupina lokalizovana na tfetim uhliku A cyklu, kterd je esencialni pro biologickou
aktivitu. Tato zakladni struktura maze byt dale modifikovana dal§imi funkénimi skupinami.
V piipadé tii pfirodnich estrogenli se jednd o dal$i hydroxylové a karbonylové skupiny,
ethinylova funk¢ni skupina je soucasti struktury synteticky pfipraveného 17p-ethinylestradiolu
(EE2). Funk¢ni skupiny nad rovinou molekuly se oznacuji feckym pismenem [, skupiny
smétujici pod rovinu molekuly jsou oznacovany a. Estrogeny jsou nékdy oznacovany jako Cig
steroidy, protoZe obsahuji ve svém skeletu 18 uhlikt.

Estrogeny se tvoii ve zrajicim folikulu vaje¢niku, v mensi mife ve zlutém télisku, kife
nadledvin a v malém mnozstvi i ve varlatech. V obdobi t€hotenstvi jsou estrogeny produkovany
také placentou. Estrogeny vedou k pohlavnimu zrani jedince v puberté, navozuji proliferaéni
fazi délozniho cyklu, zplsobuji zadrzovani vody a soli ledvinami, snizuji cholesterol v krevni
plazmé, brani tbytku kostni tkdné a zvySuji krevni sraZlivost. NejucinnéjSim estrogenem je
estradiol, mensi vyznam maji estron a estriol [11; 15].

Pro farmaceutické ucely byly syntetizovany estrogenni hormony jako ethinylestradiol,
mestranol a hormon nesteroidni povahy diethylstilbestrol. Mestranol a ethinylestradiol jsou
Vv soucasnosti stale vyuzivany jako slozky hormondlni antikoncepce. Diethylstilbestrol se kviili
svym nepiiznivym ucinkiim na lidsky organismus jiz nevyuziva [16; 17].

2.1.2.2 Progestiny

vvvvvv

hlavni biologické ucinky progesteronu patii stimulace riistu délohy, vyvolani sekre¢ni faze
menstruacniho cyklu, podpora uhnizdéni oplozeného vajicka v déloze a podpora ristu mlécné
zlazy v t€hotenstvi [11; 15].

Z farmakologického hlediska je progesteron vyuzivan ptfedevSim jako soucast hormonalni
antikoncepce a jako soucast prevence nadori endometria [18]. Synteticky progestin
norethindron se rovnéz vyuziva jako soucast antikoncepcnich pilulek [14].
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2.1.2.3 Androgeny

Nejvyznamnéj§im androgenem je muzsky pohlavni hormon testosteron. Primarné se tvoii
u muzl ve varlatech a je zodpoveédny za vyvoj sekundarnich pohlavnich znaki, rist pohlavnich
organu a fidi spermatogenezi. Hlavnim mistem produkce androgent u Zen jsou nadledviny, ve
vajecnicich se z celkového mnozstvi androgenti produkuje ptiblizné 40 %. Androgeny udrzuji
u zen libido a jsou prekurzory estrogeni [11; 15].

2.1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti hormonu

Na zéakladé¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti je mozné predikovat chovani a osud slou¢eniny
V zivotnim prostiedi. Pro urceni distribuce kontaminanti do jednotlivych slozek zivotniho
prostfedi se vyuzivaji distribuéni koeficienty. Mezi Casto vyuzivané fadime distribuéni
koeficient oktanol — voda Kow a koeficient sorpce na organicky uhlik Koc. Hodnoty
rozdélovacich koeficientll byvaji uvadény ve formé dekadickych logaritmti log Kow a 10g K.
Mezi dal§i zakladni fyzikdlné-chemické vlastnosti latky fadime molekulovou hmotnost
M [g-mol™], hustotu p [g-dm?3], rozpustnost ve vodé, kyselinovou disocia¢ni konstantu Ka
vyjadfovanou jako zaporny dekadicky logaritmus pKa a Henryho konstantu H [Pa-m3-mol?]
[14; 19].

Slouceniny s vysokymi hodnotami distribuéniho koeficientu Kow, ptipadné Koc a nizkou
rozpustnosti ve vod¢é maji tendenci vazat se na sedimenty, kaly nebo se inkorporovat do bioty.
Tyto latky oznacujeme jako lipofilni. Latky s vysokou rozpustnosti ve vodé oznacujeme jako
hydrofilni; ty nemaji snahu vazat se na organickou hmotu a diky vysoké rozpustnosti mohou
snadno migrovat az do podzemnich vod. Z hodnoty Henryho konstanty je mozné posuzovat
tekavost latky. Kyselinova disocia¢ni konstanta vyjadiuje snahu latky disociovat ve vodném
prostiedi [17].

Tabulka 1: Fyzikdlne-chemické vlastnosti predikujici chovani kontaminantu v Zivotnim
prostiredi [17]

Vlastnost Jednotka — Povtenc,l al ;
nizky | stfedni | vysoky
Rozpustnost ve vodé [mg-17] <1 - 1000
Té&kavost - Henryho konstanta | [Pa-m®-mol™] 102-107 | >107
LOg Kow — <3 - >3
Log Koc — <25 | 254 >4

Hodnota rozpustnosti ptirodnich estrogennich hormonii se pohybuje okolo 13 mg-1?, pro
synteticky ethinylestradiol a mestranol jsou hodnoty niz$i—4,8 a 0,3 mg-1. Hodnota
distribu¢niho koeficientu oktanol-voda se pro estrogeny pohybuje od 2,41-4,15. Z hodnot
rozpustnosti a log Kow plyne, Ze se jedna o latky pouze malo rozpustné ve vodé s tendenci vazat
se na suspendované pevné latky v sedimentech nebo kalech. Esterifikaci hormonti s Kyselinou
glukuronovou a sirovou vznikaji konjugaty hormont, které jsou ve vodé mnohem vice
rozpustné a tim padem je zvySena jejich mobilita v pud¢ [8].
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Tabulka 2: Strukturni vzorce a fyzikalné chemické vlastnosti vybranych hormonii [14]

Diethylstilbestrol (DSB)

CH, CAS 56-53-1
Molekulova hmotnost [g-mol™] 268,36
HO O VA Q OH  [Rozpustnost (25 °C) [mg '] 12
Log Kow [-] 5,07
HsC H [Pa-m3-mol ] (25 °C) ;
Estron (E1)
CAS 53-16-7
Molekulova hmotnost [g-mol™] 270,37
: Rozpustnost (25 °C) [mg-17] 0,03
0 Log Kow [-] 3,13
H [Pa-m® -mol™] (25 °C) 3,8-101°
Estradiol (E2)
CAS 50-28-2
Molekulova hmotnost [g-mol™] 272,38
5 Rozpustnost (27 °C) [mg-17] 3,90
Log Kow [-] 4,01
H [Pa-m3-mol™] (25 °C) 3,688-107
Estriol (E3)
CAS 50-27-1
Molekulova hmotnost [g-mol™] 288,38
Rozpustnost (25 °C) [mg-17] 13,25
Log Kow [-] 2,45
H [Pa-m3-mol™] (25 °C) 1,348-107
Ethinylestradiol (EE2)
CAS 57-63-6
Molekulova hmotnost [g-mol™] 296,40
Rozpustnost (25 °C) [mg-17] 13,25
Log Kow [-] 3,67
H [Pa-m3-mol™] (25 °C) 8,045-107
Progesteron (PROG)
CAS 57-83-0
Molekulova hmotnost [g-mol™?] | 314,46
Rozpustnost (25 °C) [mg-17] 9,12
Log Kow [-] 3,87
H [Pa-m®-mol™] (25 °C) 6,576-107
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Mestranol (MES)
CAS 72-33-3
Molekulova hmotnost [g-mol™] 310,43
Rozpustnost (25 °C) [mg-17] 0,32
Log Kow [-] 4,61
H [Pa-m3-mol™] (25 °C) 4,51-10°
Norethindron (NOR)
CAS 68-22-4
Molekulova hmotnost [g-mol™] 298,42
Rozpustnost (25 °C) [mg-17] 1,44
Log Kow [-] 2,97
H [Pa-m® -mol™] (25 °C) 5,877-10°
2.1.4 Zdroje kontaminace vod hormony

V roce 1970 se objevila jedna z prvnich zminek o vyskytu hormont v akvatickém prostiedi
v ¢lanku Steroid hormones as water pollutants I od autor Tabaka a Bunche [20]. Intenzivné se
vSak vyskytu hormonti a dalSich 1é¢iv védci zacali vénovat az v 90. letech minulého stoleti.
Byly odebirany vzorky povrchovych vod, pidy, hnoje z velkochovii zvifat a vzorky ptitoku
a odtoku na ¢istirnach odpadnich vod. Od t¢ doby az dodnes je vyskyt 1€Civ Casto diskutovanym
tématem z divodu moznych negativnich u€inki na ekosystémy a lidské zdravi [21].
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Obrazek 3: Zdroje a distribuce léciv v Zivotnim prostredi, upraveno podle [22]

Do Zivotniho prostfedi vstupuji steroidni hormony jako soucast odpadnich vod,
Cistirenskych kalti a exkrementt hospodaiskych zvitat. Zdrojem steroidnich hormonti je vyroba
a spotfeba humannich a veterinarnich 1é€iv a jejich pfirozend produkce organismy. Ptirodni
estrogeny jsou u lidi i zvifat produkovany po cely Zivot. Sestava a mnozstvi hormont zavisi na
pohlavi jedince, véku, stavu a vyvoji reprodukéniho systému a u zvifat i na druhu. Z téla jsou
hormony vylu¢ovany moci a v mensi mife fekaliemi. V mo¢i jsou hormony obsaZeny ve formé
inaktivnich Kkonjugatti, které mohou byt dekonjugovany bakteriemi aktivovaného kalu
(enzymatickou hydrolyzou) zpét na volnou aktivni formu [17; 21; 23].
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Tabulka 3: Hladina estrogenii v krevni plazmé a urovern exkrece [23]

Populace Obsah v krevni plazm¢ | Exkrece moci
[ne-1] [1g-den]
Déti — <1
Estron 0,42+0,09 3,0-8,2
Muzi 17B-Estradiol 0,15+0,12 0-6,3
Estriol Stopové mn. 0,8-11
Estron 0,2+0,11 11-31
Zeny folikularni faze | 17p-Estradiol 0,13+0,08 6-14
Estriol 0,25+0,12 8-65
Estron 0,70+0,25 —
Zeny lutedlni fize | 17p-Estradiol 0,28+0,17 -
Estriol 0,37+0,23 —
Estron 27-103 930-1600
Téhotné Zzeny 17p3-Estradiol 13-29 380-630
Estriol 43-175 22000-35000
Estron 0,7+0,25 3,2-9,0
Zeny po menopauze | 17p-Estradiol 0,28+0,017 0,3-2,4
Estriol 0,37+0,23 2,2-1,5

Hormonalni antikoncepce a substituéni hormonalni terapie pro zeny v obdobi klimakteria
jsou Vv soucasnosti vyznamnym zdrojem syntetickych steroidnich hormonu. V roce 1991 se
pocet Zen uzivajicich antikoncep¢ni pilulky odhadoval na 60 miliond [21], v soucasnosti Se jiz
predpoklada az 100 milionti uZzivatelek [24]. Hormonalni antikoncepce obsahuje kombinaci
estrogenti (ethinylestradiol, pfipadné mestranol) a progestini. Davka EE2 v jedné pilulce se
pohybuje od 20-50 pg [17]. Po 24 hodinach se z téla uzivatelky vylouc¢i mo¢i ptiblizné 60 %
uzité davky [21].

2.1.4.1 Zemédélska ¢innost

Intenzivni zemédélska produkce, ktera se zacala ve svété rozvijet po druhé svétové valce, je
také vyznamnym zdrojem hormonti a ostatnich 1é¢iv. Pod pojmem intenzivni zemédé€lstvi
rozumime zpusob chovu zvifat, ktery klade diiraz na kvantitu produkce a na vysoké zisky. Pfi
chovu hospodaiskych zvifat vznika zna¢né mnozstvi odpadu v podobé hnoje, ve kterém jsou
koncentrovany vyloucené steroidni hormony. Nejvice hormonti je obsazeno v hnoji od dobytka,
mén¢ pak od dribeZe a prasat. Koncentracni Grovné hormont jsou tedy zavislé na druhu
chovaného zvifete a podminkach chovu. Napiiklad kejda obsahuje primémé 5 300 ng-1? E1,
665 ng-1* a-E2, 1250 ng-1* B-E2 a 2 600 ng-1* E3. Produkce steroidnich hormonti chovem
zvitat vUSA a vEU je uvedena v Tabulce 4. Dalsi zdroj hormont v oblasti chovu
hospodatskych zvifat predstavuji ristové hormony. Tyto latky jsou Siroce vyuzivany pii
produkci zejména hovéziho masa v USA, Australii, Argentin€ a Kanadé¢. V zemich Evropské
unie je jejich uzivani zakazano. Ze syntetickych hormonl se vyuzivaji zeralanol,
trenbolon acetat a melengestrol, z pfirodnich testosteron, progesteron a 17p-estradiol [19; 25].
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Tabulka 4: Mnozstvi vyloucenych hormonii hospodarskymi zviraty v USA a EU [25]

EU
Druh Pocet jedinct [miliony] | Estrogeny [t] | Androgeny [t] | Gestageny [t]
Dobytek 82 26 4,6 185
Prasata 122 3,0 1,0 79
Ovce 112 1,3 — 58
Drtibez 1002 2,8 1,6 -
Celkem 1318 33 7,1 322
USA
Dobytek 98 45 1,9 253
Prasata 59 0,83 0,35 22
Ovce 7,7 0,092 - 3,9
Drubez 1816 2,7 2,1 -
Celkem 1981 49 4,4 279
2.14.72 Cistirny odpadnich vod

Koncentraéni hladiny hormonti v surovych odpadnich vodach byly méfeny na mnoha Cistirnach
odpadnich vod po celém svété. Vysledky téchto méfeni poukazuji na Siroké koncentracni
rozsahy hormonti v surovych odpadnich vodach. Hladiny volnych hormoni se pohybuji
vrozmezich 0,5-650ng-1? pro E1, 0,5-105ng-1?! pro B-E2, 2-660ng1? pro E3
a0,2-70 ng-l'1 pro EE2 a ve formé konjugati LOD-29 ng-l'1 proEl, 1,5-8,5 ng'l'1 pro 17B-E2,
33-253 ng-1* pro E3 a LOD-11ng-1* pro EE2. Variabilita v naméfenych koncentracich
a poméru volnych hormonti ku konjugovanym je funkci charakteristik dané lidské populace
(pohlavi jedinci, vek, zplsob antikoncepce apod.) a technickych parametrli stokové sité. Na
zaklade téchto charakteristik je mozné predikovat produkci hormonti danou populaci [8].

Osud hormontina COV je zavisly na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech a na
vyuzivanych technologiich. Studie zabyvajici se odstralovanim steroidnich hormont
Z odpadnich vod uvadégji pro systémy vyuZivajici aktivovany kal G¢innost odstranéni z vodné
faze v rozmezi od 40-96 % pro E1, 40-100 % pro B-E2, 40-96 % pro E3 a 40-98 % pro EE2.
Nicméné koncentrace 0,3—100 ng-l'l E1l, 0,2-20 ng-l'1 B-E2, 1-275 ng-l'1 E3a0,3-75 ng-l'1
EE2 byly detekovany na odtoku COV. Tato skute¢nost svédéi o tom, Ze tradi¢nim procesem
¢isténi odpadnich vod nedochdzi ke kompletnimu odstranéni steroidnich hormonii. Diky
lipofilnim vlastnostem steroidnich hormont hraje vyznamnou roli pfi jejich odstrafiovani
Z vodné faze odpadni vody sorpce. Experimentalné bylo zjisténo, ze az 70 % E1, 79 % B-E2
a 76 % EE2 se béhem ¢isténi odpadni vody sorbuje na kal. Jedna-li se o kal chemicky, dochazi
pouze k sorpci hormonti na vlocky kalu, a nikoliv k degradaci. Pokud je pfi Cisténi vody
vyuzivan aktivovany kal, sorbované hormony mohou byt dale jest¢ degradovany
mikroorganismy [8].
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2.15 Vliv hormonu na lidské zdravi

Pfirodni a syntetické estrogeny jsou zahrnuty do skupiny latek oznaGovanych jako endokrinni
disruptory. US EPA definuje endokrinni disruptory jako exogenni latky interferujici pfi syntéze,
sekreci, transportu, vazbé, ucinku a eliminaci pfirozenych hormonti v organismu. International
Agency for Research and Cancer (IARC) zafadila estrogenni hormony do skupiny latek
karcinogennich pro ¢loveka [21; 26].

Priklad  katastrofalniho  ucCinku  endokrinniho  disruptoru  piedstavuje  vyuziti
diesthylstilbestrolu jako farmaka zabranujicimu spontannimu potratu. Diethylstilbestrol byl do
roku 1970, kdy bylo jeho uzivani zakdzéano, aplikovan u pfiblizné péti miliont t€hotnych zen.
Diethylstilbestrol vSak negativné ovlivnil vyvoj reprodukéniho systému divek. V pubertalnim
véku poté u mladych zen propukalo rakovinné bujeni pohlavnich organti. Karcinogenni Gi¢inky
diethylstilbestrolu byly poté dodate¢né potvrzeny laboratornimi testy na mysich [17].

V disledku vysoké biologické aktivity hormonii mohou jiz velice nizké koncentrace
v fadech ng-1"! zptisobit zmény v organismu. NOEL (No Observed Effect Level) pro estrogeny
u lidi byl stanoven na 0,3 mg-den™, coz odpovida 5 ug-kg*-den? [27].

Zdrojem hormont jsou potraviny a pitnd voda. Z potravin se jednd piedevSim o masné
produkty, vejce a mlééné vyrobky. Koncentrace hormonti jsou v uvedenych potravinach velmi
mohou dostavat az do povrchovych a podzemnich vod, slouZicich jako zdroje pitné vody [17].
V Cing byl estron a 17p-estradiol detekovan v 53 vzorcich zcelkovych 62 odebranych
z riiznych upraven vod. Nejvyssi naméfené koncentrace byly 1,7 ng-I"t p-E2 a 0,1 ng-I*t E1.
Ptestoze jsou koncentrace hormont v potravindch a pitné vodé nizké a neptesahuji uvedenou
hodnotu NOEL, existuji studie, které poukazuji na jejich nezaddouci ucinky u lidi, napf.
pied¢asna menopauza, poruchy pii pohlavnim dospivani, snizeni plodnosti u muzi, vyvolani
rakovinného bujeni prsni tkané a varlat. Steroidni estrogeny samostatné nebo v kombinaci
S progesteronem mohou mit vliv na nitroo¢ni tlak a po menopauze zvysovat riziko glaukomu

[28].

2.16 Ekotoxicita hormonu

Pro estrogenni hormony existuje mnoho toxikologickych dat ziskanych pokusy na
laboratornich zvitatech. Zmény u krys a mysi, kterym byly podavany davky 17B-estradiolu
v fadu desitek pg-kg?, zahrnovaly zvyseni koncentrace hepatickych enzymi, zmény hmotnosti
brzliku, dé€lohy, jater, sleziny a ovlivnéni funkce reprodukéniho systému.

V zivotnim prosttedi je nejvice prozkoumany vliv steroidnich hormoni na vodni
ekosystémy. Hodnota PNEC (Predicted No-Effect Concentration) pro kratkodobou expozici
piirodnim estrogenfim byla stanovena na 5 ng-1" a pro dlouhodobou expozici 2 ng-1" [29]. Pro
EE2 byla hodnota PNEC stanovena na 0,1 ng-1"* [30]. Casto diskutovany je vliv syntetického
ethinylestradiolu na populace ryb. Tato latka je klasifikovana jako teratogenni a karcinogenni
substance s vysokou hormonalni aktivitou. Dostupné studie poukazuji na to, Ze jiz extrémné
systému zivocicht. U nékterych druht ryb (napt. Rutilus rutilus) ma expozice EE2 prokazatelny
vliv na expresi samic¢iho proteinu vitellogeninu u samct. Tim dochazi k feminizaci samct
anasledné ke snizovani plodnosti. Nezadouci tc¢inky EE2 byly pozorovany i u dalSich
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obratlovct, jako jsou naptiklad Zaby. U nékterych druhti Zab byly pozorovany poruchy vyvoje
pohlavnich organd, sniZeni plodnosti a feminizace samcut [16]. Salla et al. ve své studii uvadi
vliv EE2 na srde¢ni ¢innost skokana volského (Lithobates catesbeianus) [31]. U korysu
Balanus Amhitrite a EIminius Modestus bylo pozorovano poskozeni DNA v duasledku expozice
estrogentim. Existuji i studie zabyvajici se vlivem steroidnich hormonti na rostliny. Resena byla
problematika zkrapéni tolice vojtésky odpadni vodou obsahujici 10-300 ng-1* E1 a E2.
V biomase byla nasledné detekovana zvySena hladina fytoestrogen [8].

V terestrickém prostiedi je feSena problematika vlivu fytoestrogena (strukturné podobnych
hormont jako 17B-E2) na domestikovana zvifata. Burton et al. se vénovali morfologickym
zménam u krav v disledku pfijmu isoflavonti (zména délky struka a barva vulvy) [32]. Nékteré
rostliny obsahuji dostatecné mnozstvi estrogent a zpisobuji tak poruchy reprodukcéniho
systému, ptikladem muze byt tzv. jetelovd nemoc (clover disease) u ovci [33]. Progesteron
muze zvySovat nitroo¢ni tlak u 1vii a podobné estrogeny u kocek [34].

2.1.7 Osud hormoni Vv Zivotnim prostiedi

Jak jiz bylo zminéno, nejvyznamnéjsi zdroje hormont piedstavuji precisténé odpadni vody
a zemé&dé€lsky odpad. Po aplikaci hnoje, resp. kalu na zemédélské plochy mohou byt hormony
transportovany do povrchovych a podzemnich vod splachy a vsakovanim. Polocas rozpadu
hormont v jednotlivych slozkach zivotniho prostiedi se 1isi. Obecné lze konstatovat, ze je delsi
v hnoji a pudach nez v akvatickém ekosystému.

HsC  oH

e
estriol (E3)
‘beﬁo ° H,C OH
17 P aerobni podm. 1S 4 =
—_— aerobni podm.
o mikroorganismy mikroorganismy o
HO
estradiol (E2) estron (E1) ethinylestradiol (EE2)
!)]l.&
. coq . ey . e ,
mikrobialni 0@% ) mikrobialni hydrolyza
hydrolyza Q‘Jyy
CH3 O
CHs_on 7
@/IE.@ aerobni podm.
R-O mikroorganismy R-O
estradiol sulfat (glukoronid) E2-3S (E2-3G) estronsulfat (glukoronid) E1-3S (E1-3G)

R = sulfatova nebo glukuronidova skupina

Obrdazek 4: Premény syntetickych a prirodnich estrogenii v Zivotnim prostiedi [28]
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Tabulka 5: Polocas rozpadu hormonii v environmentalnich matricich [19]

Kontaminant Matrice Polocas rozpadu [d]
slepi¢i hntij kompostovany 69
17p-estradiol ptida anaerobni podm. 24
feka 0,2-9
testosteron kompost 43
progesteron puda 28

21.7.1 Pida a odtok z pady

V pidé dochdzi k riznym typim degradace steroidnich hormont. Ne¢které hormony jsou
oxidovany pouze v pfitomnosti mikroorganismii — napf. estron. Naproti tomu oxidace
17B-estradiolu na estron neni na pfitomnosti mikroorganismt zavisla. Vliv na degradaci ma
teplota, vihkost, pH, obsah kysliku a dal$i pudni charakteristiky. V zavislosti na typu pudy
mohou byt estrogeny siln¢ sorbovany na piidni ¢astice. Sorpce snizuje vliv splachli a louZeni.
Rozptyleni hnoje (kalu) na velkou plochu pole tedy piedstavuje mensi riziko, nez vypousténi
precisténych vod do recipient [19].

21.7.2 Povrchové a podzemni vody

Hormony a endokrinni disruptory obecné¢ piedstavuji v povrchovych vodach velké riziko,
nebot’ se jedna o potencialni zdroje pitné vody. Taktéz predstavuji riziko pro vodni ekosystémy,
které jsou t€émto polutantim piimo vystaveny. Maximalni koncentrace steroidnich hormonti
v povrchovych vodach obvykle nepiesahuji 1 pg-1?. Ke kontinudlni kontaminaci dochézi
piedevsim vypousténim precisténych odpadnich vod a splachy z poli.

Do podzemnich vod se steroidni hormony dostavaji opét splachy a louzenim z poli, uniky
z kanalizaci, prosakovanim z domaécich septikii apod. Problematika hormonii v podzemnich
vodach je méné¢ zmapovana nez ve vodach povrchovych. Pii odbérech podzemnich vod
V blizkosti septikli domécnosti byla naméfena koncentrace 17B-estradiolu 0,2-45ng-1?
a estronu 0,4-150 ng-1" v zavislosti na vzdalenosti od septik® a hloubce odbéru [19].

2.2 Cistirensky kal

221 Obecné charakteristiky ¢istirenského kalu

Cistirenské kaly vznikaji jako vedleji produkt pii &i§téni odpadnich vod. Odpadni voda
pritékajici na COV je v prvnim stupni zbavovana hrubych neéistot. Nedistoty jsou separovany
jako shrabky z Cesli nebo usaditelné nerozpusténé latky v lapacich pisku. Usazené zbytky
a shrabky oznacujeme jako tzv. primarni kal, ktery je pfedev§im biologické povahy a jeho
charakter je zavisly na slozeni surové odpadni vody. Ve druhém, biologickém stupni ¢isténi
dochazi krozloZeni biologicky odbouratelnych latek a vznikd sekunddrni kal, Castéji
oznaCovany jako aktivovany kal. Jedna se o zbytky organickych latek a ptebytecnou biomasu.
Slozeni aktivovaného kalu je stejné jako u primarniho kalu zavislé na sloZeni odpadni vody, ale
také na parametrech provozu a zpiisobu ¢isténi. Jako terciarni kal oznacujeme kal z chemického
srazeni.
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Obecné lze kaly definovat jako systém obsahujici rozpusténé, koloidni a suspendované latky.
Zpravidla obsah vody pfevysuje obsah pevnych latek. Obsah pevnych latek se pohybuje mezi
0,25-12 %, zbytek objemu kalu tvofi tzv. kalova voda. Kaly tvofi pfiblizn¢ 1-2 % z objemu
¢iSténych vod a je v nich koncentrovano 50-80 % celkového znecisténi odpadnich vod.
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Graf 1: Produkce cistirenskych kalii v Ceské republice v letech 2009-2013 [35]

Zékladni charakteristikou kalu je obsah susiny, ktery se stanovuje dle normy CSN EN 12880
Charakterizace kalt — Stanoveni veSkerych latek a obsahu vody odpatenim vody pii 105 °C.
Odpatenim vody z kalu se odstrani i n€které t€kavejsi latky. Jejich mnozstvi je ale nepatrné a je
mozné jej zanedbat. Naopak jsou do suSiny zapocitany latky pivodné rozpusténé, které se
zkoncentrovaly v susing. Jejich podil v susing je obvykle nizky, od 0,5-1 g-I*t. Obsah susiny
primarniho kalu se obvykle pohybuje okolo 2,5 %, u aktivovaného byva obsah suSiny niZsi
(0,51 g-1"Y). Susina je tvofena dvéma slozkami, a to organickou a anorganickou. Podil
organické slozky se stanovi jako ztrata zihanim dle normy CSN EN 12879 Charakterizace
kalii — Stanoveni ztraty Zihanim. Anorganicky podil zlistava jako zbytek po Zihani.

Produkci a zpracovanim kald se zabyva kalové hospodaistvi, které piedstavuje nedilnou
soucast kazdé COV. Pii nakladani s kaly je nutné fidit se legislativnimi normami, vyhlaskami
a technickymi normami vztahujicimi se k problematice kaltl. Zakladni proces zpracovani kalu
zahrnuje jeho zahus$téni, stabilizaci (pfipadn€ hygienizaci), odvodnéni a finalni likvidaci.
Stabilizovany a hygienizovany kal se v soucasnosti Casto vyuziva jako hnojivo v zemédélstvi.
Aplikace se provadi bud’ pfimo nebo po zpracovani kalu procesem kompostovani [36].

2.2.2 Soucasnost kalového hospodarstvi

Zjisténi o soucasném slozeni Cistirenskych kald a zmény v legislativé odpadi a hnojiv povedou
v brzké budoucnosti k radikdlnim zméndm v nakladani s Cistirenskymi kaly. Koncentrace
farmaceutickych latek, hormont a sloucenin obsaZenych v pfipravcich osobni hygieny (PCP,
Personal Care Products) v odpadnich vodach neustale rostou a nartista tim i jejich koncentrace
ve vyprodukovanych kalech. V soucasnosti je tedy produkovan kal zcela jinych charakteristik
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nez v minulosti, kdy byl produkovan za jinych podminek a pfi jiném sloZeni odpadnich vod.
Cistirensky kal je nyni vysoce nebezpeé¢na latka, ve které je koncentrovana cela skala kodlivin
(tézké kovy, patogeny, antibiotika, hormony a ruzné endokrinni disruptory). Néasledné
Cistirensky kal v¢etné téchto toxickych sloucenin vracime zpét do zivotniho prostiedi ptimym
nebo nepiimym zplisobem zpracovani. Nejednd se vSak jen o vySe zminéné latky, problém
predstavuji napfiklad i polymerni flokulanty vyuzivané piti odvodiiovani kali. Tyto latky jsou
Vv ptirod¢ tézce rozlozitelné a jejich flokulacni efekt se dale projevuje i po aplikaci na ptdy, coz
vede K jeji degradaci hutnénim.

Kal tedy pfedstavuje toxicky zneciStény materidl, ktery je mozné energeticky vyuzit
procesem anaerobni stabilizace za tvorby bioplynu nebo také jako zdroj nékterych cennych
latek, jako jsou nutrienty. Vyuziti kalu v zeméed¢lstvi pro jeho vysoky obsah organickych latek,
dusiku (2—4 %), fosforu (1-2 %) a vapniku jiz nepiedstavuje vhodnou metodu zpracovani
v dasledku vy$e zminéného obsahu toxickych latek [36].

Kalové hospodaistvi je do budoucich let nutné optimalizovat v souladu s cirkularni
ekonomikou propagovanou Evropskou unii. Perspektivnim zpiisobem zpracovani kala se jevi
ziskani latek znovu vyuzitelnych nebo ziskdni energie v podob¢ bioplynu a nevyuzitelny zbytek
V koncentrované formée stabilizovat, zlikvidovat a deponovat. Napiiklad v sousednim Némecku
a Rakousku jiz byla zpiisnéna aplikace kali do zemédélstvi a pro COV s kapacitou
> 500 000 EO je natizené ziskavani fosforu, pokud jeho obsah v susiné dosahuje alespon 2 %.
V ramci EU se projednava navrh nové smérnice o hnojivech, kterym se stanovi pravidla pro
jejich dodavani na trh. Tato smérnice bude omezovat vyuziti kal pro hnojeni [37].
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3 ANALYZA STEROIDNICH HORMONU

Analyza Cistirenskych kalti se sklada z nékolika dil¢ich krokid. V prvnim kroku je vzorek
zbaven vody, ve druhém kroku se z matrice extrahuji sledované analyty, nasledn¢ se extrakt
zbavuje nezadoucich koextrahovanych interferenti a ve findlnim kroku jsou analyty
separovany a detekovany.

Pro vysuseni vzorku se nejCastéji vyuziva lyofilizace neboli vymraZeni. Alternativou muize
byt suSeni vzorku pomoci bezvodého siranu sodného, S nimz se malé mnozstvi vzorku smisi.
Mezi nejvyuzivanéjsi extrakéni techniky fadime sonikaci (USE, Ultrasound Extraction),
mikrovinnou extrakci (MAE, Microwawe Asssisted Extraction) [38] a tlakovou extrakci
rozpoustédlem (PSE, Pressurized Solvent extraction, ASE, Accelerated Solvent Extraction).
Piecisténi se nejcastéji provadi pomoci extrakce tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction),
ptipadné se vyuziva gelova permeacni chromatografie (GPC, Gel Permeation Chromatography)
nebo kolonova chromatografie (CG, Column Chromatography). Alternativni metodou pro
zpracovani vzorku je systém QUEChERSs (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe),
ktery zahrnuje extrakci i1 precisténi. Pro separaci a detekci steroidnich hormonti se vyuziva
tandemové spojeni kapalinové (LC, Liquid Chromatography) nebo plynové chromatografie
(GC, Gas Chromatography) s hmotnostni spektrometrii (MS, Mass Spectrometry), ptipadné
tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) [4; 39].

3.1 Odbér vzorku

Pokyny pro odbér ¢istirenskych, vodarenskych, primyslovych a anaerobné stabilizovanych
kalii jsou uvedeny v normé CSN EN 1SO 5667-13: 2011 — Jakost vod - odbér vzorki - ¢ast 13.
Navod pro odbér vzorkl kalu. Aplikace spravnych postupii pro odbér vzorki je velmi dilezita
pro spravnost vysledkii nasledného rozboru. Pfed planovanim odbérovych praci je nutné znat
povahu a ucel analyzy napf. pro zvoleni vhodného typu konzervace. Je proto nezbytné zajistit
uzkou spolupraci mezi pracovniky zajist'ujicimi odbér a laboratofi provadéjici analyzu.
Cistirensky kal pfedstavuje vysoce nehomogenni smés mnoha latek a neni proto snadné
ziskat reprezentativni vzorek. Uroveii kontaminace neni konstantni a zavisi na sloZeni odpadni
vody, jejiz kvalita kolisa béhem dne, tydne i ro¢niho obdobi. Pro ziskani reprezentativniho
vzorku se doporucuje zvolit vzorek smésny (kompozitni). Kazdy kompozitni vzorek by se mél
skladat alesponi ze tfi dil¢ich vzorkl. V zéavislosti na konkrétnich podminkéch se voli odbér
periodicky (Casové zavisly) nebo rezimovy (objemove zavisly). Jednorazovy odbér vzorku se
doporucuje pro nestabilni analyty (napf. amoniak) nebo v pfipadé, Ze je nutné ziskat vysledky
tak rychle, jak jen je mozné. Ve vétSin€ piipadl se vzorky odebiraji manualné. Misto odbéru se
voli tak, aby bylo dostupné, bezpeéné a dochazelo zde k dostatecnému promiseni kalu - napf.
uzaviené a oteviené nadrze, flotacni nadrze, kalové laguny nebo Cerpaci systémy apod. Pro
lepSi manipulaci se vyuzivaji Sirokohrdlé vzorkovnice. Objem a materidl vzorkovnice se voli
na zéklad¢ parametrii nasledné analyzy. Pro analyzu organickych sloucenin se vyuziva Cisté
borosilikatové sklo, aby bylo zabranéno sorpci analytli na sténu vzorkovnice. Sklenéné
vzorkovnice a uzavéry je pred odbérem nutné vycistit roztokem kyseliny chromsirové, nasledné
oplachnout vhodnym organickym rozpoustédlem (napi. acetonem) a vysusit v susarné. Pro
anorganickou analyzu se dava piednost polyethylenovym vzorkovnicim. Objem vzorku je
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zvolen tak, aby byl dostateCny pro analyzu a ptipadné opakovani experimentti. Pro potlaceni
biologické aktivity, hydrolyzy sloucenin a sniZeni tékavosti se provadi konzervace vzorki.
Konzervace se realizuje ptidanim chemickych aditiv, kontrolou a upravou pH, chlazenim
a zmrazenim [40; 41]. Testy na stabilitu analyti ukazaly, Ze pii absenci chemické konzervace
se hormony rozkladaji v pribéhu 24-48 hodin. Je proto nezbytné odebrané vzorky skladovat
pfi teploté -20 az 4 °C. Zvysit stabilitu je mozné ptidavkem formaldehydu, methanolu nebo
chloridu rtutnatého. Tyto latky potlacuji mikrobialni aktivitu ve vzorku [42].

Uprava vzorku

Ptredtprava vzorku kalu se skldda ze dvou krokti. V prvnim kroku se vzorek kalu zmrazi
a nasledné je podroben lyofilizaci (suSeni mrazem). Ve druhém kroku je ziskany lyofilizat
homogenizovan Ve tfeci misce a presitovan pro ziskani frakce o stejnych rozmérech
napt. <125 um nebo <250 um [4; 39]. Xiangjuan et al. uvadi vyuziti centrifugy k oddéleni
vodné ¢asti od pevného podilu (7 000 ot/min po 15 minut) a naslednému zpracovani slozek
vzorku zv1ast [43].

3.11 Lyofilizace

Lyofilizace predstavuje Setrnou metodu odstranéni vody ze vzorki obsahujicich termolabilni
slouceniny jako jsou l1éCiva, proteiny, mikroby apod. Zakladnim principem metody je sublimace
krystald ledu ze zmrazeného vzorku. Sublimace je skupenska preména, kdy dochazi
k pfimému ptechodu z pevného stavu do plynného. Jak je zobrazeno na fazovém diagramu
vody (Obrazek 5), k procesu sublimace dochazi pti nizkém tlaku a systému musi byt dodana
energie ve formé tepla, aby fazova preména Usp&Sné probéhla. Proces lyofilizace se da
zjednodusené shrnout do tii kroki:
o Zmrazeni vzorku — Vzorek je kompletné zmrazen ve vhodné nadobé&, napt. Petriho
misce.
o Primarni suseni — V této fazi suSeni dochazi k sublimaci veSkerych zmrzlych
krystalki vody, pfipadné jiného rozpoustédla. Priméarni suSeni probiha pii teploté
a tlaku mnohem niz8§im, neZ je stanoveno pro trojny bod odstrafiovaného média.
Tepelna energie je médiu dodana procesem kondukce, konvekce a radiace.
V lyofilizatoru s policovym systémem dochazi k nejintenzivnéjsi vyméné tepla
kondukci, proto je nutné maximalizovat sty¢né plochy mezi nadobou se vzorkem
a polici. Pro stanoveni konce priméarniho suseni se obvykle vyuzivaji termoc¢lankové
sondy. Teplota vzorku je béhem primarniho suseni niz§i nez nastavena teplota polic,
protoze teplo z polic je vyuzito pro sublimaci odstranovaného rozpoustédla. Jakmile
dojde k odstranéni veskerych krystalti rozpoustédla, teplota vzorku dosahne teploty
polic, coz signalizuje konec primarniho suSeni. Obsah vlhkosti ve vzorku se po
primarnim suSeni pohybuje v rozmezi 5-10 %.
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o Sekundarni suseni — Po primarnim suseni zlstavaji ve vzorku molekuly vody, které¢
jsou na povrchu pevnych latek vazany adsorpci. Tyto molekuly jsou odstranény pii
sekundarnim susenim procesem desorpce. Desorpce probiha jiz pfi primarnim suseni,
ale jeji rychlost je nizkd. ZvySenim teploty se proces vyrazn¢ urychli. Tlak se obvykle
udrzuje na stejné urovni jako béhem primarniho suseni. Po sekundarnim suSeni je
obsah vlhkosti snizen az na 0,5-3 % [44].
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Obrdazek 5: Fazovy diagram vody, upraveno podle [44]
3.2 Izola¢ni metody

Sledované analyty se v odebraném vzorku nachazi jako soucast slozité smési dalSich latek.
Tento soubor oznacujeme jako matrice. Predmétem analyzy je pouze sledovany analyt, ostatni
slozky matrice pfedstavuji potencialni interferenty, tedy latky, které mohou stanoveni analytu
naruSovat. K eliminaci interferentd vyuZivame tzv. dé€lici techniky, mezi které tadime
napt. destilaci, srazeni, extrakci apod. [45].

Extrakce ptredstavuje separacni proces, pii kterém jsou v kontaktu dv€ navzajem nemisitelné
faze. Analyty se mezi tyto dvé faze rozd€luji na zakladé rtizné rozpustnosti (rozdilnych
rozdélovacich koeficientll) Vv téchto dvou systémech. Cilem extrakce je selektivni oddé€leni
interferujicich latek od sledovaného analytu. Extrakci dochazi k prekoncentraci latek, tak aby
jejich koncentrace byla nad mezi detekéniho limitu chromatografického systému. Pokud neni
mozné docilit pfi extrakci poZadované selektivity a dochazi ke koextrakci interferenti,
zafazujeme do analytické predupravy vzorku dalsi krok, tzv. preciSténi extraktu.

V piipad¢ analyzy Cistirenskych kall se jedna o extrakci mezi tuhou fazi (vysuSenym kalem)
a vhodnym rozpoustédlem, ptipadné smési rozpoustédel. Vhodna rozpoustédla se obvykle voli
na zaklad¢ polarity sledovanych latek. Pro nepolarni organické latky volime nepolarni
rozpoustédla a naopak. Mezi tradicni zplsoby extrakce tuhych vzorka fadime tfepani vzorku
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s rozpoustédlem, extrakci v Soxhletové extraktoru a extrakci podpoienou ultrazvukem. Tyto
techniky jsou ¢asem provéiené a mnohymi védci uznavané (napt. US EPA schvaluje vyuziti
téchto technik pro extrakci z pevnych matric). Nevyhodou Soxhletovy extrakce je ale ¢asova
naro¢nost a vysoka spotieba rozpoustédel, kterd uzce souvisi s finanénimi naklady. Snahy snizit
spotiebu rozpoustédel a zvysit produktivitu vedly k vyvoji novych, Castecné nebo zcela
automatizovanych systémul. VéEtSina téchto technik je zaloZena na extrakci za vysSich teplot
a tlaka. Instrumentalizaci extrakénich technik se zvysila pofizovaci cena piistroju, coz je ale
kompenzovano niz§imi provoznimi naklady [46].

3.21 Soxhletova extrakce

Soxhletiv extraktor se sestdva ze tii zdkladnich Casti, varné banky, extrakéniho nastavce
S patronou a chladice. Pevny vzorek se umist'uje do extrakéni patrony z filtraéniho papiru nebo
ze skla se sklenénou fritou misto dna. Ve varné bance se zahtiva rozpoustédlo, jehoz pary
stoupaji do chladice, kde kondenzuji a zkapavaji do patrony se vzorkem. Jakmile se patrona
zcela zaplni, extrakt pretece prepadovou trubickou zpét do varné banky. Ve varné baiice se
cilové analyty koncentruji a rozpoustédlo se opét odpatfuje a kondenzuje v chladici. Tento
cyklus se kontinualné opakuje. Celkovy ¢as potiebny pro extrakci je ptiblizné 12—24 hodin.
Spotieba rozpoustédla se pohybuje v fadu stovek mililitrti. Technika je vhodna pro latky, které
jsou stabilni pfi teploté varu stanoveného rozpoustédla [46].

chladic

~ pary
“p—rozpoustédia

extrakeni
patrona

prepadova [
trubicka

vzorek

varna barka
extrakt

Obrdzek 6: Schéma Soxhletova extraktoru, upraveno podle [46]
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3.2.2 Sonikace

Nejjednodussim zptisobem extrakce z pevnych latek je tiepani vzorku s rozpoustédlem. Tato
technika je vhodnd pouze v ptipadé, ze je analyt vysoce rozpustny ve zvoleném rozpoustédle
avzorek je dostatecné porézni. ZvySit UCinnost a zrychlit extrakéni proces miiZzeme
zahiivanim rozpoustédla se vzorkem pod zpétnym chladicem nebo vyuzitim sonikace.
Sonikace pfedstavuje vysoce ucinnou metodu pro michani a rozpad vzorku v rozpoustédle
pomoci ultrazvukové kavitace. Tim je zajiStén efektivnéjsi kontakt pevné latky s rozpoustédlem
a dochazi ke generovani tepla, které zvySuje ucinnost extrakce. Vyhodou této metody je
moznost simultanni extrakce n€kolika vzorkl v jedné ultrazvukové 1azni, kratsi doba extrakce
a pomérn¢ nizké pofizovaci naklady. Extrakce podpoiena ultrazvukem je dodnes hojné
vyuzivand metoda pro tuhé environmentalni vzorky. US EPA doporucuje v metodé 3550
sonikaci pro extrakci nevolatilnich a semivolatilnich latek z pevnych vzorkii pudy, odpadi
a kalu [46; 47].

3.2.3 Tlakova extrakce rozpoustédlem

Tlakova extrakce rozpoustédlem je automatizovana technika pro extrakci nevolatilnich
a semivolatilnich polutantt [22]. Extrakce probiha v uzaviené ocelové patroné se vzorkem
(obvykle 5-15 g), do které je privadéno organické rozpoustédlo pii teploté 50-200 °C a tlaku
10-15 MPa, tak aby bylo zabranéno varu rozpoustédla. Za danych podminek dochézi ke snizeni
viskozity a povrchového napéti rozpoustédla, ¢imz se docili zlepSeni pruniku rozpoustédla do
pord vzorku. Zaroven je, diky zvySeni hodnot difuznich koeficient, podpoiena desorpce
a transport analytt z matrice. Diky vyssi rozpoustéci kapacité rozpoustédla je zredukovan
potiebny objem rozpoustédla na typicky 15 ml a ¢as potiebny k extrakci na 15-20 min.
Instrumentace pro tlakovou extrakci se sklada z ¢erpadla, kterd dodava rozpoustédlo do
extrakéni patrony a po extrakci do zachytné vialky, extrakéni patrony, termostatu pro zahtivani
patrony se vzorkem a zachytné vialky pro sbér extraktu. Moderni typy PSE extraktort, napf.
od firmy Thermo Fischer, jsou pln¢ automatizované a mohou pojmout az 24 extrakénich patron
o objemu 1, 5, 10, 22, 34, 66 a 100 ml [48]. Uspora rozpoustédel se pohybuje mezi 50-90 %
V porovnani S ostatnimi extrakénimi technikami (50 ml rozpoustédla na 20 g vzorku) [46; 47].
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Obrdzek 1: Schéma tlakové extrakce rozpoustédlem, upraveno podle [49]

3.24 Mikrovinna extrakce

Mikrovinna extrakce vyuziva k ohfevu vzorku s rozpoustédlem energii ve formé mikrovin.
Vzorek je umistén do patrony, kterd je zhotovena z materialu neabsorbujiciho mikrovinné
zatfeni, inertniho vaci rozpousStédlim a termostabilniho. Tyto podminky spliuji patrony
z teflonu, kfemenného skla nebo kompozitnich materialu.

Existuji dvé zdkladni moznosti provedeni mikrovinné extrakce. V prvnim piipadé se
k extrakci vyuziva rozpoustédlo schopné absorbovat mikroviny. Jedna se o latky s vysokou
dielektrickou konstantou, jako je napf. voda a polarni organickd rozpoustédla. Mikrovinné
zafeni zahiiva absorbujici rozpoustédlo nad bod varu (az na 300 °C) za zvySeného tlaku, tak
aby nedochazelo k varu. Horké rozpoustédlo nasledné efektivné extrahuje analyty z matrice.

Druhou moZnost ptedstavuje vyuziti rozpoustédla, které mikrovlnné zareni neabsorbuje.
Dochazi tak k selektivnimu zahtivani téch slozek vzorku, které zafeni absorbuji, a k uvolnéni
zahratych analyti do okolniho rozpoustédla. Tento pfistup je vhodny pro termolabilni latky.
V piipadé, Ze zadna slozka vzorku ani rozpoustédlo mikrovinné zafeni neabsorbuje, vyuziva se
inertni télisko z materialu s dobrymi absorpénimi vlastnostmi. Télisko se aplikaci mikrovin
rychle zahieje a zprostfedkované ohieje okolni rozpoustédlo.

Cas potiebny pro MAE se pohybuje obvykle okolo 30 minut, spotieba rozpoustddel je
pfiblizn€ 30 ml na jeden vzorek. U modernich pfistroji je mozné simultdnné extrahovat az
40 vzorkd. Selektivitu extrakce miizeme zvysit optimalizaci parametrt jako je vybér vhodného
rozpoustédla, doba zahtivani, konstantni nebo programovany prub¢h teploty, michani extrakéni
smési, chlazeni patrony apod. [46; 47].
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3.3 Precisténi

Precisténi extraktu ziskaného z pevnych vzork je pro separa¢ni metody ¢asto nezbytné. Pevné
matrice — pudy, kaly a sedimenty ptedstavuji komplexni systémy obsahujici velké mnozstvi
sloucenin. Extrakce ztéchto vzorkli vede nevyhnutelné ke koextrahovani nezadoucich
sloucenin. Jedna se o nizkomolekularni latky jako jsou ostatni polutanty pfitomné v matrici,
nebo o vysokomolekularni latky, napt. lipidy. Tyto latky mohou zcela znemoznit identifikaci
cilového analytu, obzvlast pokud je analyt ve vzorku pfitomen ve stopovém mnozstvi [50].

3.3.1 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie separuje latky na zakladé velikosti molekul.
Vysokomolekularni latky, které se nedostanou do pora gelu, jsou ze systému eluovany jako
prvni. Analyty, které do port proniknou, jsou eluovany pozdéji. Jako stacionarni faze se v GPC
vyuziva gel o rizné velikosti porii, mobilni fazi je organické rozpoustédlo nebo pufr. Vysoka
rozpustnost analytu v mobilni fazi predstavuje kritérium jejiho vybéru. Na rozdil od jinych
separa¢nich mechanismi v kapalinové chromatografii nedochazi v GPC K interakcim mezi
analytem a mobilni fazi [46].

GPC je mozné pii analyze steroidnich hormoniti vyuzit k odstranéni vysokomolekularnich
latek (> 1 000 amu) z extraktu. Ternes et al. k témto G¢elim vyuzil specialni GPC PTFE kolonu
od O. I. Analytical naplnénou gelem Bio Beads SX-3 a jako mobilni fazi aceton : cyklohexan
(1: 3, v/v). Rychlost priitoku byla 4 ml-min™. Do 14 minuty byla eluovana frakce lipidd, od 14
do 27 minuty byly eluovany steroidni hormony [51].

3.3.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi je hojné¢ vyuzivand metoda k pieciSténi extraktu ziskaného z pevnych
vzorkt. SPE ma v tomto pfipad¢é dvoji funkci, dochazi k odstranéni koextrahovanych analytt
arovnéz k filtraci drobnych ¢astecek. SPE kolonka je podobna injekéni stiikacce, ve které je
mezi dvéma fritami umistén sorbent. Vybérem vhodného sorbentu miizeme zvysit selektivitu
precisténi. Obvykle se SPE provadi v systému obracenych fazi (non polar SPE, RP-SPE), kde
sorbent v kolonce vykazuje niz$i polaritu nez vyuzivana rozpoustédla. V soucasnosti je
komercné dostupna cela Skala riznych sorbentli, z nichz nejbéznéjsi typ predstavuje silikagel
modifikovany oktadecylovymi fetézci (C-18), ptipadné jinymi alkyly. Velmi oblibené jsou také
sorbenty na bazi polymera, které¢ maji oproti klasickym C-18 vyssi kapacitu. Vysoce selektivni
jsou molekularné vtisténé polymerni sorbenty (MIP, Molecularly Imprinted Polymers) [52].
Velikost ¢astic se pohybuje okolo 40 um. Objem kolonek se pohybuje okolo 0,5-10 ml
s obsahem sorbentu 35 mg-2 g. V nékterych aplikacich je mozné se setkat s kolonkami
0 objemu 150 ml obsahujicich az 75 g sorbentu. Mezi dal$i mozné uspoiadani SPE fadime SPE
disky nebo $picky pro mikropipety.

Procedura SPE se sklada ze ¢tyt krokt (Obrazek 9) — kondicionace sorbentu, naneseni
vzorku, promyti a eluce sledovanych analytti. Kazdy z t€chto krokii je mozné optimalizovat tak,
aby bylo docileno selektivni izolace sledovanych analytt a odstranéni interferenti [46].
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Obrazek 8: SPE disk vlevo, SPE mikropipeta vpravo, upraveno podle [46]

Optimalizaci SPE pro analyzu steroidnich hormonti ze sedimentti se ve své publikaci zabyva
Hajkova et al. Tabulka 6 uvadi jednotlivé procedury SPE a Tabulka 7 shrnuje vytéZznosti.
Z vysledkl je patrné, ze nejvysSich vytéznosti bylo dosazeno pii vyuziti kolonek HLB
OASIS [53]. V literatuie je mozné pro tuto aplikaci vyhledat i vyuziti polarnich florisilovych
kolonek v kombinaci s nepolarnimi rozpoustédly [54].
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Tabulka 6. Optimalizace SPE pro precisténi extraktu ze sedimentu [53]

Oznaceni | Typ kolonky Kondicionace Promyti Eluce
5ml ACN 2 ml
l. ENVI-Carb, 5ml ACN—voda voda 10 ml ACN
(10:90, v/v)
250 mg,
Supelco, USA 5 ml MeOH 2 mi
Il. ' 5 ml ACN-voda voda 10 ml MeOH
(10:90, v/v)
5ml ACN 2 ml
II. 5 ml ACN-voda 10 ml ACN
Supel clean, ) voda
(10:90, v/v)
LC-18, 500 mg,
Supelco 5 ml MeOH 2ml
V. 5 ml ACN-voda voda 10 ml MeOH
(10:90, v/v)
5ml ACN > ml
V. 5 ml ACN-voda voda 10 ml ACN
Oasis HLB, (10:90, viv)
60 mg, Waters 5 ml MeOH >ml
VI. 5 ml ACN-voda voda 10 ml MeOH
(10:90, v/Iv)
5ml ACN
5 ml ACN-1% CH3;COOH 5 ml 10 ml ACN-
VII. (95:5, viv) voda 1% CH3COOH
5 ml ACN-voda (95:5, viv)
Oasis HLB, (10:90, vIv)
60 mg, Waters 5ml ACN
5 ml ACN-1% NH4OH 5 mi 10 ml ACN-
VIII. (95:5, viv) voda 1% NH4OH
5 ml ACN-voda (95:5, viv)
(10:90, v/v)

Tabulka 7: Vytéznost hormont v % pfi testovani SPE [53]

oznaceni | E1 | 178-E2 | EE2 | DIE | DSB

l. <LOQ

Il. <LOQ
1. 50 | 13 | 46 | 54 | 64
V. 74| 59 |68 | 76 | 68
V. 84 | 86 | 87 |104 | 100
VI 75| 48 [ 72175 67
VI. |92 ] 88 |94 ]9 | 78
VIl [113] 102 | 116 | 96 | 98
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Obrazek 9: Schematické zndzornéni procedury extrakce tuhou fazi, upraveno podle [46]

333 QUEChERS

Metoda QUEChERs byla poprvé publikovana vroce 2003 tymem veédct z institutu
US Department of Agriculture and Eastern Regional Research Center v Pensylvanii. Cilem
jejich vyzkumu bylo nalézt jednoduchou, levnou a efektivni metodu pro extrakci a precisténi
vzorkul pro rezidualni analyzu pesticidd. Pro tyto tcely vyvinuli metodu skladajici se ze dvou
krokd. V prvnim kroku dochazi k extrakci a frakcionaci zhomogenizovaného vzorku
organickym rozpoustédlem a roztokem soli. Ve druhém kroku je ziskany extrakt piecistén
pomoci disperzivni SPE (dSPE). Organicky extrakt je pfidan ke smési adsorbenti, obsah se
dikladné promicha a nasledné odstfedi pomoci centrifugy. V této fazi je extrakt piipraven
k analyze. Pro rizné matrice a analyty mtze byt metoda optimalizovana vybérem vhodného
rozpoustédla a typem sorbentu pro dSPE. Metoda QUEChERS byla uspésné aplikovana na celou
fadu organickych latek jako jsou veterinarni 1éciva, fenoly a hormony ve vzorcich pidy.
Komeréné jsou jiz dostupné QUEChERS sety obsahujici centrifugacni zkumavky se sorbenty
a navody pro urcité typy analyta [55].

Vyuzitim QuEChERSs pro stanoveni 1é¢iv a hormont v Cistirenskych kalech se zabyvali
Peysson a Vulliet ve své publikaci [39].
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Obrazek 10: Schema postupu QUEChERS, upraveno podle [56]

3.34 Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie je separacni metoda zalozena na adsorpénim mechanismu. Jako
stacionarni faze je vyuzivan silikagel s velikosti ¢astic >50 pum. Sklenéna kolona o priméru
1-5 cm je timto sorbentem plnéna za sucha nebo za mokra. Extrakt je ve vhodném rozpoustédle
nanesen na kolonu a po jeho vsaknuti jsou jednotlivé frakce vzorku eluovany vhodnou mobilni
fazi. Sloupcova chromatografie je dodnes vyuzivana metoda pro precisténi extrakti z pevnych
vzorki (napt. 2. stupen pie¢isténi extraktu kalu po gelové permeaéni chromatografii [51] nebo
vyuziti mikrokolonek se silikagelem pii analyze 17B-estradiolu v pudach [38]), avSak
srozvojem SPE se jeji vyuziti snizilo [57]. Liu et al. vyuzil sloupcovou chromatografii pro
precisténi extraktu z USE pii stanoveni glukokortikoidii (log Kow 1,24-2,06), estrogent
(log Kow 2,45-5,64), progestini (log Kow 2,97-3,51) a androgent (log Kow 2,45-4,42). Pro tento
ucel ptipravili vlastni silikagelové kolony. Do kolony o rozmérech 18x1 cm byl vpraven
1 gsilikagelu, ktery byl prevrstven 0,5g bezvodého siranu sodného. Kolona byla
prekondiciovana 5 ml methanolu, 5 ml smési ethylacetatu a methanolu (90 : 10, v/v) a 5 ml
hexanu. Na takto ptipravenou kolonu byl nanesen extrakt. Po zasaknuti extraktu byla kolona
promyta 6 ml hexanu. Eluce analyti byla provedena pomoci 6 ml smési ethylacetatu
a methanolu (90 : 10, v/v) [58].
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3.4 Finalni analyza

3.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se bézn¢ vyuziva pro pifimou separaci steroidnich
hormonii. Pro tyto ucely se nejCastéji voli detekce pomoci hmotnostni spektrometrie
nebo tandemové hmotnostni spektrometrie. Spojeni HPLC-MS umoznilo snizit meze detekce
na ngl? az pgl? Ojedingle se v literatufe setkdvame s vyuzitim UV-VIS detektoru
s diodovym polem (DAD, Diode Array Detector) a fluorescencniho detektoru (FLD,
Fluorescence Detector) pro stanoveni syntetickych a pfirodnich estrogentu [42]. Tyto latky
obsahuji chromofory absorbujici zafeni vinové délky 197-200 nm. Nékteti autofi upiednostiiuji
UHPLC pted HPLC z divodi krats$i doby analyzy [59]. Vyhodou systému HPLC-MS je oproti
GC-MS absence derivatiza¢niho kroku, ktery muze vést ke ztratam analytu. Komplikace mohou
také nastat pti soucasné derivatizaci riznych skupin steroidnich hormonti. Dostupné studie také
poukazuji na to, ze derivatizace 17a-ethinylestradiolu s nékterymi silyla¢nimi ¢inidly mize
poskytovat dva rizné derivaty [58].

1 [ i i Vzorek i
cerpadlo Injektor :u—-» Detektor
Kolona l

Zpracovani dat

Zasobnik mobilni faze v

Odpad
Obrazek 11: Schéma HPLC, upraveno podle [60]

Pti HPLC analyze estrogend, androgent, progestintl a kortikosteroidli v pevnych vzorcich
se nejcastéji pracuje v systému obracenych fazi. Jako stacionarni faze se bézné vyuziva
modifikovany silikagel C18 (oktadecylové fetézce navazané na strukturu silikagelu). Pro
UHPLC se uplatiiuji hybridni kolony s ethylenovymi mistky ve struktuie silikagelu, coz
zvysuje jejich mechanickou odolnost vuci vysokym tlakim (BEH, Ethylene Bridged Hybrid).
Velikost castic stacionarni faze se pohybuje v rozmezi 3-5 um [61], u UPLC a UHPLC pak
pod 2 um. Mobilni faze se sklada ze dvou slozek — organické a vodné. Organickou slozkou je
obvykle acetonitril (ACN) nebo methanol (MeOH), vodnou slozkou muze byt Cista voda,
pfipadné okyselend kyselinou mravenci nebo octovou, piipadné alkalizovana hydroxidem
amonnym. Pro dosazeni dobré chromatografické separace se ve vétSin€ piipadi vyuziva
gradientova eluce, ackoliv v n€kterych publikacich se mizeme setkat i s izokratickou eluci
(methanol : acetonitril, 1:1, v/v [62]). Obvykle gradient zac¢ina na 20-50 % organické slozky
a konc¢i na 100 % [42; 59].
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Problémem komplexnich matric jako jsou pudy, sedimenty a kaly je matri¢ni efekt, ktery
muze zvySovat €1 snizovat signal detekcniho systému. U matric jako jsou podzemni a povrchové
vody neni matri¢ni efekt tak vyznamny. Pro vzorky kalu Liu et al. pozorovali snizeni signalu
od 0-40 % u vSech skupin steroidnich hormont [58].

3.4.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je analyticka metoda vhodna pro separaci volatilnich a semivolatilnich
organickych sloucenin v environmentalnich vzorcich. Nevolatilni latky je nezbytné pievést na
t€kaveéjsi analyty pomoci derivatizace. Nejvyuzivanéjsi metoda derivatizace steroidnich
hormont je silylace, ktera je vyuzivana pro Siroké spektrum funkénich skupin jako jsou
aromatické a alifatické alkoholy, karboxylové kyseliny, aminy a amidy. Pro derivatizaci
steroidnich hormont se nejéastéji vyuziva N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA),
trimethylchlorsilan ~ (TMCS),  N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid  (MSTFA),
hexamethyldisylazan (HMDS) [1; 46].

HX (1.1)
T
F~C—F H3C\ CHj
CHy C_ GMs Si
H3C_S|_N/ O—§i-CH3 CI/ \CH
CHs CHj 3
BSTFA TMCS
@)
e G g
- & N—Si—cH, HaC—Si—NH—8i—CHj
F CHj CH, CH;  CHj;
MSTFA HMDS

Obrdzek 12: Strukturni vzorce derivatizacnich cinidel [63]

Hajkova et al. v publikaci Novel aproaches to the analysis of steroid estrogens in river
sediments [53] uvadeéji moznost pfimého stanoveni steroidnich hormonti bez nutnosti
derivatizace. Celkem otestovali Ctyfi systémy, z nichZ nejnizsich mezi detekce dosahl posledni
uvedeny systém.
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e Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci s jednoduchym
kvadrupélem (GC-Q-MS).

e Nizkotlaka plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci
s jednoduchym kvadrupélem (LPGC-Q-MS, Low Pressure Gas Chromatography).

e Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci s vysokorychlostnim
analyzatorem doby letu (GC-MS HSTOF, High-Speed Time-Of-Flight).

e Dvoudimenzionalni plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci
s vysokorychlostnim analyzatorem doby letu (GCxGC-HSTOF).

Mezi hlavni c¢asti plynového chromatografu patii injektor, kolona a detektor
(viz Obrazek 13). Nejbéznéji jsou vyuzivany injektory split/splitless ve splitless modu nebo
injektory s programovatelnou teplotou PTV (Programmed Temperature Vaporising
Injector) [61]. Pro analyzu steroidnich hormond se vyuzivaji kapilarni kolony 0 typickych
rozmérech (30-50) m x 0,25 mm x 0,25 um (délka x prumér x tloustka filmu) s mirn¢ polarni
stacionarni fazi na bazi polysiloxanti napt. 5 % difenyl- 95 % dimethylsiloxan. Mobilni fazi je
nejcastéji helium, vodik nebo dusik [51; 64]. Pro plynovou chromatografii existuje mnoho
metod detekce, ale pro stopovou az ultrastopovou analyzu organickych polutantd se nejcastéji
vyuziva hmotnostni spektrometrie a tandemova hmotnostni spektrometrie. Tento systém
umoziuje vysoce selektivni a vysoce citlivou detekci stopovych koncentraci mikropolutant
[61].

injektor interface
1 plynovy chromatograf hmotnostni spektrometr

analyzator
= (| ==

iontovy zdroj

/N

detektor

nosny
plyn

vakuova
pumpa
termostat

Obrazek 13: Scheéma tandemového spojeni plynového chromatografu a hmotnostniho
spektrometru

34.21 Dvoudimenzionalni plynova chromatografie

Pfi analyze komplexnich smési je moZné dosdhnout kvalitngj$i separace vyuZitim
dvoudimenzionalni plynové chromatografie GCxGC. Principem této metody je separace
analyti na dvou sériové zapojenych kolonach s rozdilnou selektivitou. Typické rozméry
primarni kolony jsou (15-30) m x (0,25-0,32) mm X (0,1-1) um a sekundarni kolony
05-2)m x 0,0 mm x 0,1 um. Sekundarni kolona je obvykle umisténa v oddéleném
sekundarnim termostatu, tak aby bylo mozné pro ob¢ kolony nastavit optimalni teplotni
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program. Stacionarni faze se voli v zavislosti na konkrétni aplikaci, avSak nejcastéji se vyuziva
nepoléarni staciondrni faze v prvni dimenzi a sttedné polarni v sekundarni. V uvedeném systému
jsou v prvni dimenzi S nastavenym teplotnim programem analyty separovany na zakladé jejich
rozdilné volatility. Ve druhé dimenzi probiha separace za izotermalnich podminek na zaklad¢
specifickych interakci mezi analyty a stacionarni fazi. Tyto dva chromatografické systémy jsou
na sob¢ nezavislé a analyty jsou déleny na zakladé dvou odlisnych separacnich mechanizmii,
coz se oznacuje jako tzv. ortogonalni separace. Za téchto podminek je dosazeno nejvyssi pikové
kapacity definované jako pocet pikd, ktery je dany chromatograficky systém schopen separovat.

Ptevod separovanych slozek z primarni kolony do kolony sekundarni je realizovan pomoci
modulatoru. Eluované latky z prvni dimenze jsou zadrzeny modulatorem po dobu nékolika
sekund (nej¢. 3-5 ) a poté jsou davkovany na kolonu sekundarni. Sekundarni kolona je velmi
kratka, takze béhem jedné modulace probéhne kompletni separace. Velmi rychla separace na
sekundérni koloné poskytuje piky s sitkou v zdkladn¢ 500—600 ms, je proto nezbytné vyuzivat
detektory schopné pracovat s malym mnozstvim vzorku a s vysokou frekvenci vzorkovani
signalu. V soucasnosti se k témto ucelim vyuzivd hmotnostni spektrometrie. Konkrétné od
roku 1990 jsou komeréné dostupné dvoudimenziondlni plynové chromatografy s hmotnostné
spektrometrickou detekci od firmy LECO (Missouri, USA). Modely Pegasus II, III a IV
vyuzivaji k detekci hmotnostni spektrometry s analyzatorem doby letu, které jsou schopny
zaznamenat 100 az 500 spekter za sekundu [65].
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Obrazek 14: Schéma dvoudimenzionalni plynové chromatografie, upraveno podle [66]
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3.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda umoziujici stanoveni relativnich atomovych
nebo molekulovych hmotnosti spécii obsazenych ve vzorku. Instrumentace hmotnostniho
spektrometru se sklada ze tii zakladnich komponent — iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru. V iontovém zdroji dochazi k pfevedeni neutralnich spécii na ionty,
které jsou nasledn¢ separovany v analyzatoru na zakladé poméru hmotnosti kKu naboji (m/z).
Separované ionty dopadaji na detektor, ktery méfi Cetnost ionti o daném m/z. Detekce je
Vv hmotnostni spektrometrii realizovana pomoci elektronovych nasobic¢t. V PC jsou informace
Z hmotnostniho spektrometru pievedeny do formy hmotnostniho spektra. Aby mezi vznikem
iontd a dopadem na detektor nedochazelo ke srazkam s molekulami vzduchu, pracuje cely
systém ve vakuu, typicky 101-10°Pa. Vyjimku tvoii iontové zdroje pracujici za
atmosférického tlaku.

3431 Ionizaé¢ni techniky

Pro spojeni HPLC a MS je nejbéznéjsi technikou ionizace elektrosprej (ESI, Electrospray)
V pozitivnim i negativnim modu, chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI,
Atmospheric Pressure Chemical lonization) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI,
Atmosheric Pressure Photoionization) v obou mddech. Estrogeny jsou méfeny v negativnim
modu a poskytuji (M-H)~ kvazimolekulové ionty na rozdil od androgent a progestini, které
jsou méfeny v kladném ionizaénim médu a poskytuji (M+H)*. Na vyuziti APCI a APPI pro
analyzu steroidnich hormoni v pevnych vzorcich existuje méné studii, protoZe vétSina je
zamé&fena na stanoveni téchto latek ve vodach [59]. Nicméné Snow et al. popisuje stanoveni 16
steroidnich hormonti (estrogenti, progestinil a androgentll) v sedimentech a pidach s vyuZzitim
APPI v pozitivnim moédu pro vSechny jmenované slouceniny [67].

lonizacni komora, atmosféricky tlak | Hmotnostni spektrometr,
! vakuum
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Obrazek 15: Schéma elektrospreje, upraveno podle [68]

39



v

U GC-MS systému je nejvyuzivanéjsi ionizatni metoda ionizace svazkem urychlenych
elektront (EI, Electron lonization). Elektrony emitované filamentem jsou prostiednictvim
elektrického pole urychleny a je jim udélena kinetickd energie 70 eV. Srazkou urychlenych
elektrond s molekulami analytu dochazi k vyrazeni valen¢niho elektronu z molekuly a vzniku
radikalkationtu. Srazka pienese na molekulu takové mnozstvi energie, které vyvola fragmentaci
radikalkationtu. Tento typ ionizace pii energii elektronového svazku 70 eV poskytuje spektra,
ktera jsou reprodukovatelna, coz umoziuje vytvareni databazi neboli knihoven hmotnostnich
spekter. Identifikace analyti v nezndmém vzorku je provadéna porovnavanim knihovnich
spekter s experimentalné ziskanymi.

V piipadé identifikace izomert jako je B-E2 a a-E2 je v plynové chromatografii mozné
vyuzit tzv. retencnich indext (RI). V praxi se setkavame s dvéma typy retencnich indexu. Pro
izotermalni analyzu se vyuzivaji Kovatsovy reten¢ni indexy (logaritmické retenc¢ni indexy).

IOg t;?(x) - 10g t;?(n)

L, = 100n + 100 — -
log tR(n+1) - log tR(Tl)

(1.2)

kde tpmy @ tgppmey Jje  redukovany  retenéni  Cas  dvojice  referentnich
standardti — n-alkanti S n a n+1 atomy uhliku v fetézci a t,'?(x) je redukovany retencni Cas

sledovaného analytu, eluujiciho se mezi dvéma vySe uvedenymi n-alkany. Pro separaci
S termalnim programem se vyuziva Van den Doollv a Kratzliv index (linedlni reten¢ni index).

trx) — trn)

I, = 100n + 100 (13)

trin+1) — trm)

tren) @ tr(n+1) Ppiestavuji retencni Casy dvojice referentnich standardi stejnych jako
Vv predchozim piipadé a tp(y) j€ retencni ¢as analytu [69].

3.4.3.2 Analyzatory

Nejvyuzivanéj§im analyzatorem pro analyzu steroidnich hormont je v soucasnosti trojity
kvadrupol (QqQ) [4; 58]. Mezi dalsi vyuzivané patii analyzator doby letu (TOF, Time of Flight)
[39], sféricka iontova past a hybridni analyzatory jako je kvadrupdl-analyzator doby letu QTOF
(Obrazek 19) a trojity kvadrupol s linearni iontovou pasti (QqLIT) [3].

3.4.3.2.1. Kvadrupol

Klasicky kvadrupdl (Q) se sklada ze ¢tyt kovovych ty¢i kruhového prafezu délky 5-20 cm
soub&zné usporadanych (viz Obrazek 16). Protilehlé tyce jsou vodive spojeny, na jeden par je
vlozeno kladné stejnosmérné napéti a na druhy zaporné stejnosmérné napéti. Ke stejnosmérné
slozce je na vSechny Ctyfi tyCe superponovano vysokofrekvencni stiidavé napéti. lonty
Z iontového zdroje jsou ptivadény do stfedu osy kvadrup6lu. Vlivem stiidavého napéti zacnou
oscilovat v prostoru mezi ty¢emi kvadrupdlu. Pfi urcitém poméru stejnosmérné a stiidavé
slozky napéti projdou kvadrupdlem a dopadnou na detektor jen ionty o uritém m/z, ostatni
ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupdlu. Principem skenovani je plynula zména hodnot
stejnosmérného a stfidavého napéti pii udrzeni konstantniho poméru mezi témito slozkami [70].
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Obrazek 16: Kvadrupol [71]

3.4.3.2.2. Trojity kvadrupol

Trojity kvadrupol se sklada ze ti za sebou spojenych kvadrupolt (viz Obrazek 17). Prvni (Q1)
a tieti (Q3) kvadrupol se nastavuji v zavislosti na provadéném MS-MS experimentu. Na stiedni
kvadrupol (g2), slouzici jako kolizni cela, je pfivadén kolizni plyn, nejcastéji helium nebo
argon. Kolizemi s plynem je iontim dodavana energie, ktera vyvola jejich fragmentaci.
Kvadrupdl q2 je operovan v rf-only modu, coz znamend, ze je na tyCe aplikovano pouze
vysokofrekvencni stiidavé napéti bez stejnosmérné slozky [70].

Trojity kvadrupdl (QqQ) se vyuziva pro tandemovou hmotnostni spektrometrii. Ctyfi
zakladni principy provedeni tandemové hmotnostni spektrometrie jsou schematicky uvedeny
v Tabulce 8. Pro cilovou stopovou az ultrastopovou analyzu hormoni se nejcastéji vyuziva
sledovani vybrané reakce (SRM, Selected Reaction Monitoring).

Tabulka 8: Principy provedeni tandemové hmotnostni spektrometrie, upraveno podle [72]

nastaveny sken
Sken Oic::.-o ol . ®® 0 ok
, el O 0 O O—==_"e_ © | ecee
produktovych S O =2 . °8 o  2°e |
iontu iontovy zdroj Q1 q2 Q3
sken nastaveny
I_‘ O | || .| [ - ] || ]
Sken 9 O . IOOO i O =% 'ec® | ecece
prekurzorti ' M | 1 I )
iontovy zdroj Q1 q2 Q3
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Obrazek 17: Agilent 6410 Trojity kvadrupol LC-MS systém (orthogonal-spray), upraveno podle
[68]

3.4.3.2.3. Analyzator doby letu

Principem analyzatoru doby letu je zavislost rychlosti letu iontu na jeho hmotnosti. lonty
produkované iontovym zdrojem jsou urychleny elektrostatickym polem, které jim udéluje
stejnou kinetickou energii. lonty vlétaji do evakuované trubice a v zavislosti na své hmotnosti
dopadaji na detektor v riznych ¢asech.

lonty o stejném m/z urychlené elektrostatickym polem ziskéavaji kinetickou energii s ur¢itou
distribuci. To zplsobuje, ze ionty s vyssi kinetickou energii leti rychleji a dopadaji na detektor
diive nez ionty sniz§i kinetikou energii. Pro vyrovnani rozdild Ek iontd se vyuziva
elektrostatické zrcadlo neboli reflektron, ktery zajistuje dodate¢nou fokusaci iontl o stejném
m/z. lonty s vyssi energii pronikaji do elektrostatického pole reflektronu dale nez ionty s nizsi
energii a nasledn¢ otaceji svoji drahu smérem na detektor. Tim dochazi k vyrovnani doby letu
a ionty t¢hoz m/z dopadaji na detektor ve stejném case [70].

V soucasnosti je dostupnych nékolik typlt TOF analyzatorti, jejichz schémata jsou
znazornéna na Obrazku 18. Uvedené analyzatory se lisi v délce drahy letu ionta a jejich
trajektoriich. Linedrni a jednoodrazové analyzatory jsou omezeny nizkym rozliSenim
Vv disledku kratké drahy letu. Vyssiho rozliSeni mize byt docileno prodlouzenim drahy letu
iont. Rozliseni az 10° dosahuji multiodrazové analyzatory TOF, které se fadi
k ultra-vysokorozliSovacim analyzatoram [73].
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TOF s vicenasobnym otocenim iontového svazku

5

uzaviena draha oteviena draha

Obrazek 18: TOF analyzatory, upraveno podle [73]

Na Obrazku 19 je schematicky zndzornéno spojeni kvadrupdlu s analyzatorem doby letu se
dvéma reflektrony (trajektorie W typu). V tomto pfipadé kvadrupdl vybira ionty o uréitém m/z,
které nasledné vstupuji do analyzatoru doby letu. Oktapoly operované v rf-only modu slouzi
jako vodice iontd.
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Obrdazek 19: Waters Micromass Q-TOF Ultima ESI —-MS (z-spray), upraveno podle [68]

3.4.3.24. Sféricka iontova past

Ve sférické iontové pasti jsou ionty zpracovavany V prostoru mezi ttemi elektrodami, dvéma
hyperbolickymi krycimi a jednou prstencovou. lonty jsou davkovany do prostoru mezi
elektrodami vstupnim otvorem v kryci elektrod¢. Radiofrekvencnim napétim vkladanym na
prstencovou elektrodu je pfiblizné 5 % nadavkovanych iontd zachyceno na stabilnich
trajektoriich které Vlivem stfidavého napéti maji tvar éislice 8. Postupn}'Im zvyéovénim
vypuzovany na detektor. Efektivita detekce iontl se pohybuje okolo 50 %.

Sféricka iontova past umoZiluje pracovat v reZimu tandemové hmotnostni spektrometrie.
V prvni fazi jsou ionty napusténé do iontové pasti kolizn€ ochlazeny a stabilizovany v centralni
¢asti. Kolizni ochlazeni se realizuje srazkami iontt s atomy helia, které se do pasti zavadi. Po
stabilizaci dochazi k izolaci prekurzoru. Specialnimi napétovymi pulzy jsou odstranény ionty
t€z8i a lehéi, nez je sledovany prekurzor. Nasledné je prekurzoru dodana kineticka energie,
kterd vyvold fragmentaci. Vytvorené fragmenty jsou skenovany a vystupem je produktoveé
spektrum [70].

Na Obrazku 20 je znazornéno schéma pfistroje LCQ Deca. V této aplikaci kvadrupol
fokusuje svazek iontti a oktapdl v rf-only médu plni funkei vodice iontd. V iontové pasti jsou
nasledné ionty zpracovany.
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Obrazek 20: Thermo-Finnigan LCQ Deca hmotnostni spektrometr (on-axis spray), upraveno
podle [68]

3.4.3.25. Linearni iontova past

Linearni iontova past (LIT, Linear lon Trap) se podobné jako kvadrup6l sklada ze ¢tyt soubézné
uspofadanych ty¢i hyperbolického prifezu. Na Obrazku 21 je uvedena linearni iontova past
realizovana v podob¢ segmentovaného kvadrupdlu. Druhou variantou linearni iontové pasti je
ptipojeni vstupni a vystupni brany namisto koncovych segmentli. Axidln¢€ jsou ionty v linearni
iontové pasti udrzeny pomoci stejnosmerného napéti aplikovaného na koncové segmenty, resp.
vstupni a vystupni branu. V radialnim sméru jsou ionty zachyceny pomoci radiofrekvenéniho
napéti aplikovaného na tyce. Skenovani se provadi zvySovanim amplitudy tohoto napéti.
Kejekci ionti dochazi u segmentovaného kvadrupdlu Vv radidlnim sméru symetricky
umisténymi vyfezy V centralni ¢asti a u pasti se vstupnimi branami v axialnim sméru. Oproti
sférické iontové pasti ma linearni past nékolik vyhod. Pfedevsim se jedna o:

e zvysenou efektivitu zdchytu iontl pii napousténi
e niz8i nachylnost ke vzniku prostorového naboje a z toho plynouci vyssi kapacita zatizeni
e zvysenou efektivitu detekce diky systému dvou symetricky umisténych detektori

V soucasnosti jsou komeréné dostupné hybridni analyzatory typu trojitého kvadrupodlu, kde
je posledni kvadrupdl Q3 nahrazen linedrni iontovou pasti. V této aplikaci mize treti kvadrupol
fungovat v normalnim modu, nebo v moddu iontové pasti. V obou modech jsou ionty
analyzovany v axialnim sméru [74].
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Obrazek 21: Segmentovany kvadrupdl, upraveno podle [74]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Instrumentace

e Analytické vahy HR-120-EC, A&D Instruments, Japonsko
e Zafizeni pro ptipravu Milli-Q vody, Milli-Q® Academic, Milipore, Francie
e Termogravimetr TGA 550, TA Instruments, New Castle, Delaware
e Lyofilizator, Christ Epsilon 2-10D LSC plus, Némecko
e Extraktor One-PSE, ACH AVCR + SEKO-K spol s.r.0. Brno
e Ultrazvukova lazen,, TESON 4 ultrasonic washing, Tesla, Ceska republika
e Zaiizeni pro SPE extrakci, Visiprep™ SPE, Supelco s membranovou vyvévou N86 KT.18
e Centrifuga, EBA 20 Hettich, Némecko
e Koncentrator EVATERM, Labicom s.r.0., CR
e Rota¢ni vakuova odparka Biichi Rotavapor R-205 s vodni lazni Biichi® heating bath
B-490, Svycarsko
e Gelovy permeacni chromatograf
o Agilent 1100 series, Agilent, USA
o Kolona: BIO BEADS S-X3 200-400 mesh
e Plynovy chromatograf s hmotnostné spektrometrickou detekci
o SCION 436-GC s MS Triple Quadrupole (TQ)
o Autosampler CP-8400
o Kolona: SLB™ —5ms (60 m x 0,25 mm x 0,25 um), (Supelco, USA)
e Plynovy chromatograf s hmotnostné spektrometrickou detekci
o Pegasus®BT-GC TOF MS
o Kolona: Rxi-5ms (30 m x 25 mm x 0,25 um)
¢ Dvoudimenzionalni plynovy chromatograf LECO Pegasus IVD
o Plynovy chromatograf Agilent 6§890A
o Autosampler Agilent 7683
o Primarni kolona: Rxi-5ms (28,11 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
o Sekundarni kolona: BPX —50 (1,5 m x 0,1 mm x 0,1 pum)
e Kapalinovy chromatograf HPLC s MS detekci
o Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent, USA
o Kolona: Ascentis Expres C-18 (15 cm x 2,1 mm x 2,7 um)
o Hmotnostni spektrometr Agilent 6320 Series, lon Trap LC-MS

4.2 Materialy a chemikalie

Chemikalie

e Deionizovana voda upravena piistrojem Milli-Q® Academic, Millipore

e Methanol CHROMASOLV® for HPLC > 99,9 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko

e Hexan CHROMASOLV® for HPLC > 97,0 % (GC), SIGMA-ALDRICH, Némecko
e Bezvody siran sodny p.a., Penta, CR

e Dichlormethan, Biotech. Grade, 99,9 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko

e Aceton pro organickou stopovou analyzu, SupraSolv®, Merck, Némecko

e Chloroform, Pestiscan, stabilizovany ethanolem (1 %), LAB-SCAN
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Acetonitril, HPLC Far UV Gradient Grade, J.T. Baker, Nizozemsko

Kyselina octova p.a., > 99,8 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko

Pyridin p.a., Riedel-de Haén, Honeywell, USA

Naftalen ¢isty, LACHEMA N.P. BRNO

Hydromatrix Bulk, Agilent Technologies, USA
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid + trimethylchlorsilan, 99 % BSTFA + 1 %
TMCS, pro GC derivatizaci, CAS — 25561-30-2, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Repkovy olej

Sira elementarni

Florisil 150-250 um, Macherey Nagel, Némecko

Plyny

Dusik — 4,7 Siad Czech spol. s.r.o.
Helium — 5,5 Siad Czech spol. s.r.o.
Helium — 6,0 Siad Czech spol. s.r.o.
Argon — 5,0 Siad Czech spol. s.r.o.
Kapalny dusik, Linde Gas a.s., CR

Standardy

Perylen (CAS 198-55-0), OEKANAL®), ¢istota 99,9 %, Riedel-de-Haén, Honeywell,
USA

Estron, (CAS 53-16-7), 99,3 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko

17a-Estradiol, >98 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko

17pB-Estradiol (CAS 50-28-2), > 98%, SIGMA-ALDRICH, Némecko

Estriol (CAS 50-27-1), SIGMA-ALDRICH, Némecko

Diethylstilbestrol (CAS 56-53-1), 99,9 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Progesteron (CAS 57-83-0), SIGMA-ALDRICH, Némecko

Norethindron (CAS 68-22-4), SIGMA-ALDRICH, Némecko

17a-Ethinylestradiol (CAS 57-63-6), SIGMA-ALDRICH, Némecko

Mestranol (CAS 72-33-3), SIGMA-ALDRICH, Némecko

Estron-2,4,16,16-ds, 95 % atomti D (CAS 53866-34-5), SIGMA-ALDRICH, Némecko
B-Estradiol-2,4-d2, 98 % atomii D (CAS 53866-32-3), SIGMA-ALDRICH, Némecko

Materialy

Oasis HLB kolonky 60 mg, Waters, USA

Supel™.-Select HLB SPE kolonky 60 mg, Sigma-Aldrich, Némecko
Syringe Filters PTFE (13 mm, 0,45 um, pk/100), Labicom s.r.0., CR
Cronus FILTER, nylon (4 mm, 0,2 um, pk/100), SMI-LabHut Ltd, UK
Filtr, MN GF — 1, pramér 55 mm, MACHEREY-NAGEL, Némecko
Filtr Nylon 66 Membranes (0,45 pm x 47 mm), Supelco, Bellefonte, PA
Sklenéné kulicky
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4.3

Susina a nespalitelny podil vzorki ¢istirenskych kali byly stanoveny pomoci termogravimetru
TGA 550, TA Instruments. Teplotni program analyzy byl navrzen tak, aby co nejvice odpovidal
norm¢ stanoveni susiny a nespalitelného podilu. Parametry teplotniho programu jsou uvedeny
v Tabulce 9 a znazornény Grafem 2. Vyuzivany byly panvicky z oxidu hlinitého o objemu

Stanoveni susiny

250 pul. Objem vzorku davkovaného do panvic¢ky byl 100 pl.

1000
900
800
700
600
500
400

teplota [°C]

300
200
100

100

1000 °C

Tabulka 9: Teplotni program termogravimetrické analyzy
gradient | 5 °C/mindo 105 °C
izoterma 30 min
gradient | 20 °C/min do 550 °C
izoterma 30 min
gradient | 20 °C/min do 1 000 °C
550 °C
105 °C
20 40 60 80
¢as [min]

Graf 2: Teplotni program TGA analyzy
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Obrazek 22: TGA, 550 TA Instruments

4.4 Postup stanoveni

44.1 Piiprava standardua

Vsechny pouzité standardy sledovanych hormoni byly potizeny od firmy Sigma-Aldrich
(Némecko). Standardni roztoky byly fedény smési acetonitrilu s vodou v poméru 6 : 4. Do
100 ml odmeérné banky bylo napipetovano 60 ml acetonitrilu a nasledn€ byla banka doplnéna
po rysku Milli-Q vodou. Poté byly pfipraveny do 5 ml odmérnych ban¢k jednotlivé standardy
vSech hormonti o koncentraci 1 mg/ml. Vsechny banky byly doplnény po rysku smési
acetonitrilu s vodou. Z jednotlivych roztokti o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven pracovni
roztok o koncentraci 3 pg-ml™?. Do 10 ml odmérmé baiiky bylo odpipetovano 30 ul z kazdého
zasobniho roztoku a banka byla opét doplnéna po rysku smési acetonitrilu s Milli-Q vodou.
Redénim pracovniho roztoku byla poté piipravena koncentraéni fada pro kalibraci.

Pro Kkvantitativni analyzu realnych vzorku byly pfipraveny roztoky deuterovanych
standard, konkrétné se jednalo o estron-2,4,16,16-ds a p-estradiol-2,4-d> od firmy
Sigma-Aldrich. 5 mg deuterovaného standardu bylo rozpusténo v 1 ml methanolu. Z tohoto
roztoku o koncentraci 5 mg-ml™? byl fedénim v poméru 1 : 999 pripraven roztok o koncentraci
5 ug-mlt. Takto pfipravené roztoky byly vyuzity pro sledovani vytéznosti metody.
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Obrazek 23: 174-Estradiol-2,4-d> (vlevo) a Estron-2,4,16,16-ds (vpravo)

4.4.2 Odbér vzorku

Analyzované vzorky Cistirenského kalu byly poskytnuty spolenosti VAS a.s. z Cistirny
odpadnich vod Tetéice. Celkem se jednalo o 30 vzorkd zblize nespecifikovanych
technologickych stupi upravy kalu. Odbéry byly provedeny pracovniky Cistirny. Po provedeni
odbéru byly vzorky pftelity do pfedem pfipravenych sklenénych lahvi o objemu jeden litr.
Nasledné byly odebrané vzorky transportovany do laboratofe environmentalni analyzy fakulty
chemické a umistény do lednice (teplota max. 4 °C).

Pro transport a uchovani vzorkd byly zvoleny ciré lahve z borosilikdtového skla
s teflonovym uzavérem. Lahve byly pfed odbérem vzdy tiikrat promyty horkou vodou, ttikrat
proplachnuty Milli-Q vodou, poté tfikrat acetonem a nasledné vysuseny v susarné pii 105 °C.
Stejnym zplisobem byly pfipraveny i uzavéry lahvi.

443 Uprava vzorku

Pied extrakénim krokem bylo nutné vzorky vysus$it. V pruméru se obsah kalové vody ve
vzorcich pohyboval okolo 97 %. Byly otestovany dva typy suSeni — suSeni pomoci siranu
sodného a lyofilizace.

443.1 SuSeni siranem sodnym

Suseni siranem sodnym je popsano v EPA metodé 1698 (Steroids and Hormones in Water, Soil,
Sediment and Biosolids by HRGC/ HRMS, 2007). Dle uvedené metody se vzorky obsahujici
1-5 % suSiny nejprve zfiltruji a nésledné je kapalnd a pevna faze zpracovana zvlast. Pro
odstranéni kapalného podilu z kalu bylo otestovano nekolik typt filtrace a centrifugace.
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Tabulka 10: Testované zpiisoby pro filtraci kalu

Typ filtrace Kvalita _Doba Poznamka
separace filtrace
Prosta filtrace - - Okamzité ucpani poru filtraéniho papiru
T Okamzité ucpanti filtru
Mikrofiltrace - - Nylon 66 (0,45um x 0.47mm)
Filtrace ptes o« Tyn , s
Biichnerovu dobré 6 hod. Primér Buchnerovy'nalevk.y 20 cm, odsavani
, pod tlakem, objem k filtraci 200 ml
nalevku
Filtrace pies ”
Biichnerovu dobr4 6 hod. 200 ml vzorku upraveno piidavkem 32 ml
. 1%o flokulantu
nalevku

Tabulka 11: Centrifugace kalu

Pocet otacek | Doba centrifugace | Typ zkumavek | Kvalita separace
3000 2 sklenéné (10 ml) | nedostate¢na
5000 10 sklenéné (10 ml) -

6 000 10 plastové (10 ml) dobra

Centrifugaci kalu ve sklenénych zkumavkach se nepodafilo docilit kvalitni separace. Pfi
5 000 otackach doslo k rozdrceni sklenénych zkumavek. Plastové zkumavky zatiZzeni vydrZzely,
ale jejich objem byl neprakticky pro ziskani dostate¢ného mnozstvi obou frakci. Filtraci kalu
ptes Biichnerovu néalevku bylo ziskano pfiblizné 10 g filtra¢niho kolace a filtrat. Z filtra¢niho
kolace byly odebrany 4 g a smiseny v poméru 4 : 90 se siranem sodnym. Takto pfipraveny
vzorek byl uskladnén v prachovnici pii teploté 4 °C.

Tato metoda se ukazala jako Casové naro¢na a nevyhodné ptedevs§im z diivodu rozdéleni
jednoho vzorku na dva podily a jejich oddé€lené zpracovani.

4.4.4 Lyofilizace

Lyofilizace Ccistirenskych kalti probihala ve vyzkumném centru CEITEC VUT pomoci
lyofilizatoru Christ Epsilon 2-10D LSC plus. Do Petriho misek bylo davkovano vzdy ptiblizné
100 ml kalu pomoci odmérného valce. Vzhledem k vysoké nehomogenité kalu nebylo mozné
odméfit pfesny objem. Od kazdého vzorku byly lyofilizovany minimalné 2 podily, tedy
ptiblizn¢ 200 ml. Vzorky kalu byly nasledné zmrazeny a poté podrobeny lyofilizaci. V prvni
fazi byl proveden zamraz na -35 °C pfi tlaku 1 mbar. Béhem primarniho suSeni se teplota
zvysila az na -25 °C. Béhem sekundarniho suseni byla udrzovana teplota -25 °C a tlak se snizil
az na 0,01 mbar. Teplota vymraZovaci komory byla konstantn¢ udrZzovéna na -90 °C. Po
lyofilizaci byly vzorky rozetfeny ve tfeci misce a uschovany ve sklenénych lahvickach pfi
teplote 4 °C.
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445 Extrakce analyta z matrice

Pro extrakci analytl z lyofilizdtu byly testovany dva typy extrakci — tlakova extrakce
rozpoustédlem vychazejici z publikace Nieta et al. [4] a extrakce podpofena ultrazvukem
vychazejici z publikace Hajkové et al. [53].

445.1 Tlakova extrakce rozpoustédlem

Pro tlakovou extrakci kalu byl vyuzit extraktor One-PSE viz Obrazek 24. 1 g lyofilizovaného
kalu byl smisen s inertnim materidlem (hydromatrix), tak aby objem této smési byl ptiblizné
10 ml. Tato smés byla pfenesena do piedpfipravené 11 ml ocelové patrony a zbyvajici objem
byl doplnén sklenénymi kulickami. Patrony byly pied pouzitim vymyty vodou s detergentem,
proplachnuty destilovanou vodou, Milli-Q vodou, acetonem a vysuSeny v susarné pii 105 °C.
Takto pfipravend patrona byla umisténa do extraktoru. Jako extrakéni ¢inidlo byla vyuzita smés
acetonu s methanolem (1 : 1, v/v). Podminky extrakce jsou uvedeny v Tabulce 12. Ziskany
extrakt byl odpatfen do sucha proudem dusiku. V této fazi byl odparek piipraven na ptecisténi.

Obrazek 24: Tlakovy extraktor One-PSE
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Tabulka 12: Podminky PSE extrakce

Extrakéni ¢inidlo acet(oln:'lr’n\?;c)a nol
Teplota extrakce 75°C
Extrak¢ni tlak 100 bar
Staticka extrakce 3 min
Pocet cykll 2

Flush 0s/2min/0s

4452 Extrakce podporena ultrazvukem

1 g lyofilizatu byl umistén do sklenéné banky o objemu 250 ml s plochym dnem. K lyofilizatu
bylo pfidano 50 ml smési aceton : hexan (1 : 1, v/v). Batika byla umisténa do ultrazvukové lazné
na 30 minut. Béhem poslednich 5 minut extrahovani byl pfipraven siranovy filtr. Do analytické
nalevky byl vlozen smotek vaty a prevrstven dostateCnym mnozstvim bezvodého siranu
sodného (min. 2 cm pod okraj nalevky). Po extrakci byla smés piefiltrovana pies siranovy filtr.
Po zasaknuti veskerého extraktu byla baiika proplachnuta 20 ml extrakéni smési a zfiltrovana.
Nasledné bylo jesté 20 ml extrakéni smési aplikovano ptimo na filtr. Po pfefiltrovani byl objem
rozpoustédel zredukovan pomoci vakuové rotacni odparky. Teplota 1azn¢€ byla nastavena na
40 °C, tlak sniZen na 590-560 mbar. Zbytek rozpoustédla byl odstranén pomoci proudu dusiku.

Obrazek 25: Extrakce podporena ultrazvukem
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4.4.6 Piecisténi

Pro pfecisténi extraktl bylo testovdno nékolik SPE systémli a gelovd permeacni
chromatografie.

446.1 Gelova permeacni chromatografie

Byly pfipraveny dvé kalibra¢ni smési pro otestovani separace pomoci GPC (viz Tabulka 13).
Jako rozpoustédlo byl vyuzit chloroform. Slozeni kalibra¢ni smési vychazi z EPA metody
3640 A. Podminky analyzy jsou shrnuty v Tabulce 14.

Obrazek 26: Gelovy permeacni chromatograf

Tabulka 13: Kalibracni smesi pro GPC

Kalibra¢ni smés 1 Kalibra¢ni smés 2
Naftalen 2 mg-100 ml* | Perylen 2 mg-100 ml*?
Elementarni sira | 8 mg-100 ml™? | Elementérni sira | 8 mg-100 ml™
Repkovy olej 2,5 2-100 ml! | Repkovy olej 0,5 g-100 mlt
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Tabulka 14: Podminky GPC analyzy

Nastiik 20 ul

Tlak 8 bar

Pratok mobilni faze 0,6 ml/min

Mobilni faze chloroform

Teplota kolony 26,4 °C

Celkova doba analyzy 35 min

Kolona B1O BEADS S-X3 200-400 mesh
Detekce Absorbance pii 254 nm

4.4.6.2 Extrakce tuhou fazi

Pro HPLC-MS analyzu byly testovany kolonky pfipravené v laboratofi. Jako sorbent byl vyuzit
florisil (pfedem aktivovany v muflové peci pii teploté 650 °C po dobu 4 hod.). Odparek byl
rozpus$tén v 1 ml smési dichlormethanu a n-hexanu (1:1, v/v) a nasledné¢ nanesen na
prekondiciovanou SPE kolonku. Postup SPE procedury je uveden v Tabulce 15. Po SPE byl
eluat odpaten do sucha a rozpustén v 1 ml methanolu pro HPLC analyzu.

Vytéznost kolonek byla testovana pomoci modelovych vzork. Modelovy vzorek byl
pfipraven odpafenim 1 ml kalibra¢niho roztoku hormonti o koncentraci 0,3 ug-ml?. Takto
ptipraveny vzorek byl zpracovan stejnym zpusobem jako vzorek realny. Tato metoda vychazi
z dizertaéni prace Ing. Katetfiny Bilkové, PhD [75].

Tabulka 15: SPE pro HPLC-MS (IT)

Kondicionace 5 ml aceton : n-hexan (3:1, viv)

5 ml dichlormethan : n-hexan (1: 1, v/v)
Vzorek 1 ml (v dichlormethanu a n-hexanu (1:1, v/iv))
Promyvaci krok 10 ml dichlormethan : n-hexan (1:1, v/v)
Eluce 8 ml aceton : n-hexan (3:1, v/v)
Odpateni do sucha | Pod proudem dusiku
Rozpusténi odparku | 1 ml methanolu

Pro GC-MS analyzu byly testovany kolonky a procedury uvedené v Tabulce 16. Tyto
procedury vychazeji z publikace [53]. Ziskany eluat byl odpafen proudem dusiku a podroben
derivatizaci. Vytéznost byla, stejné jako v ptedchozim piipadé, testovana pomoci modelovych
vzorki pfipravenych odpafenim 1 ml 0,3 pg-ml? a rozpusténych v 10 ml smési ACN : Milli-Q
2:9,viv).
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Tabulka 16: SPE pro GC-MS

Oznaceni SPE Kondicionace Naneseni vzorku Promyti Eluce
kolonka
! E|a|_8||35 5ml ACN -
Supel 5ml ACN: Milli-Q 10 ml ACN
I HLE Milli-Q (1:9, viv)
i Oasis 5ml ACN
HLB 5ml ACN+1 % 10 mi
HAC Vzorek rozpustény 5 ml ACN+L %
Y Supel (95:5, \{/v) v 10 ml smesi ACN - Milli-Q A.cOH
HLB 5 ml ACN:voda Milli-Q (1 : 9, V/v) (95 : 5, viv)
(1:9,v) T
. 5ml ACN
Vv Elal_sl'; 5 ml ACN+1 % 10 ml
NH4OH 5ml ACN+1 %
supel (95: 5, viv) Milli-Q NHsOH
VI P 5 ml ACN:voda (95 : 5, viv)
HLB ,
(1:9, Vi)

Obrazek 27: Realizace precisteni pomoci SPE
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4.4.7 Finalni analyza

447.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou

detekci

Pro analyzu steroidnich hormonti byl Vv prvni fazi vyuzit vysokoucinny kapalinovy
chromatograf Agilent 1100 Series v tandemu s hmotnostnim spektrometrem Agilent 6320
Series se sférickou iontovou pasti a elektrosprejem. Jako kolizni plyn pro MS-MS experimenty
bylo vyuzito helium. Pro zmlZovani v elektrospreji byl vyuzivan dusik. Testovana byla kolona
Ascentis Express. Parametry po optimalizaci jsou uvedeny v Tabulce 17.

Tabulka 17: parametry HPLC-MS (IT) analyzy

HPLC parametry
Nastiik 10 wl
Pratok mobilni faze 0,25 ml-min*
Slozeni mobilni faze MQ voda, ACN
Mod eluce gradientova

Gradient mobilni faze

0—20 min 90 % ACN
21min 40 % ACN

Teplota kolony

25 °C

Celkové doba analyzy

21 min + 7 min post time

kolona

Ascentis Express (15 cm x 3 mm X 2,6 um)

MS parametry

ZmlZovaci a suSici plyn N2

Tlak zmlzovaciho plynu 25 psi

Teplota susiciho plynu 350 °C

Priitok susiciho plynu 10 I'min't

MS mdd sken

Rozsah skenu 50-600 m/z
Negativni: E1, B-E2, E3, EE2,

Polarita DSB

Pozitivni: PROG, NOR
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Obrazek 28: Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostnim spektrometrem
Agilent 6320, Agilent, USA

4.4.7.2 Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci
s analyzatorem doby letu

Pro optimalizaci extrakce, pieCisténi a derivatizace byl vyuzit plynovy chromatograf
s hmotnostné spektrometrickou detekci Pegasus® BT s analyzatorem doby letu. Vyuzita byla
kolona Rxi-5ms (30 m x 25 mm x 0,25 um). Optimalizované podminky analyzy jsou uvedeny
v Tabulce 18 a 19. Uvedené podminky a teplotni program vychazeji z publikace [64].

Pred GC-MS analyzou byl vzorek zderivatizovan pomoci derivatizacniho cinidla
BSTFA: TMS (99:1, viv) od firmy Sigma-Aldrich. Metoda derivatizace vychazela
z diplomové prace Ing. Petra Laciny [76]. K odparku po SPE procedufe bylo napipetovano
250 pl pyridinu. Dtikladnym promichanim byl odparek rozpustén a pomoci Pasteurovy pipety
prenesen do vialky o objemu 1,8 ml. Nasledné bylo pomoci mikropipety k vzorku ptidano
150 pl derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA a vialka byla uzaviena vickem. Poté byla inkubovana
v susarné pii teploté 70 °C po dobu 60 min. Po inkubaci byl vzorek ihned analyzovan.
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Tabulka 18: Parametry GC-MS (TOF) analyzy

GC analyza
Teplota injektoru 250 °C
Nastiik 1ul
Teplota transferline 280 °C
Nosny plyn helium
Typ injektoru Split/Splitless
Modd injektoru Splitless
Pritokova rychlost nosného plynu | 1,2 ml-min™, konstantni priitok
Oplach septa 3
Uzavieni déli¢ového ventilu 90s
Pratok déli¢em 50 ml-mint
Celkovy priitok nosného plynu 51,2 ml-min?
Pritok po aktivaci spofice 20 ml-min!
Doba aktivace spofice 4 min

MS analyza
Zacatek registrace spekter 420's
Frekvence snimani spekter 10 spekter/sekundu
Rozsah registrace spekter 50-650
Extrakéni frekvence 29 kHz
Teplota iontového zdroje 250 °C
Energie elektronii 70 eV
Emisni proud 1pA

Tabulka 19: Teplotni program GC

Tep [lf é’?ﬁﬁ?]wm Cilova teplota [°C] | Izoterma [min]
pocatecni 50 1
40 150 5
40 270 1
10 280 5
10 290 1
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GC Method Total Time: 1230 s
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Graf 3: Teplotni program analyzy steroidnich hormonii

1400

4473 Dvoudimenzionalni plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou

detekci S analyzatorem doby letu

Pro analyzu vzorkd byl vyuzit dvoudimenzionalni plynovy chromatograf s hmotnostné
spektrometrickou detekci LECO Pegasus IVD s analyzatorem doby letu a autosamplerem
Agilent 6783. Jako primarni byla vyuzita kolona Rxi-5ms (29 m x 0,2 mm x 0,25 pm) a jako
sekundarni BPX-50 (1,5 m x 0,1 mm % 0,1 pm). Podminky analyzy jsou uvedeny v Tabulce 20

a2l

Obrazek 29: Dvoudimenzionalni plynovy chromatograf Pegasus IVD od firmy LECO
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Tabulka 20: Podminky analyzy pomoci GCXGC MS (TOF)

GC analyza

Teplota injektoru 270 °C
Nastiik 1ul
Teplota transferline 280 °C
Nosny plyn helium
Typ injektoru Split/splitless
Modd injektoru Splitless
Pratok nosného plynu 1 ml/min, konstantni prutok
Teplota sekundarniho termostatu | +10 °C oproti primarnimu

, +15 °C oproti
Teplota modulatoru sekundarnimu termostatu
Modulac¢ni perioda 3
Hot pulse time 0,90 s
Cool time between Stages 0,60 s

MS analyza

Zacatek registrace spekter 8 min
Frekvence snimani spekter 200 spekter/s
Rozsah skenovani 50-600 u
Napéti na elektronasobici 1850V
Teplota iontového zdroje 250 °C
Energie elektronii 70 eV

Tabulka 21: Teplotni program GC*GC.

Gradient [°C/min] | Kone¢na teplota [°C] | lzoterma [min]
Pocatecni teplota 90 1

20 250 0

10 300 11
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Graf 4: Teplotni program GCxGC

4474 Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci s trojitym

kvadrupdlem

Realné vzorky byly rovnéz podrobeny analyze na piistroji Bruker SCION 436 — GC s MS
detekcei s trojitym kvadrupdlem a autosamplerem CP-8400. Podminky analyzy jsou uvedeny
v Tabulce 22 a 39.

Tabulka 22: Podminky analyzy na chromatogramu Bruker

GC analyza
Teplota injektoru 270 °C
Typ injektoru Splitt/splitless
Nosny plyn helium
Mod injektoru Bezdélicovy
Priitok nosného plynu 1 ml-min™* po celou dobu
Davkovany objem 1l
Teplota interface 280 °C
90 °C po 1 min.
Teplotni program 10 °C/min do 300 °C
13 min findlni izoterma
Otevfeni délice v ¢ase 1 min. pritok
Pritok délicem délicem 50 ml-min! do 4. minuty.
Od 4. min. pritok déli¢em 10 ml-min™

4.5 Vysledky a diskuze

451 Stanoveni susiny a nespalitelného podilu

Vysledky termogravimetrickych analyz jsou uvedeny v ptiloze 1. Na Obrazku 30 je uveden
zaznam méfeni, konkrétné procentualni tbytek hmotnosti v ¢ase. Obsah kalové vody byl
vyhodnocen jako ztrata hmotnosti béhem zahtivani do 105 °C a 30minutové izotermy pii této
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teploté. Spalitelny podil byl obdobné vyhodnocen jako ztrata hmotnosti béhem zahfivani do
550 °C a 30minutové izotermy pfi této teplote. Z obsahu kalové vody a spalitelného podilu byly
nasledné vyhodnoceny hodnoty susiny a nespalitelného podilu. Primérné se obsah susiny ve
vzorcich pohyboval v rozmezi od 0,75-4,18 %, a obsah nespalitelné¢ho podilu od 0,18-1,85 %.

120 -

100

43,281 %
80

60

hmotnost [%]

A 54,397 %

20

o . 0073% 0.053 %

T T T T T L 1
0 20 40 60 .80 100 120 140
¢as [min]

Obrazek 30: Priklad ubytku hmotnosti behem termogravimetrické analyzy

e Modra ¢ast — hmotnostni ubytek béhem zahtivani z laboratorni teploty na 105 °C.

e Zelena ¢ast — hmotnostni ibytek béhem tficetiminutové izotermy pii 105 °C.

o Cervena &ast — hmotnostni ubytek b&hem zahtivani ze 105 °C na 550 °C.

e Tmave¢ Cervena Cast — hmotnostni ubytek beéhem tficetiminutové izotermy pii 550 °C
e Rizova ¢ast — hmotnostni ubytek béhem zahtivani z 550 °C na 1 000 °C.

45.2 Optimalizace podminek pro analyzu na vysokoucinném kapalinovém
chromatografu s hmotnostné spektrometrickou detekci

V prvni fazi analyzy piirodnich a syntetickych hormont v Cistirenskych kalech byla jako
separac¢ni metoda zvolena HPLC-MS se sférickou iontovou pasti. Nejprve byly testovany smési
standardi  obsahujicich sedm sledovanych analytd (estron, 17f-estradiol, estriol,
17a-ethinylestradiol, diethylstilbestrol, progesteron a norethindron). Pocate¢ni nastaveni

parametrt je uvedeno v Tabulce 17 a vychazi z diplomové prace Ing. Martiny Remerové [77].
Snaha o snizeni detekénich limitt vedla k vyuziti moZnosti sférické iontové pasti pracovat
vrezimu tandemové hmotnostni spektrometrie. Metoda pro MS? vychazi ze zakladniho
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nastaveni, optimalizovany byly nésledujici parametry — gradient mobilni faze, rozsah skenu
a celkovy ¢as analyzy viz Tabulka 25. V obou modech byly pro jednotlivé analyty
optimalizovany ¢asové segmenty a kolizni energie — Tabulka 24. Piekvapivé se timto pfistupem
nepodafilo meze detekce snizit, a tak bylo nadale vyuzivano jednostupiiové MS.

4521 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Retencni Casy sledovanych analytl byly experimentalné ziskany analyzou kalibracni smési. Pro
kvantifikaci analyt byl vyuzit software Quant Mass. Data byla vyhodnocena metodou vné¢jsiho
standardu. Po zpracovani dat softwarem byla nutna kontrola integracnich mezi pfi zpracovani
chromatogramii a kontrola a tuprava kalibracnich zévislosti. Kalibra¢ni zévislosti byly
prolozeny kvadratickou spojnici trendu a jsou uvedeny v Tabulce 27.

Tabulka 23: Retencni casy stanovovanych hormonii

Analyt Detekce | Reten¢ni Cas
Estriol EIC 287 + 1,8
B-Estradiol-d» EIC 273 + 53
B-Estradiol EIC 271+ 5,4
Norethindron EIC 299 — 6,5
17a-Ethinylestradiol | EIC 295+ 7,0
Estron-2,4,16,16-d4 | EIC 273+ 7,4
Estron EIC 269+ 7,5
Diethylstilbestrol EIC 267+ 8,7
Progesteron EIC 315 — 11,9

Tabulka 24: Nastaveni tandemové hmotnostni spektrometrie

Analyt Polarita | Segment [min] | Sledovany iont | Kolizni energie [eV]
Estriol + 04 287 0,65
B-Estradiol + 4-6,1 271 0,55
17a-Ethinylestradiol + 6,1-7,33 295 0,50
Estron + 7,33-8 269 0,55
Diethylstilbestrol + 8-16 267 0,45
Progesteron - 0-9 315 0,70
Norethindron — 9-16 299 0,70

Tabulka 25: Upravené parametry pro MS-MS

Gradient MF 0-15 min 90 % ACN
15-16 min 40 % ACN
Celkova doba analyzy | 16 min + 6 min post time
Rozsah skenu 50-400 m/z
Treshold 5-10°
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Obrazek 31: Fragmentogramy kalibracni smési — HPLC-MS(IT)
4522 Optimalizace SPE

Vytéznost metody SPE byla byla stanovena pomoci modelového vzorku piipraveného

odpatenim 1 ml kalibra¢ni smési o koncentraci 0,3 pg-ml™. Odparek byl nasledn& zpracovan
podle Tabulky 15. Vytéznost SPE nebyla uspokojiva v pfipade diethylstilbestrolu (35,71 %),
estriolu (58,00 %), norethindronu (62,76 %) a progesteronu (51,58 %). Naopak vyhovujici byla
vytéznost u estronu (112,56 %), 17p-estradiolu (111,68 %), 17a-ethinylestradiolu (93,29 %).
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Tabulka 26: Vysledky SPE pro HPLC

Naméfena Primérna Smérodatna Vytérnost Prumérna
Analyt | koncentrace | koncentrace odchylka RSD [%] [%] vytéznost
[ug-ml™] [ug-ml™] [ug-ml™] [%]

0,2980 99,33

El 0,3864 0,3377 0,0449 13,29 128,80 112,56
0,3286 109,53
0,2966 98,87

B-E2 0,3194 0,3350 0,0482 14,39 106,48 111,68
0,3891 129,69
0,1274 42,46

E3 0,2262 0,1740 0,0496 28,51 75,40 58,00
0,1684 56,15
0,2524 84,13

EE2 0,2668 0,2799 0,0359 12,83 88,93 93,29
0,3204 106,81
0,0918 30,59

DSB 0,0836 0,1071 0,0339 31,65 27,86 35,71
0,1460 48,67
0,1615 53,83

PROG 0,1554 0,1547 0,0071 4,59 51,80 51,58
0,1473 49,11
0,1778 59,28

NOR 0,1865 0,1883 0,0114 6,05 62,17 62,76
0,2005 66,83

45.2.3 Analyza realnych vzorki

Analyty byly z lyofilizovaného kalu vyextrahovany tlakovou extrakci rozpoustédlem za

podminek uvedenych v Tabulce 12. K 1 g lyofilizovaného kalu byl pfidan 1 ml kalibra¢ni smési

o koncentraci 0,3 pg-ml?. Extrakt byl nasledn& podroben piecisténi na florisilové kolonce dle
Tabulky 15. Z uvedenych fragmentogram (Obrazek 32) je patrné, Ze vliv matrice vzorku byl

tak vysoky, ze zcela znemoznil analyzu, proto bylo od analyzy na HPLC-MS(IT) upusténo.
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Obrazek 32: Fragmentogramy realného vzorku
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Tabulka 27: Regresni rovnice a hodnoty koeficientu determinace R?

Analyt Rovnice regrese R?

Estriol y =—2,451-10"x%+9,772-107x | 1,000
B-Estradiol y =-1,366-10"x% + 4,821 -10”x | 0,999
17a-Ethinylestradiol | y = —1,321 - 107x? + 5,737 - 10”x | 0,999
Estron y =—4,862-107x% + 1,198 - 108x | 0,953
Diethylstilbestrol y =—8,931-107x%+ 3,132 -108x | 1,000
Noretindron y =—2,198-108x2 + 5,825 - 108x | 0,998
Progesteron y =—=5,467-107x% 4+ 2,918 - 108x | 1,000

Tabulka 28: Pristrojové hodnoty LOD a LOQ

Analyt LOD [ug:1"] | LOQ [ug:17]
Estriol 1,3827 4,6147
B-Estradiol 3,5043 11,7103
17a-Ethinylestradiol 0,9828 3,2789
Estron 1,3114 4,3752
Diethylstilbestrol 8,1769 27,3976
Noretindron 38,2526 133,9022
Progesteron 6,3203 21,2071
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453

453.1

Retencni Casy sledovanych analytli byly na pfistroji Pegasus BT experimentalné ziskany
analyzou kalibracnich roztokli. Pro kvantifikaci analyti bylo vyuzito metody externiho
standardu. Data byla zpracovana softwarem ChromaTOF 4.0. Po zpracovani dat byla nutna
kontrola integra¢nich mezi pikl a kalibracnich zavislosti. Kalibrace byly prolozeny linearni

Optimalizace podminek pro analyzu pomoci plynové chromatografie

S hmotnostné spektrometrickou detekci

Kvalitativni a kvantitativni analyza

spojnici trendu.

6e6 -~

L
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45.3.2

Byla provedena derivatizace modelovych vzorkii. 1 ml kalibracni smési o koncentraci
0,3 pg'ml™* byl odpafen do sucha pod proudem dusiku. Odparky byly nasledné smiseny
s derivatiza¢nim Cinidlem BSTFA : TMS (99 : 1, v/v) a pyridinem v pomérech uvedenych

A=t
Time (s) 800

—— XIC(412+0.5)
—— XIC(314+£0.5)

e

diethylstilbestrol

L —

estron

17 a-estradiol
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‘ norethindron

[ Hestiiiol ethinylestradiol .
estriol

progesteron
X

ey

=\
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=
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[ | 1
950 1000 1050

XIC(416£0.5) —— XIC(342%0.5) —— XIC(367+0.5) —— XIC(442£0.5)
XIC(504+0.5)

Obrazek 33: Fragmentogram kalibracni smési — Pegasus BT

Tabulka 29: kvalitativni charakteristika sledovanych analytii

Derivatizace

analyt | Retenéni ¢as | Sledovany iont
DSB 810,6 412
a-E2 912,7 416
El-ds 915,6 346
El 917,1 342
B-E2-d> 934,0 418
B-E2 934,7 416
MES 964,9 367
NOR 973,6 442
EE2 996,4 425
PROG 1031,7 314
E3 1055,2 504

69

11I00
XIC(425+0.5)



v Tabulce 30. Vialky se vzorky byly nasledné vlozeny do suSarny a inkubovany pfi teploté
70 °C po dobu 60 minut. Jak je patrné z Grafu 5 a 6, nejvyssi odezvy byly pozorovany pii
davkovani 150 pl derivatizacniho ¢inidla a 250 pl pyridinu.

Tabulka 30: Pomery davkovani pyridinu a derivatizacniho cinidla

& vzorku BSTFA : TMS | Pyridin
(] (]
1 100 300
2 150 250
3 200 200
300000000
250000000
—~ 200000000
E‘ 150000000
S
o
w 100000000
50000000
0
200 150 100
Ptidavek BSTFA [pl]

Graf 5: Suma ploch pikii vsech sledovanych analytii ve vzorku
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Graf 6: Plochy piku jednotlivych analytii
453.2.1. Gelova permeacni chromatografie

Z chromatogramu kalibra¢ni smési €. 1 je patrné, ze fepkovy olej je pfitomen v pfili§ vysoké
koncentraci. Proto byl ptipraven kalibra¢ni roztok ¢.2, kde je fepkového oleje pétkrat méné.
Z chromatogramu kalibra¢ni smési €. 2 je zfejmé, ze nedochazi ke kvalitni separaci perylenu
od siry. Kolona jiz $patné separuje a neni mozné ji vyuzivat pro precisténi extraktd.

Gelovou permec¢ni chromatografii vyuzili ve své publikaci i Hajkova et al. Zvolili kolonu
Bio-Beads S-X3 a jako mobilni fazi cyklohexan : ethylacetat (1 : 1, v/v). Tento pfistup selhal,
nebot’ nedochazelo k separaci sledovanych analytl od koextrahovanych latek z matrice. Rovnéz
tedy ptistoupili k vyuziti SPE [53].
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YWOD1 A, Wavelength=254 nm (17_08_30WS_01.D)
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fepkovy olej
160

140

120

100

40 -

20 A

T T T T
0 10 20 a0 40

Obrazek 34: Chromatogram kalibracni smesi ¢. 1

YWOD1 A, Wavelength=254 nm (17_08_30WS_02D)
mAU
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Obrazek 35: Chromatogram separace kalibracni smesi
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453.2.2. PreciSténi pomoci extrakce tuhou fazi

Vysledky testovani SPE systému jsou uvedeny v Tabulce 31 a graficky pak zndzornény
Grafem 7. Nejvyssich vytéznosti bylo docileno u systému V1. s vyuzitim kolonek SUPEL HLB.

v v

pohybovala v rozmezi 73-122 %. U kolonek Supel-HLB v systému 2 byly pozorovany falesné
pozitivni odezvy.

Tabulka 31: Vyteznost jednotlivych systémit SPE v %

Oasis | Supel | Oasis | Supel | Oasis | Supel
l. Il [l. V. V. VI.
DSB | 80,0 | 104,0] 32,0 | 8,3 | 80 | 733
a-E2 | 104,0 | 142,7| 80,0 | 96,0 | LOQ | 112,0
El |106,7]153,3| 89,3 | 88,0 | 52,0 | 100,0
B-E2 | 88,0 | 118,7| 76,6 | 90,7 | 50,7 | 102,7
MES | 62,7 [ 1053 | 82,7 | 88,0 | 74,7 | 108,0
EE2 | 57,3 | 98,7 | 66,7 | 88,0 | 58,7 |100,0
PROG | 81,3 | 193,3]101,3| 94,7 |101,3 | 122,7
E3 73,3 |1 101,3| 46,7 | 84,0 | 30,7 | 98,7
NOR | LOQ | LOQ | LOQ | 42,7 | 34,7 | 33,2

200
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0 |
l. 1. 1. V. V. VI
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Graf 7: Vytéznost SPE systéemii v %
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4533 Extrakce

45.3.3.1. Tlakova extrakce rozpoustédlem

Pro ovéteni vytéznosti PSE byl testovan lyofilizat s pfidavkem 1 ml kalibraéni smési
o koncentraci 0,3 pg-ml™. Extrakt byl po tlakové extrakci vysusen proudem dusiku. Odparek
byl rozpustén v 10 ml acetonitrilu s Mili-Q (1 : 9, v/v). Pro kompletni rozpusténi odparku byla
vyuzita ultrazvukova lazen. V této fazi byl roztok siln¢ zakaleny a nebylo mozné jej nanést na
SPE kolonku. Pro filtraci tohoto roztoku bylo vyuzito n€kolik typu filtrace a centrifugace. Ani
jednim z uvedenych typa délicich metod se nepodatilo roztok zfiltrovat, piipadné odstredit.

e Filtrace ptes PTFE filtr 0,45 um

e Filtrace ptes nylonovy filtr 0,22 um

e Filtrace pfes papirovy filtr

e Centrifugace pii 6 000 otackach za minutu po dobu 2 a 5 minut
e Mikrofitrace ptes nylonovy filtr 0,45 um

Obrazek 36: Extrakty ziskané z tlakové extrakce rozpoustédlem

45.3.3.2. Extrakce podpoiena ultrazvukem

K 1 gramu vzorku byl pfidan 1 ml kalibra¢ni smési o koncentraci 0,3 pg-ml™. Timto zpisobem
byly pfipraveny ¢étyfi vzorky. K dalSim tfem vzorkiim bylo pfidano 20 pl deuterovanych
standardi. Vytéznost nebyla uspokojiva u diethylstilbestrolu, progesteronu a norethindronu.
U ostatnich analytl se pohybovala v rozmezi 61,55-93,55 %. NejvysSich vytéznosti bylo
dosazeno u pfirodnich estrogentia syntetického ethinylestradiolu — estronu 91,48 %,
170-estradiolu 92,01 %, 17p-estradiolu 88,22 %, estriolu 93,55 % a ethinylestradiolu 89,08 %.
Opakovatelnost metody vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka — RSD v % byla nejnizsi
pro pfirodni estrogeny v rozmezi 4,96-10,01 %, pro ethinylestradiol 16,71 %. Mectoda neni
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vhodna pro stanoveni mestranolu, pro n¢hoz je RSD rovna 50,13 %. Lze tedy konstatovat, ze
navrzeny postup USE-SPE-GC-MS(TOF) je vhodny pro stanoveni ptirodnich estrogent.

Roztoky deuterovanych standardi byly pfipraveny standardnim zptisobem pomoci
mikropipet. Po nadavkovani 20 ul o koncentraci 5 pg-ml™ od kazdého standardu do vialky,
odpafeni a derivatizaci s konecnym objemem vzorku 400 ul byla ofekdvana koncentrace
standardd 0,25 pg-ml?. Naméfené koncentrace byly viak 0,1169 pgml! El-ds
stavem mikropipety a chybou operatora, ktery mél provést pied vyuzitim mikropipety jeji
kalibraci. Nadale byly koncentrace deuterovanych standardii vztahovany vzdy ke standardim
piipravenym vyse zminénym zpusobem.
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Tabulka 32: Vyteznost sledovanych analytii metodou USE-SPE-GC-MS (TOF)

Primérna . Primérna
Analyt KFnci?ltlr?]ce koncentrace ([)dc.rzll_ﬁ? FE(;I]D Vyt[%/ZI]IOSt vytéznost
He [pgmt?] | e : i [%]
0,2420 32,26
0,3507 A3 46,76
DSB 0.3563 0,3173 52,66-10° | 16,60 4751 42,31
0,3204 42,72
0,6570 87,60
0,7378 13 98,37
a-E2 06776 0,6901 34,28:10° | 4,97 90.34 92,01
0,6880 91,73
0,6439 85,85
0,7523 A3 100,30
El 06715 0,6861 46,41-10° | 6,76 89 53 91,48
0,6767 90,22
0,6126 81,68
0,6777 A3 90,35
B-E2 0.6581 0,6617 36,64-10° | 5,54 8775 88,22
0,6984 93,12
0,3218 42,91
0,6108 A3 81,44
MES 0.7007 0,4616 | 231,42-10° | 50,13 9343 61,55
0,2132 28,43
0,1255 16,73
0,0725 A3 9,67
NOR 0.0706 0,0931 26,45-10~ | 28,40 941 12,42
0,1040 13,86
0,5623 74,98
0,7349 103 97,99
EE2 0.7900 0,6681 | 111,65-10° | 16,71 105.33 89,08
0,5851 78,02
0,1920 25,60
0,3444 i3 45,92
PROG 04124 0,3022 96,40-10° | 31,90 54.99 40,29
0,2598 34,64
0,7806 104,08
0,7131 A3 95,08
E3 0.7030 0,7016 70,22-10~ | 10,00 9373 93,55
0,6099 81,31
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Tabulka 33: Vytéeznost deuterovanych standardit metodou USE-SPE-GC-MS (TOF)

Koncentrace | Primérna Koncentrace Primérna
ve Vytéznost |, .. Odchylka
Analyt | vevzorku | koncentrace vytéznost 1
gt | [ugmid] | SO | P Ty | kel
[ngml™]
0,1191 101,85
El-d4 0,1090 0,1177 0,1169 93,22 100,64 | 8,07-107
0,1250 106,9
0,1145 112,33
E2-d2 0,1095 0,1090 0,1020 107,4 107,93 | 5,78:-10°
0,1030 101,04
>~120
S
S 100
80
%‘L
> 0
S

o

o

6
4
|
0
DSB o-E2

El-d4 El

B-E2-d2  PB-E2
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Graf 8: Opakovatelnost metody USE-SPE-GC-MS (TOF)

Tabulka 34: Regresni rovnice a koeficient determinace R?

PROG E3

Rovnice regrese Koef_|C|ent
determinace R?
DSB y =1,2691 - 108x — 134981 1,0000
a-E2 y = 8,8646 - 107x — 72975 0,9999
El-d4 y =1,3198 - 108x — 822761 0,9998
El y =1,2727 - 108x — 1,03394 - 10° 0,9996
B-E2-d2 y = 1,3457 - 108x — 911159 0,9999
B-E2 y = 1,2524 - 108x — 6,32854 - 10° 0,9999
MES y = 4,0097 - 10’x — 667976 0,9994
NOR y = 3,7171-10° + 798289 1,0000
EE2 y = 5,1503 - 10”x — 579087 0,9993
PROG y = 1,2451 - 10%x + 65744 1,0000
E3 y = 5,1081 - 107x — 904244 0,9995
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Tabulka 35: Pristrojové hodnoty LOD a LOQ u sledovanych analytii, GC-MS(TOF)

LOD [ug1"] | LOQ [ug1™]
DSB 0,3324 1,1080
o-E2 0,2838 0,9460
El 0,2060 0,6866
B-E2 0,2310 0,7699
MES 0,5356 1,7852
NOR 1,7429 5,8098
EE2 0,4063 1,3544
PROG | 0,459 1,5319
E3 0,3385 1,1284
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Obrazek 37: Chromatogram redlného vzorku bez pridavku standardii
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Obrazek 38: Chromatogram redlného vzorku s pridavkem standardi
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45.4 Analyza realnych vzorki pomoci dvoudimenzionalni plynové chromatografie

Retencni cCasy sledovanych analyti byly opét ziskany analyzou kalibracnich roztoki.
Fragmentogramy jednotlivych analytli jsou uvedeny v ptiloze €. 2. Pfi analyze realnych vzorkt
byla stanovena koncentrace korigovana pomoci vytéznosti deuterovanych standardt. Ke
kazdému realnému vzorku bylo pfidano 20 pl od obou deuterovanych standardli o koncentraci
5 ug-mlt,

Analyzou redlnych vzorka bylo zjisténo, ze piky vyrazné chvostuji. Pro ukazku je na
Obrazku 39 uveden chromatogram redlného vzorku jako celkovy iontovy proud. Timto
ptistupem se podafilo stanovit pouze 17a-estradiol, ktery je s velkou pravdépodobnosti zatizen
pozitivni chybou (mozZna koeluce s interferenty), stejnym piipadem je pravdépodobné
i progesteron, ktery byl stanoven pouze ve vzorku ¢&. 23 v koncentraci 3 770 ng-g, coz je vice
nez 60krat vice nez naméiil Liu el. al. (61,1 pg-kg™?) [58]. Koncentrace estronu se pohybovala
nez by bylo mozné docilit s dvoustupiiovou hmotnostné spektrometrickou detekci. Vysledky
v Tabulce 37 jsou uvedeny jako aritmeticky primér ze dvou paralelnich méfeni.

Obrazek 39: TIC realného vzorku (GCxGC-MS(TOF)

Tabulka 36: Kvalitativni charakteristiky sledovanych analytii

analyt detekee Re.tenéni ¢as | Retencni Cas
primarni [s] | sekundarni [s]
El 342 963 2,41
a-E2 416 957 1,81
B-E2 416 981 1,93
E3 504 1104 2,17
EE2 425 1047 2,21
DSB 412 828 1,37
PROG 124 1098 0,80
NOR 442 1023 2,01
MES 367 1017 2,42
B-E2-d2 | 418 981 1,91
El-d4 346 963 2,40
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Tabulka 37: Vysledky analyzy hormonui v Cistirenskych kalech GCxGC-MS

. Koncentrace [ug-kg? lyofilizatu]
POPIS g | 170
vzorku . . PROG | NOR | MES | EE2 E3 El DSB
estradiol | estradiol

Kal 01| <LOQ 368,3 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 02 | <LOQ 3443 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 03| <LOQ 3156 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 04 | <LOQ 296,2 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 05| <LOQ 3515 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 06 | <LOQ 343,1 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 93,97 | <LOQ
Kal 07 | <LOQ 2929 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 08 | <LOQ 290,5 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 149,09 | <LOQ
Kal 09| <LOQ 2412 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 10| <LOQ 304,6 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 208,39 | <LOQ
Kal 11| <LOQ 346,4 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 12 | <LOQ 262,3 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 125,09 | <LOQ
Kal 13| <LOQ 302,6 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 14 | <LOQ 365,1 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 71,83 | <LOQ
Kal 15| <LOQ 304,7 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 13,53 | <LOQ
Kal 16 | <LOQ 350,1 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 40,51 | <LOQ
Kal 17| <LOQ 1253 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 18 | <LOQ 283,6 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 61,19 | <LOQ
Kal 19| <LOQ 273,1 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 5,97 <LOQ
Kal 20 | <LOQ 285,1 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 33,61 | <LOQ
Kal 21| <LOQ 2816 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 6,53 <LOQ
Kal 22 | <LOQ 288,8 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 238,34 | <LOQ
Kal 23| <LOQ 280,1 3770 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 12,16 | <LOQ
Kal 24 | <LOQ 204,3 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 757,92 | <LOQ
Kal 25| <LOQ 286,5 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Kal 26 | <LOQ 330,0 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 81,41 | <LOQ
Kal 27 | <LOQ 299,0 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 5,17 | <LOQ
Kal 28| <LOQ 2274 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 580,90 | <LOQ
Kal 29| <LOQ 323,3 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 5,86 | <LOQ
Kal 30| <LOQ 2855 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 128,58 | <LOQ

Tabulka 38: Pristrojové hodnoty LOD a LOQ u sledovanych analytii, GCxGC-MS(TOF)

Analyt | LOD [ug-I] | LOQ [ng-17]
DSB 0,1557 0,5190
170-E2 0,3975 1,3251
E1 0,4187 1,3958
17p-E2 0,3346 1,1154
MES 0,7797 2,5990
NOR 1,0994 3,6645
170-EE2 | 0,6279 2,0929
PROG 2,2817 7,6058
E3 1,9336 6,4454
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455

Finalni metodou pro stanoveni vybranych hormont v Cistirenskych kalech byla zvolena

Analyza realnych vzorkd pomoci plynové chromatografie s hmotnostné
spektrometrickou detekci na bazi trojitého kvadrupolu

plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci na bazi trojitého kvadrupolu.

Diky této metod¢ bylo docileno vyrazné vyssi selektivity stanoveni a snizeni mezi detekce.
Ziskana data byla vyhodnocena metodou vnégj$iho standardu a nasledné korigovana na

vytéznost deuterovanych standardi. Grafy kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny v pfiloze ¢. 3.

Prekoncentracni postup zustal stejny jako v piipadé analyzy pomoci GC-MS(TOF), tedy

extrakce podporend ultrazvukem a precisténi na kolonkach Supel HLB.

Tabulka 39: Kvalitativni charakteristika sledovanych analytit

Segment [min] Retencni ¢as Kolizni energie

Analyt Pocatok | Konec [min] Prekurzor | Produkt V] &
DSB 6 25,0 23,0 412 384 20
170-E2 25 27,2 26,2 416 285 15
El-d4 25 27,2 26,5 346 261 20
El 25 27,2 26,5 342 257 20
17B-E2-d2 25 27,2 26,7 418 287 15
17B-E2 25 27,2 26,7 416 285 15

425 193 20
170-EE2 27,2 35,0 28,3 425 31 20
E3 27,2 35,0 29,3 504 311 15
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Obrdazek 40: Fragmentogram kalibracni smési, Bruker (QgQ)
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Tabulka 40: Vysledky analyzy steroidnich hormonit z GC/TQ

Popis Koncentrace [ug-kg™ lyofilizatu]

vzorku 178-E2 | 17a-E2 | PROG | NOR | MES EE2 E3 El DSB

Kal 01 4,01 | 170,13 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,68 2,67 | 391 0,13

Kal 02 3,15 | 150,23 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 3,71 4,33 | <LOQ
Kal_03 3,48 | 156,59 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,00 | 3,37 | 11,45 | 0,33

Kal 04 295 | 182,63 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,19 | 3,02 | 10,45 | 0,58

Kal 05 2,35 | 173,92 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 045 | 3,83 | 1556 | 2,58

Kal_06 0,90 | 162,91 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,09 | 530 |112,38| 0,99

Kal_07 1,92 | 149,06 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,17 | 4,02 | 6,97 | <LOQ
Kal 08 0,71 | 177,36 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,43 | 5,06 |188,84 | 4,04

Kal 09 1,75 | 167,50 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,40 | 4,40 | 5,78 | <LOQ
Kal 10 1,66 | 157,18 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,57 | 5,61 | 154,00 | 2,79

Kal 11 2,49 | 168,86 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,72 | 3,53 | 11,12 | 2,34

Kal 12 1,60 | 142,22 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,51 | 3,86 | 113,76 | 5,18

Kal 13 0,89 | 156,18 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 3,78 | 5,92 4,65

Kal 14 1,32 | 144,23 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,67 | 5,14 | 88,19 | 3,02

Kal 15 3,53 | 163,74 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,87 | 4,13 | 6,13 | <LOQ
Kal 16 0,88 | 170,90 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 053 | 585 | 43,60 | 1,72

Kal 17 2,98 | 153,36 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 3,89 | 5,60 1,33

Kal 18 2,24 | 154,55 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 3,82 | 67,15 | <LOQ
Kal 19 2,06 | 145,86 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,27 2,77 4,42 1,09

Kal 20 1,27 | 155,27 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,39 | 4,02 | 26,77 | 0,86

Kal 21 4,13 | 139,44 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,37 2,76 | 4,82 | <LOQ
Kal 22 2,15 | 158,52 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,53 | 3,96 |447,88| 2,04

Kal 23 4,17 | 179,32 | 3770 | <LOQ | <LOQ | 056 | 3,33 | 7,20 | <LOQ
Kal 24 0,99 | 181,63 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,59 | 5,03 | 129,14 | <LOQ
Kal 25 0,66 | 142,75 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,98 | 5,33 1,69 | <LOQ
Kal 26 3,82 | 154,74 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,48 2,95 | 105,72 | 0,96

Kal 27 152 | 129,62 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 0,64 | 2,96 | 2,96 | <LOQ
Kal 28 493 | 138,64 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 2,16 | 5,71 | 161,48 | <LOQ
Kal 29 397 | 177,38 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,92 | 885 | 4,29 | <LOQ
Kal 30 6,90 | 165,06 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 2,02 | 9,57 |176,23| 7,15

V Zadném ze tficeti vzorkid se nepodafilo detekovat norethindron a mestranol. Naopak ve
viech vzorcich se vyskytoval estron, 17a-estradiol (<182,63 ng-g™), 17p-estradiol (<6,9 ng-g™)
a estriol (<9,57 ng-g!). Ve 26 vzorcich byl stanoven 17a-ethinylestradiol (<2,16 pg-kg™),
pouze v jednom vzorku progesteron v koncentraci 3 770 ng-g a v 18 vzorcich se nachazel
diethylstilbestrol (<7,15 ng-g?). Vysledky v Tabulce 40 jsou uvedeny jako aritmeticky primér
ze dvou paralelnich méteni.
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Pro porovnani namétenych vysledka s jiz publikovanymi studiemi byly vybrany étyfi prace
zabyvajici se touto problematikou. Vysledky vybranych studii jsou pro piehlednost uvedeny v
Tabulce 41. Ani v jedné ze studii nebyl rovnéz stanoven norethindron a mestranol. Progesteron
byl stanoven piiblizné v Sedesatkrat vyssi koncentraci, nez je tomu v uvedené studii [58]. Tato
skute¢nost miize byt zpiisobena koeluci interferentu, ptipadné matricnim efektem. V pomérné
$irokém rozmezi se v jednotlivych vzorcich nachazel estron 1,69-447,88 ug-kg™. V uvedenych
studiich koncentrace estronu také kolisa mezi 2,7-200 pg-kg™. 17a-estradiol byl stanoven
v pomérné vysoké koncentraci 129,62—-182,63 pug-kg?. 17B-estradiol detekovany v rozmezi
0,66-6,90 pg-kg? se pohybuje vpodobném rozmezi, jako uvadi Liu et al. [58].
3,9-10,2 pg-kg?. Estriol byl detekovan v koncentracich o dva fady niz§ich, nez uvadi
Nieto etal. [4]. 17a-ethinylestradiol, jehoz koncentrace nepfesahovala 2,16 ug-kg™ byl
stanoven v obdobném mnozstvi jako u studie [51].

Tabulka 41: Prehled publikovanych vysledkii

. | koncentrace
::;T;t\;ene [ug-kg] L[EEL;?]Q Extrakce | Precisténi Analyza Zdroj
susiny
a-E2 <LOQ 150/250
B-E2 <LOQ 150/250
EE2 <LOQ 150/250 PSE - LC-MS? (4]
E3 272-406 26/75 (QuQ)
DSB 184 12/19
El <200 11/19
El <37 -2
B-E2 <49 -2 Extrakce GPC GC-MS? (51]
MES ND -2 kapalinou CG (IT)
EE2 <LOQ-17 -/4
El 2,754 0,1/0,34
PROG 6,0-61,1 0,42/1,39
B-E2 3,9-10,2 0,98/3,26
NOR ND 1.02/6.39 USE SPE C18 RRLC-MS [58]
EE2 ND 0,80/2,66
DSB ND 0,59/1,96
DSB <L0OQ-184 12/19
El <LOQ-137 11/19 PSE - LC-MS? [3]
EE2 <LOQ-313 | 150/250
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Tabulka 42: Koncentrace hormonii ve vzorcich cistirenského kalu

Minimum Maximum Pramér Median

analyt ng-kg? ug-kg? ng-kg? ng-kg?
(lyofilizatu) (lyofilizatu) (lyofilizatu) (lyofilizatu)

DSB 0,13 7,15 2,32 1,88
a-E2 129,62 182,63 158,99 156,89
El 1,69 447,88 64,25 11,29
B-E2 0,66 6,90 2,51 2,20
MES <LOQ — —
NOR <LOQ — —
EE2 0,17 \ 2,16 0,97 0,72
PROG 3770 — —
E3 2,67 \ 9,57 4,41 3,92

Tabulka 43: Pristrojové LOD a LOQ, GCITQ

analyt | LOD [pg-1"] | LOQ [ug-1"]
DSB 0,0409 0,1365
a-E2 0,0057 0,0188
El 0,1062 0,3539
El-ds 0,0306 0,1021
B-E2 0,0168 0,0562
B-E2-d> 0,0106 0,0352
EE2 0,0402 0,1340
E3 0,0216 0,0721
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace byl navrh realizovatelné metody pro stanoveni vybraného souboru
hormoni v ¢istirenskych kalech. Pro tuto praci bylo vybrano pét ptirodnich hormonii — estron,
a-estradiol, P-estradiol, estriol, progesteron a Ctyii syntetické hormony — norethindron,
17a-ethinylestradiol, diethylstilbestrol a mestranol. Vzorky distirenskych kali obsahovaly
Vv pruméru 97 % kalové vody a 3 % pevného podilu. SuSina a nespalitelny podil, hlavni
charakteristické veli¢iny kalu, byly stanovovany pomoci termogravimetrie. Pro suseni vzorku
byly testovany dva pfistupy — suseni siranem sodnym a lyofilizace. SuSeni siranem sodnym
piedstavovalo Casové naro¢nou a pracnou alternativu, jelikoz bylo nutné v prvni fazi vzorek
kalu zfiltrovat. 200 ml kalu se podatilo zfiltrovat pfes Biichnerovu nalevku, ¢as potiebny
k filtraci byl 6 hodin. Pfidavek flokulantu ¢as filtrace nezkratil. Dal$i nevyhodu piedstavovalo
rozdé€leni jednoho vzorku na dva podily, kapalny a pevny, které by bylo nutné zpracovavat
oddélené. To by znamenalo vyssi spotiebu chemikalii a material, a tim i vy$s$i finan¢ni
naro¢nost metody. Lyofilizace pfedstavuje ¢asové narocnou metodu, vyhodou vsak je ziskani
pouze pevného podilu pro nasledné zpracovani.

Prvni navrh stanoveni zahrnoval 3 kroky — PSE extrakci, SPE piecisténi a HPLC-MS (IT)
koncovku. Tlakova extrakce rozpoustédlem vychazejici z publikace Nieta et al. [4] s naslednym
precisténim pomoci SPE metody vychazejici z diserta¢ni prace Ing. Katetiny Bilkové, PhD
[75]. Vytéznost SPE systému byla vyhovujici pouze u tii ze sedmi sledovanych analyti. Tato
skute¢nost by se pravdépodobné dala ovlivnit naslednou optimalizaci postupu. Problémem této
metody se vSak ukazal velmi silny matri¢ni efekt matrice kalu, ktery zcela znemoznil analyzu
realnych vzorki.

Druhou moznost piedstavovalo stanoveni hormont s vyuziti plynové chromatografie po
derivatizaci. Prvni ndvrh zahrnoval 4 kroky — PSE extrakeci, precisSténi pomoci SPE, derivatizaci
a koncovku v podobé GC-MS (TOF). Podminky derivatizace vychazely z diplomové prace
Ing. Petra Laciny, PhD [76]. Teplota 70 °C a ¢as 60 minut byly ponechany. Optimalizovana
byla spotieba derivatiza¢niho ¢inidla, podafilo se tak snizit spotiebu BSTFA na 150 pl. Metoda
SPE byla navrzena na zakladé publikace Hajkové et al. [53] zaméfené na stanoveni estrogent
v sedimentech. Vytéznost se pohybovala vrozmezi 73-112 %. Problém piedstavoval
norethindron, u kterého byla vytéZnost pouze 33 % a progesteron, ktery ve své struktuie
neobsahuje hydroxylové skupiny, a tak nedochézi k jeho derivatizaci. VyzkouSena byla také
moznost pre€isténi s vyuzitim GPC. Dostupna kolona jiz dobte neseparovala a nebylo mozné
s ni nadéle pracovat. Extrakt z kalu byl ziskan PSE extrakci za stejnych podminek, jako tomu
bylo pii analyze pomoci HPLC-MS. Problémem se vSak nasledn¢ ukazalo rozpusténi odparku
ve sm¢si acetonitrilu s Milli-Q vodou (1 : 9, v/v). Rozpustény odparek vytvoril pravdépodobné
koloidni roztok, ktery nebylo mozné precistit na SPE kolonkach. Pro filtraci roztoku bylo
testovano nekolik typu filtrace a centrifugace, avSak bezispésne.

Dalsi moznou variantou, kterd byla nakonec zvolena pro analyzu realnych vzorka byla
extrakce podpofena ultrazvukem vychazejici opét z publikace Hajkové et al. [53] nasledovana
precisténim na kolonkdch Supel HLB vychazejici z téze publikace. Nizka vytéznost byla
naméfena pro norethindron (12,4 %), progesteron (40,3 %) a diethylstilbestrol (42 %).
U ostatnich analytt se vytéZnost pohybovala v rozmezi 62,5-93,5 %. Nejvyssich vytéznosti
bylo docileno u pfirodnich estrogenid. Opakovatelnost vyjadiena jako RSD byla zcela
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nevyhovujici u mestranolu (50 %), progesteronu (32 %) a u norethindronu (28 %). U ostatnich
analytl se relativni smérodatna odchylka pohybovala v intervalu 5-16,7 %. Opét platilo, ze
dobré opakovatelnosti bylo docileno u pfirodnich estrogenti a problematické se jevily syntetické
hormony mestranol a norethindron.

Realné vzorky byly findln¢ analyzovany pomoci pfistroje Bruker SCION 436 — GC s MS
detekci s trojitym kvadrupdlem v rezimu SRM, ktery je pro stopovou az ultrastopovou analyzu
nejvhodnéjsi. Timto piistupem byly snizeny meze detekce a kvantifikace o 1-2 fady oproti
analyze na pfistrojich Pegasus BT a Pegasus IVD.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACN Acetonitril

AcOH Kyselina octova

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku

ASE Zrychlena extrakce rozpoustédlem

BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

c Koncentrace [mol-dm™ nebo g-11]

Cs Silikagel s navazanymi oktadecylovymi fetézci

CcC Kolonové chromatografie

cov Cistirna odpadnich vod

DAD Detektor s diodovym polem

DIE Dinestrol

DSB Diethylstilbestrol

dSPE Disperzivni extrakce tuhou fazi

El Estron

El-ds Deuterovany estron

E2 Estradiol

E3 Estriol

EE2 17a-Ethinylestradiol

El Elektronova ionizace

EIC Extrahovany iontovy chromatogram

EO Ekvivalentni obyvatel

ESI Elektrosprej

ESI” lonizace elektrosprejem v negativnim modu

ESI* lonizace elektrosprejem v pozitivnim modu

EU Evropska unie

FLD Fluorescenc¢ni detektor

GC Plynova chromatografie

GCxGC Dvoudimenzionalni plynova chromatografie

GC-Q-MS Plynova chromatografie s hmotnostné¢ spektrometrickou detekci
kvadrupolem

GPC Gelova permeacni chromatografie

H Henryho konstanta [Pa-m3-mol™]

HAC Kyselina octova

HLB Hydrofilné-lipofiln€é vyvazeny sorbent

HMDS Hexamethyldisilazan

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HRGC VysokorozliSovaci plynova chromatografie

HRMS VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

HSTOF Vysokorychlostni analyzator doby letu

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

ISO Mezindrodni organizace pro normalizaci
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IT

Ka

Koc

Kow

LC

LIT

LOD

Log Kow
LOQ
LPGC
LPGC-Q-MS

M
MAE
MeOH
MIPs
MS
MS?
MSTFA
NOEL
NOR
PC
PCP
pKa
PNEC
PROG
PSE
PTFE
PTV

Q

QaQ
Q-TOF
QUEChERSs
RZ

RI
RP-SPE
RR-LC
S/IN
SPE
SRM
TMCS
TMS
TOF

Iontova past

kyselinova disocia¢ni konstanta

Sorpéni koeficient pro organickou slozku pudy
rozdélovaci koeficient oktanol — voda

Kapalinové chromatografie

Lineéarni iontova past

Limit detekce

Dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol — voda
Limit kvantifikace
Nizkotlaka plynova chromatografie
Nizkotlakd plynova chromatografie s hmotnostné
detekci s kvadrupdlem

Molarni hmotnost [g-mol™]

Mikrovinna extrakce

methanol

Molekularné vtisténé polymery

Hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie
N-methy-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
No Observe Effect Level

19-Norethindron

pocitac

Ptipravky osobni hygieny

Zaporné vzaty dekadicky logaritmus kyselinové disocia¢ni konstanty
Predicted No-Effect Concentration

progesteron

Tlakova extrakce rozpoustédlem

polytetrafluorethylen

Injektor s programovatelnou teplotou

Kvadrupol

Trojity kvadrupol

Kvadrupol-analyzator doby letu

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
Koeficient determinance

Reten¢ni index

Extrakce tuhou fazi s obracenymi fazemi

Rapid resolution liquid chromatography

Pomér signal-Sum

Extrakce tuhou fazi

Sledovani vybrané reakce

trimethylchlorsilan

trimethylsilyl

Analyzator doby letu
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UHPLC
USE
uv
VIS
a-E2
B-E2
B-E2-d>

Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
Extrakce podpofena ultrazvukem

Ultrafialové zateni

Viditelné zateni

a-estradiol

[-estradiol

Deuterovany B-estradiol

Hustota [g-dm™]
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8 SEZNAM PRILOH

Piiloha ¢.1 Vysledky stanoveni suSiny a nespalitelného podilu
Priloha ¢.2 Fragmentogramy sledovanych analyt (Pegasus IVD)
Piiloha €.3 Kalibraéni zavislosti (Bruker)
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9 PRiLOHY

Piiloha ¢.1: Vysledky stanoveni suSiny a nespalitelného podilu (vysledky jsou uvedeny jako

prumér + smérodatna odchylka z n méteni)

Vzorek | Obsah susiny [%] | Nespaliteny podil [%]
KAL 01| (3,93+0,32)% (1,43+0,21)%
KAL 02 | (3,75+0,18)% (1,03+0,50)%
KAL_03 | (3,87+0,04)% (3,87+0,04)%
KAL 04 | (4,18+0,28)% (1,24+0,12)%
KAL_05| (0,78+0,05)% (0,25+0,09)%
KAL 06 | (3,25+0,01)% (1,85+0,01)%
KAL 07 | (1,95+0,22)% (0,66+0,23)%
KAL 08 | (2,82+0,02)% (1,03+0,11)%
KAL 09| (2,39+0,12)% (0,74+0,08)%
KAL 10| (2,82+0,09)% (1,56+0,07)%
KAL 11| (2,08+0,12)% (0,72+0,00)%
KAL 12 | (2,63+0,12)% (1,19+0,10)%
KAL 13| (2,16+0,02)% (0,64+0,03)%
KAL 14 | (2,44+0,07)% (1,13£0,12)%
KAL 15| (1,64+0,03)% (0,37+0,09)%
KAL 16 | (2,53+0,05)% (1,37+0,07)%
KAL 17 | (3,7340,08)% (1,03+0,24)%
KAL 18| (2,36+0,06)% (1,29+0,03)%
KAL 19| (3,4940,13)% (1,11£0,04)%
KAL 20| (2,26+0,06)% (1,18+0,06)%
KAL 21| (3,76+0,21)% (1,27+0,04)%
KAL 22 | (2,30+0,07)% (1,23+0,13)%
KAL 23| (3,83+0,13)% (1,26+0,02)%
KAL 24 | (1,79+0,04)% (0,18+0,00)%
KAL 25| (3,80+0,04)% (0,99+0,28)%
KAL 26 | (2,22+0,01)% (1,19+0,08)%
KAL 27| (3,86+0,00)% (1,13£0,17)%
KAL 28 | (2,22+0,02)% (1,10+0,02)%
KAL 29 | (3,9840,15)% (1,43+0,01)%
KAL 30 | (2,34+0,07)% (1,26+0,08)%
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Priloha €. 2: Fragmentogramy sledovanych analyti (Pegasus IVD)
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Obrazek 42: Diethylstilbestrol
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Obrazek 43: 170-estradiol a 17/-estradiol.

Obrazek 44: Estron
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Obrdazek 46: Norethindron
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Obrazek 47: 17a-Ethinylestradiol

104



Obrazek 48: Progesteron

Obrazek 49: Estriol
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Priloha ¢€.3: Kalibra¢ni zavislosti (Bruker)
17(a)estradiol

Curve FR:-Quadratic Force None Resp. Fact. RSD: 8.115%
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Obrazek 50: Kalibracni zavislost 17a-estradiolu
17 (a)ethinylestradiol
Curve FR:Quagdratic Force None Resp. Fact. RSD 24 74%
y - +0 570746x2 +477 63417 4x Coeff. Det(r2)0 9996380
Levei: 1 Replicate: 2 Deviation: -9997%
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Obrazek 51: Kalibracni zavislost 17a-ethinylestradiolu
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17(b)estradiol
Mesp Fact RSO 2s82%

Curve 2 Quacratic. Force. None
¥y = +206570S6x2 +1311.092604x Coefr Der(r2)0299730
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Obrazek 52: Kalibracni zavislost 17f-estradiolu

17(b)e stradiol-d2
Curve FR Quagratic Force, None Resp. Fact RSD 22s52%
y - +1 6831822x2 «1S8T 4881859« Coe™ Det(r2)0899672
Level 2 RepSicate- 2. Deviation: -7263%
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Obrdazek 53: Kalibracni zavislost 17f-estradiolu-dz
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Diethyistilbestrol
Resp Fact RSD 15S70%

Curve F2 Quacratic. Force. None
B +0 2B2BITA2 +4285 120178x Coe™ Der(r2)0999344

Level 1 Repicate. 2. Deviaton: 29 79%
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Obrdazek 54: Kalibracni zavislost diethylstilbestrolu
Estriol
Curve FR-Quacratic. Force. None Resp Fac:t RSD:- 3313%
y= +01790€7x2 +210548065x Coer Der(r2}0 999701
Level 1 Repucate: 2 Deviaton: 2991%
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Obrazek 55: Kalibracni zavislost estriolu
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Estron

Resp Fact RSD- 4109%

Curve FE Quagratic Force. None
¥ = +0 BE6422x2 <692 3£3994x Coe Det(r2)0999171
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Obrazek 56: Kalibracni zavislost estronu
Estron-d4
Curve FE-Quagratic. Fosce. None Resp Fact RSD- 1333%
y - +1 035133x2 «819 138507 1x Coerr Det(r2)0 999077
Level 1 Repicate. 2, Deviaton: 99 66%
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Obrazek 57: Kalibracni zavislost estronu-ds
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