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Annotation
The theoretical part of the Master’s thesis describes steroids, their features, and the methods

for their determination in waters.

In experimental part three steroid hormones, namely 1,4-androstadiene-3,17-dione (ADD),
1,4-androstadiene-3-one-17pB-ol (boldenone) and 173-estradiol were selected. The compounds
were concentrated from water by LLE and SPE extraction and determined by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. Several experiments were conducted to assess

the recovery of specific extraction for studied compound.

Anotace
Teoreticka ¢ast diplomové prace popisuje steroidni latky, jejich vlastnosti a metody pro jejich

stanoveni ve vodach.

V experimentalni ¢asti byly vybrany tfi steroidni hormony, konkrétné 1,4-androstadien-3,17-
dion (ADD), 1,4-androstadien-3-on-17p-ol (boldenon) and 17B-estradiol. Latky byly
zakoncentrovany zvody LLE a SPE extrakci, a stanovovany plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci. Neékolik experimentd bylo provedeno pro zhodnoceni vytéznosti

konkrétni extrakce studované slouceniny.



Prohlaseni

Prohlasuji, ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim prament
a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona
¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se zvefejnénim své diplomové préace, a to v
nezkracené podobé elektronickou cestou ve vefejné pristupné casti databdze STAG
provozované Jihoéeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich internetovych
strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni
prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zékona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky skolitele a oponentil prace i zdznam
o prab¢hu a vysledku obhajoby kvalifika¢ni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé
kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim
registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne 12. 12. 2016



Podékovani
Rada bych podékovala vedoucimu své diplomové prace prof. Ing. Janu Tiiskovi, CSc.,
RNDr. Petrovi Kotasovi a Ing. Josefu Vilimkovi za jejich odborné vedeni, a pfedev§im za

velikou ochotu a trpélivost.


http://www.prf.jcu.cz/uchbch/vyzkum/laborator-pocitacove-chemie.html
http://www.prf.jcu.cz/uchbch/vyzkum/laborator-environmentalni-a-analyticke-chemie.html

Obsah

1..S€ZNAM ZKIALEK........cviiiiiiciiice s 1
2. TEOTEHICKA CASE....cuviiiiiiiiiii i 4
2.1 TIVO 1ot 4
2.2 SETOIANT LALKY ....veieiiiieice e 4
2.2.1 Fyzikélni a chemické vlastnosti Steroidll..........cccuevvvrviiiiiiiiciiniee e 5
2.2.2 Zkoumang steroidni TAtKy .........ccooviiiiiiiii 5
2.2.3 Zdroje steroidnich latek ve VOdACh.........ccocoviiiiiiiiiiic 7
2.2.4 Moznosti odstranéni endokrinni disruptori ve vodach ..........ccoovvviiiiiiiiicninnnn 7
2.3 Metody stanoveni steroidnich latek ve vodach.............ccoooeiiiiiiiiii 9
2.3.1 Kapalinova chromatografie ..........cccviieiiiiiiieiiceseese e 9
2.3.2 Plynova chromatografie...........cceiieiiiiiiieiieee s 10
2.4 DEIIVALIZACE .......evivveiieii ittt et 10
2.4.1 ENOLIZACE-SIIYIACE .......cueiiiiiiiiee s 10
2.4.2 OXIMACE-SHIYIACE .....cveiieeieieie e re e 11
2.5 PHPIAVA VZOTKU .ooivviiiiiiiciiie ettt nnbe e e nnb e e 13
2.5.1 Extrakce z kapaliny do Kapaliny...........ccccocoviieiieni i 13
2.5.2 EXtrakce PeVINOU TAZ1 ..ociuvviiiiii ittt 14
2.5.3 MIKIOBXITAKCE. ...ttt 15
2.6 VIV IMALIICE ... 16
2.7 Kofenové Cistirny odpadnich vod...........ccooiiiiiiiiiii 17
3. EXPerimentalnd CAST ......ccouviiiiiiiiii i 19
3.1 Materidl @ METOAY ......cevviiiiiieiiiii i 19
3.1.1 Pouzité chemickeé TAtKY .........coooiiiiiiiiiiiii 19
3.1.2 PTiStr0j€ @ POMUCKY ....euviiieiiiiiesiieie ettt 19
3.1.3 Silanizace laboratorniho sKla............cccooiiiiiiiii e 20

3. 1.4 PHPrava TOZEOKT .....veviiiiiiiieiisee e 20
3.1.4.1 Priprava zasobnich roZtoKi ..........ccccvvviviiiiiiiiiiicsee e 20
3.1.4.2 Ptiprava pracovnich roztokl pro Gc€ely kalibrace ............cccccvvviriiicninins 20
3.1.4.3 Ptiprava kalibracnich roztokli a derivatizace............occeevrvveiiieeniiieiiiie e 21
3.1.5 Postup extrakce z kapaliny do Kapaliny ..o 22
3.1.6 Postup extrakce pevnou fazi (KOlonKy) ........ccceiiiiiiiiiiiiiiieeee e 23

3.1.7 Postup extrakce pevnou fAzi (diSKy)......cccooreriiiiiiiiiiic e 23



3.1.8 GC-MS ANAlLYZA ...eooiiiieiiiieiiie s 24

3.1.9 REAINE VZOTKY ..uvvie it 25
3.1.10 Validace MELOAY .....ccueceeiieeieeie e e e e 26

3.2 VYsledky @ diSKUZE ......coiiviiiiiiiiii e 27
3.2.1 Validace kalibracni primky .........ccccoviiiiiiiiiiiiicice e 28
3.2.2 0ptimalizace MELOAY ........ccieieieieiterie e 29
3.2.3 Extrakce z kapaliny do Kapaliny..........c.ccooviiiiiiieeeee 29
3.2.4 Extrakce pevnou fAzi (KOIONKY) ....ccviveiiiiiiiiiiccceee e 30
3.2.5 Extrakce pevnou fAz1 (diSK)......ccoovveiiiiiiiiiiic 32
3.2.6 Redlné vzorky — extrakce pevnou fazi (disk) .....ccovvviriiiiiiiiiiiiicce 35

B ZAVET .ot h bbb bRt b bbbt 37
5. POUZITA [IEEIATUTA . .....veveeieeeeseee ettt e b ne s 39
0. PTLONY ..t bbbttt bbb nre s 50
0.1 PTIONA 1..eviiiiiiet e 50

0.2 PHIONA 2. o1



1. Seznam zkratek

Ac aceton

AAS anabolické androgenni steroidy

ADD androstadiendion

BAULE bar adsorptive microextraction

BOLD boldenon

BSTFA N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid
cov ¢istirna odpadnich vod

DAD detektor diodového pole

DLLME disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
DMDCS dimethyldichlorsilan

DPX extrakce pomoci naplnénych Spicek pipet
DTE dithioerythreitol

El estron

E2 17-p-estradiol

E3 estriol

EE2 17-a-ethinylestradiol

EDCs endokrinni disruptory

ELISA enzyme linked immunosorbent assay
EPI 17-epitestosteron

ESI ionizace elektrosprejem

EtAc ethylacetat

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci
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HPLC
HRT
CHOL
IA-SPE
IDL
IQL
Kow
KCOV
LC-MS
LLE
MeOH
MEPS
MIEX
MIP’s
MOX
MS/MS
MSTFA
MTBE
m/z

NF
PAC
PE

PFBHA

vysokoucinna kapalinova chromatografie
hydraulicky reziden¢ni ¢as

cholesterol

imunoafinitni extrakce na pevné fazi

mez detekce pristroje

mez stanovitelnosti pfistroje

rozdélovaci koeficient oktanol/voda
kofenova ¢istirna odpadnich vod
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
extrakce z kapaliny do kapaliny

methanol

mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem
magnetickd iontové vyménna pryskyftice
molekularné€ vtisténé polymery
methoxyamin hydrochlorid

tandemova hmotnostni spektrometrie
N-methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid
terc-butyl(methyl)ether

pomér hmoty a naboje

nanofiltrace

praskovy aktivovany uhlik

polyethylen

0-(2, 3, 4, 5, 6-pentafluorbenzyl) hydroxylamin



PVC polyvinylchlorid

R? koeficient determinace

RIA radioimmunoassay

RSD relativni smérodatna odchylka
Sw rozpustnost latky ve vodé
SBSE sorp¢ni extrakce michadlem
SD smérodatna odchylka

SPE extrakce pevnou fazi

SPME mikroextrakce na tuhou fazi
TMS trimethylsilyl

TMIS trimethyljodsilan

1Vzhledem k tomu, Ze vypoéty byly provadény v programu Excelu v angli¢ting, jsou v tabulkdch u &isel misto
carek tecky.



2. Teoreticka cast

2.1 Uvod

Steroidni hormony patii mezi latky, které mohou naruSovat endokrinni systém zivych
organismd, a proto jejich vyskyt ve vodach jiz ve velmi nizkych koncentracich (<ng/l)
pfedstavuje potencialni riziko nejen pro zivocichy ale i pro ¢lovéka[l]. Z tohoto divodu je
snaha vyvinout spolehlivou, pfesnou a levnou metodu pro jejich stanoveni v povrchovych,
podpovrchovych i odpadnich vodach, ponévadz ¢istirny odpadnich vod (COV) nejsou piimo

navrzeny pro odstrafiovani téchto latek[2].

2.2 Steroidni latky

Steroidy jsou organické chemické latky, které obsahuji uhlovodikovy skelet se ¢tyfmi cykly
(A, B, C aD) akteré se svymi vlastnostmi podobaji lipidam. Jinymi slovy se jedna o derivaty

cyklopentano-perhydrofenanthrenu[3].

Obr. 1: Struktura cyklopentano-perhydrofenanthrenu[4].

NejznaméjSim piikladem steroidni latky je cholesterol. Mezi Sest zakladnich uhlovodiki,
z nichz je odvozena vétSina steroidnich sloucenin, patii gonan, estran, androstan, pregnan,
cholan a cholestan.[3] Steroidy mohou byt pfirodniho nebo antropogenniho ptivodu[5]. Mezi
steroidni latky patii také nékteré hormony, které v téle zivocCichti a ¢lovéka pusobi jako
endokrinni disruptory[6]. Endokrinni disruptory jsou definovany jako exogenni latky
interferujici se syntézou, sekreci, transportem, vazbou, i€inkem, nebo rozkladem pfirozenych
hormoni, které v téle zodpovidaji za homeostazi, reprodukci, vyvoj nebo chovani[7]. Mezi
endokrinni disruptory vSak nepatfi jenom hormony, ale také fada jinych latek, mezi nimi
napiiklad pesticidy, polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHS), ftalaty, alkylfenoly, ale
i prirodni fytoestrogeny a jiné[8]. Tyto latky maji vyznamny vliv na zivé organismy jiz pii

velmi nizkych koncentracich (fadové ng/)[9]. Mezi negativni jevy piipisované latkam



narusujicim hormonalni systém patii Vv pfipadé zivocichi predevsim feminizace ryb.
U clovéka bylo zjisténo zvySené riziko rakoviny prsu, snizeny pocet spermii u mladych muzd,
reprodukéni poruchy a ovlivnéni ristu déti.[10] Konkrétné bylo zjisténo, Ze v téle ryb
vystavenych estrogennim latkam dochazi k nadmérné produkci vitellogeninu, ktery zptsobuje
metabolicky stres a muze vést k poskozeni jater a ledvin[11],[12]. K vyvolani produkce tohoto
fosfolipoglykoproteinu postacuje koncentrace ethinylestradiolu ve vodé 0,1 ng/I[12].
Estrogeny 17-B-estradiol (E2) a 17-a-ethinylestradiol (EE2) byly nedavno zahrnuty
do seznamu latek v direktivé EU , Water Framework Directive” sledovanych v EU kvili

zjisténi, Ze se jedna o latky siln¢ naruSujici hormonalni systém[13].

2.2.1 Fyzikalni a chemickeé vlastnosti steroidu

Vétsina steroidnich latek ma podobné fyzikalni a chemické vlastnosti[3]. Steroidy patii mezi
lipofilni latky téméf nerozpustné ve vodé€, nejsou-li ve formé glykosidu, estert s kyselinou
sirovou nebo glukuronidd. Steroidni hormony jSou Vv organismu syntetizovany
z cholesterolu.[14],[15] Pro odhad osudu chemickych latek v ZP je nutno vzit v potaz
rozpustnost latky ve vodé (Sw) a rozdélovaci koeficient oktanol/voda (Kow). Obecné latky
s logKow mensim nez 1 se povazuji za pomérné hydrofilni, majici tendenci mit velké Sw a malé
adsorp¢ni konstanty a biokoncentra¢ni faktor. Naopak slouceniny s logKow vétsim nez 4 se
povazuji za hydrofobni, majici velky sorpcni potencial, jako jsou naptiklad E2 a EE2
s hodnotami logKow zhruba 4. Rozpustnost E2 ve vodé ¢ini 13 mg/l, pro EE2 pak 4,8 mg/1.[13]
Mimo jiné maji tyto latky potencial se bioakumulovat a dostavat se do potravniho

fetézce[16],[17].

Ke studiu v této diplomové praci byly vybrany tfi steroidni latky, a to 17-B-estradiol (E2),
boldenon (BOLD) a androstadiendion (ADD). Tyto tii latky se li§i poctem funkénich skupin,
hydroxylovych a keto.

2.2.2 Zkoumané steroidni latky
17-p-estradiol

Tato sloucenina, oznacena Casto jako E2, se fadi mezi estrogeny. E2 obsahuje dvé hydroxylové
funkéni skupiny (obr. 2). Podobny E2 je estron patfici taktéz mezi estrogeny, ktery ma vsak
jednu hydroxylovou a jednu keto skupinu. Vychozi latkou pro biosyntézu estradiolu je

cholesterol.[3] Estradiol je hlavnim estrogenem obratlovcu, ktery je spojen s Zenskym



reprodukénim systémem. EE2, ktery je hlavni slozkou antikoncepce, je jako synteticky

hormon z E2 odvozen.[13]

Hee §H

HO
Obr. 2: Struktura 17-p-estradiolu[18].

Boldenon

Boldenon (1,4-androstadien-3-on-17p-ol) patii mezi anabolické androgenni steroidy (AAS).
Tento hormon byl poprvé syntetizovan v roce 1956 dehydrogenaci muzského hormonu
testosteronu. Boldenon se od testosteronu liSi pouze dvojnou vazbou mezi C1 a C2 u kruhu
A.[19],[20] Drive se tento steroid pouzival na podporu ristu u farmatskych zvifat, ale od roku
1981 je v Evropské unii (EU) zakazan[21]. Od roku 2005 je zakazano jeho pouziti
ve sportu[22]. Arts a kol.[23] vSak zjistili pfirozeny vyskyt 17-a-boldenonu u telat v moci
v mnozstvi méné nez 0,1 az 2,7 ng/ml. Existuji tedy dvé formy boldenonu, a to 17-a-boldenon
a 17-p-boldenon (obr. 3). Vzhledem k tomu, ze vétSina anabolickych steroidnich latek je Giplné
metabolizovana, je identifikace metaboliti rozhodujici pro zjisténi nelegalniho uzivani

u zvifat 1 u lidi.

Androstadiendion

Androstadiendion (1,4-androstadien-3,17-dion) je pfimym prekurzorem anabolického
steroidu boldenonu (obr. 3). Tato slouéenina je v literatufe Casto oznacovana také jako
boldion.[24],[25] ADD se stava metabolicky aktivnim v lidském téle a u zvifat poté, co je
pfeménén  pomoci 17-B-hydroxysteroidni dehydrogenazy (17-ox0-reduktaza)
na boldenon[26]. Tento steroidni hormon je schopen zlepsit silu a celkovy fyzicky vykon,

a proto je stejné jako boldenon zakazan svétovou anti-dopingovou agenturou (WADA)[25].

a-boldenone f-boldenone ADD

Obr. 3: Androgenni steroidni latky boldenon a androstadienedion (ADD)[19].
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2.2.3 Zdroje steroidnich latek ve voddch

Steroidni latky se do Zivotniho prostfedi dostavaji piedev§im antropogennim vlivem[27].
V soucasnosti se fesi jejich problematické odstrafiovani z vody, protoze vétsina COV neni
schopna tyto latky uplné odstranit[2],[28]. Ackoliv lidé samotni jsou vyznamnym zdrojem
steroidnich latek ve vodach (estrogeny, androgeny), je nutno vzit v potaz také chov
hospodartskych zvifat, ktery nezanedbatelné ptispiva K mnozstvi steroidnich latek v Zivotnim
prostiedi[29],[30]. Vyznamnym zdrojem steroidnich latek jsou jak velkochovy hospodaiskych
zvitat, tak 1 bodové zdroje, pfipadné piiméd kontaminace vod vlivem vyluovani blizko
vodnich tokd. Z hlediska zdroji steroidi ve Velké Britanii (UK) studie naznacila, Ze
hospodarska zvitata (dobytek, prasata, driibez, ovce) jsou zdrojem Ctyinasobného mnozstvi
estrogenu ve srovnani s lidmi. Je v8ak téeba vzit v potaz, ze mnozstvi steroidnich latek z chovu
hospodarskych zvifat, které se dostane do vody, zavisi na lokalnich podminkach.[31] Samotna
puda je schopna zadrzet velké mnozstvi steroidii (dokonce vice nez proces €isténi vod), aniz
by tyto latky dosahly vodnich tokt[31],[32]. Podle nejhorsiho scénate by farmarska zvifata
byla zodpovédna za 15 % estrogent kontaminujicich vody v UK[31]. Johnson a Williams[33]
naznacili, ze V praméru celosvétové asi 20 % E2 pochazejiciho z lidské populace neni
odstranéno pii ¢isténi odpadnich vod a u estronu (E1) dokonce 35 %. Z tohoto diivodu je lidska
populace pravdépodobné dominantnim zdrojem steroidniho E2 ve vodnich tocich. Muzi jsou

zdrojem zhruba 1,6 pg E2/den a menstruujici zeny 3,5 ug E2/den.[34],[35]

2.2.4 Moznosti odstraneni endokrinni disruptorii ve voddch

COV jsou obvykle navrzeny tak, aby se odstranil uhlik, dusik a fosfor, ale ne endokrinni
disruptory (EDCs). V prubéhu ¢isténi vod jsou EDCs souéasné s ostatnimi latkami do jisté
miry odstranovany.[36] Mastrup a kol.[37] odhadli, ze méné nez 10 % pfirozenych
a syntetickych estrogent je odstranéno procesem biodegradace. I kdyZ je zna¢né mnozstvi

adsorbovano na kal, stale vét$ina sloucenin zlstava rozpusténa ve vy¢isténé vode na odtoku.

Mezi mozné zplsoby jejich odstraiiovani z vody patii fyzikalni upravy, chemické upravy

a biologické upravy.

Fyzikalni upravy

Vzhledem k nepolarni a hydrofobni povaze mnoha EDCs se tyto latky mohou sorbovat
na castice organické hmoty. Jednou z moznosti jejich odstranéni je sedimentace organickych

polutantli s adsorbovanymi steroidnimi latkami.[36] Podle hodnot logKew estrogenti by se



meély tyto latky adsorbovat na sediment a kal[38]. Mnoho autorii se zabyvalo interakci
estrogentl s piirozenymi ¢asticemi v mnoZstvich o¢ekavanych v Zivotnim prostiedi (ZP) nebo
téch z upravy aktivovaného kalu. VétSina vysledkli prokazala, ze mnozstvi adsorbovanych
kontaminant zavisi na velikosti Castic stejné jako na vlastnostech materialu.[36] Schafer
a Waite[39] zjistili, ze adsorbované mnozstvi chemické latky je funkci hmotnosti Castice,

pti¢emz velké Castice (asi 100 pm) se adsorbovaly nejméné.

Dalsi moznosti odstranéni stopovych organickych sloucenin je vyuziti nanofiltrace nebo
reverzni osmoézy. Schéfer a kol. zjistili, ze n¢které nanofiltracni (NF) membrany odstranily E1
vyloucenim na zéklad¢ velikosti, ptipadné dale adsorpci, pficemz adsorpce muze byt fizena
vodikovou vazbou mezi E1 a membranou.[39],[40],[41] Chang a kol.[42] potvrdil,
ze vyznamné koncentrace pfirozenych hormonti (E1) by se mohly akumulovat
na hydrofobnich membréanach z dutého vldkna v disledku sorpénich procest, pfi¢emz retence

membrany klesé s rostoucim mnozstvim E1 akumulovaného na povrchu membrany.

Fyzikalné-chemické upravy

Jednou z moznosti fyzikalné-chemické tpravy k odstranéni stopovych kontaminanti je
ptidavek adsorbenti tak jako praSkovy aktivovany uhlik (PAC), koagulant chlorid Zelezity
(FeCls) a magneticka iontové-vyménna pryskytice (MIEX). Bylo zjisténo, Zze odstranéni
sloucenin pomoci koagulantu FeCls je minimalni (koagulace vhodna pro odstranéni velkych
a hydrofobnich sloucenin).[36] Vyvinuta pryskyfice pro Gpravu vody preferenéné adsorbuje
malé a nabité slouceniny z pfirodnich organickych smési, pfi¢emz studované slouceniny jsou
pii neutralnich podminkach nenabité. I kdyz vlivem interakci polarnich a interakei vodikové
vazby dochazi k odstranéni az 45 % E1 (adsorpce 80-100 ng/g), stale toto neni nejvhodné&jsi
volbou pro eliminaci stopovych kontaminantl stejné jako FeCls. Vhodnégj$im se jevi pouZiti
PAC, ktery je jiz pti pomérmné nizkych koncentracich (5-10 mg/l) schopen odstrafiovat E1
z vody.[39]

Biologické tipravy

Biologickd degradace a transformace mulZe nastdvat aerobné biologickou oxidaci
v aktivovaném kalu, prosakujicimi filtry, nebo anaerobné v kanalizaci nebo anaerobnich
vyhnivacich nadrzich[36]. Svenson a kol.[43] zjistili, Ze tiprava pomoci aktivovaného kalu
byla ucinnéjsi neZ pouziti prosakujicich filtri v pfipad€ eliminace estrogenni aktivity.

Nicméné ne vSechny slouceniny jsou Upln€ rozloZzeny nebo pfeménény na biomasu.



Estrogenni alkylfenoly a steroidni estrogeny objevujici se na odtoku z Cistirny jsou obvykle
produkty neuplné biodegradace jinych sloucenin.[44] Pii tipravé v aktivovaném kalu bylo
dosazeno zna¢ného odstranéni estriolu (E3) a E2, zatimco u E1 nepfesahlo 69 % a ve ¢tyfech
vzorcich ze tficeti dokonce mnozstvi E1 bylo na konci procesu vyssi neZ na zacatku[45],[46].
Onda a kol.[45] a Johnson a Sumpter[44] dospéli k zavéru, Ze niz$i G¢innost v odstranovani

E1 je pravdépodobné zptisobena moznou pieménou E2 na E1.

2.3 Metody stanoveni steroidnich latek ve vodach

Analyza steroidnich latek a piibuznych sloucenin v odpadni vodé¢ je dilezitou analytickou
vyzvou kvili komplexnosti matrice odpadni vody, kterd obvykle obsahuje mnoho sloucenin,
které mohou interferovat v analyze vybranych analytl, a soucasné kviili vyzadovanym velmi
nizkym detekénim limitiim (zhruba 1 ng/l) pro stanoveni nékterych z téchto sloucenin, které

pfi jiz tak nizkych koncentracich ovliviiuji endokrinni systém zivych organismu[8].

Mezi nejcastéji pouzivané analytické techniky pro stanoveni steroidnich latek patii plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) a kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS)[1],[47]. Mén¢ Casto uzivané metody pro analyzu jSou
biologické techniky (imunostanoveni) jako je enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
a radioimmunoassay (RIA)[48],[49]. Problémem biologickych technik je vSak omezena

dostupnost specifického antiséra a také mozné kiizové reakce[8].

S konvencnimi detektory je obtizné dosdhnout pozadavkll stopové analyzy, nicméné
kombinace LC nebo GC s MS/MS spolu s vhodnou upravou vzorku umoznily dosazeni
niz8ich limitd detekce (LOD) v fadu pg/l az ng/1[50].

Vétsina publikovanych studii se tyka stanoveni steroidnich latek v povrchovych vodach nebo
odpadnich. Pfitomnost v kalu nebo sedimentech je Casto piehlizena mozna z divodu sloZitosti

matrice[13].

2.3.1 Kapalinova chromatografie
Vyhodou LC ve srovnani s GC je moZnost méfeni bez nutnosti feSit faktory zahrnujici
netékavost a velké molekulové hmotnosti, a také moznost soucasného stanoveni

konjugovanych a nekonjugovanych estrogent bez aplikace derivatizace[8].



2.3.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je velmi vhodna pro stopovou analyzu z divodu vyssiho
rozliSeni, pomérné¢ rychlé analyzy, niz§im operativnim nakladidm a moZznosti vyhnout
se nadbytecnému mnozstvi rozpoustédel a jejich likvidaci jako odpadu[l]. Avsak vzhledem
k malé tékavosti, tepelné nestabilité a polarnim funkénim skupinam (keto a hydroxo skupiny)
steroidnich hormont neni mozné vyuzit pfimé GC-MS analyzy, ponévadz bez derivatizace by

doslo k adsorpci na koloné a snizeni citlivosti[50].

2.4 Derivatizace

Derivatizace je prevedeni latek na odpovidajici derivaty, které jsou méné polarni, vice t€kavé
a s vyssi tepelnou stabilitou, diky ¢emuz jsou vhodné pro stopovou GC-MS analyzu[1].
Derivatizace zahrnuje silylaci, acylaci a jiné metody. Je nutno zminit, ze derivatizace
funkénich skupin, jako je hydroxylova funkéni skupina a dalsi, které obsahuji aktivni
vodikovy atom je podstatné snazsi ve srovnani s derivatizaci keto skupin, které jej postradaji.

Z tohoto diivodu je derivatizace keto skupin u steroidi klicova pro stopovou analyzu.[50]

Derivatizaci ovlivni mnozstvi derivatiza¢niho Cinidla, teplota, pfi niz derivatizace probiha
a Cas. Je nutno tyto vlivy zvazit, ponévadz v ptipad¢ vice neZ jedné hydroxylové skupiny mize

dochazet k netplné derivatizaci steroidi[51].

Hydroxylové a keto skupiny jsou v piipadé steroidnich hormont nejcastéji umistény v poloze
C-3, C-5, C-17, C-18, C-20 a C-21[52]. Pro vétsinu hydroxylovych skupin se dosahne
uspokojivych vysledku v pfipadé stopové analyzy pomoci trimethylsilyl (TMS) derivatizace.
Pro derivatizaci keto skupin je potieba vyuzit enolizaci-silylaci, oximaci-silylaci nebo jiné

reakce.[50],[51],[53]

Mezi nejpopularnéjsi uzivana derivatizacni ¢inidla pro analyzu steroidnich latek patii N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) a tékaveéjsi  N-methyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoracetamid (MSTFA)[1],[54].

2.4.1 Enolizace-silylace

Enolizace-silylace je zalozena na pfeméné keto skupin steroidnich hormont na jeho enol
tautomer (obr. 4) za urcitych podminek a nasledné silylaci hydroxylové skupiny. V této
metod¢ se nejéastéji uziva kombinace enolizace s trimethyl silylaci, ktera vede nejen k enol
produktiim, ale i odpovidajicim enol-TMS derivatim. Nejcastéji se jako silylaéni derivatizacni

¢inidlo pouziva N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoracetamid (MSTFA) s katalyzatory jako je
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jodid amonny (NHal), trimethyljodsilan (TMIS) a jinymi. Pro stabilizaci derivatiza¢niho
¢inidla se navic piidavaji reduktanty jako je ethanthiol, dithioerythreitol (DTE), 1-propanthiol
nebo 2-merkaptoethanol. [50],[55]

Metoda enolizace-silylace piinasi také urcité problémy. Prvnim z nich je moznost vzniku
izomerd, ktera je pripisovana riiznym pozicim dvojnych vazeb na kruhové struktuie. Toto je
déano tim, ze vétSina keto skupin steroidnich hormont ma dva o uhliky, na kterych jsou vazany
vodikové atomy, ptic¢emz kterykoliv z nich mlze utvofit dvojnou vazbu béhem enolizace.
Druhym moznym problémem je vznik neo¢ekavanych vedlejSich produkti.[50] Meunier-
Solére[56] zjistil tvorbu téchto meziprodukta pii pouziti MSTFA/TMIS/DTE nebo
MSTFA/NH4s/DTE. Jejich divodem je delokalizace -elektronovych pard nékterych
uhlikovych atomi, kterd ma za nasledek dostupnost mnoha elektrofilnich mist, jez mohou
nasledné atakovat nukleofilni latky derivatizaéniho ¢&inidla za vzniku meziproduktu.
Na druhou stranu MSTFA snadno reaguje s NHal za vzniku TMIS, ktery je vysoce nachylny
k rozkladu (vznikly jod muze reagovat se steroidy). Z tohoto divodu je jod redukovan
ethanthiolem.[50]  Nicméné Kerkhof[57] zjistil,  ze  derivatizacni = smés
MSTFA/NHal/ethanthiol mutze vést ke wvzniku ethyl-thio aduktd, jez mohou vést

K interpretaénim problémum pii analyze vzorku.

T H
H—(|3—
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Obr. 4: Enolizace keto skupiny (vytvoieno v programu ChemSketch[58])[50].

I pfes urCité nevyhody se tento zplsob derivatizace hojné vyuziva diky silné reakéni
schopnosti derivatizacnich ¢inidel, jez mohou soucasné derivatizovat hydroxo, keto a jiné

funkéni skupiny[50].

2.4.2 Oximace-silylace

Oximy jsou slouceniny, které vznikaji reakci hydroxylaminu s aldehydem nebo ketonem.
Keto-steroidni hormony jsou za urCitych podminek pfeménény na odpovidajici oximy
pii pouziti hydroxylaminu jako derivatiza¢niho ¢inidla.[59] Tyto steroidni hormony vsSak
kromé keto skupin obsahuji také hydroxylové piipadné jesté dalsi funk¢ni skupiny. Z tohoto
divodu je nezbytné omezit interference téchto funkénich skupin pro dalsi reakci. Proto je

oximace zanedbatelnym krokem reakce.[52] Nasledné silylacni derivatiza¢ni ¢inidlo reaguje
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s dalsimi funk¢énimi skupinami oximu za vzniku stabilnich oxim-Silyl-derivati. Proces je
ukazan na obr. 5. Pro tuto derivatizaci je dulezita hodnota pH roztoku. Roztok vyzaduje
urcitou kyselost k protonaci keto skupin, ale zna¢né kyselé podminky mohou vést k protonaci
hydroxylaminu za vzniku iontl, které postradaji sdilené¢ elektrony, Vv disledku cehoz
hydroxylaminové latky nemohou pusobit jako nukleofilni €inidlo. Jinymi slovy rychlost

tvorby oximu je maximalni za ur¢ité hodnoty pH.[50]

Jako derivatiza¢ni ¢inidla se u této metody pouzivaji soli hydroxylaminu, aby se zabranilo
jejich oxidaci. B&zné pouzivana jsou hydroxylamin hydrochlorid a methoxyamin hydrochlorid
(MOX). Tato oximacni ¢inidla jsou vzdy pouzita spolu s pyridinem, aby se uvolnil
hydroxylamin z jejich soli. Mezi nej¢astéji uzivana silylacni ¢inidla patii BSTFA, MSTFA
a N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA). Casto se pii silylaci pouzivaji katalyzatory jako
TMSI nebo terc-butyldimethylsilyl-chlorsilan (TBSI).[50]

Oximace-silylace keto skupin je pomérné rozsifena. Nejcastéji se pouziva MOX v kombinaci
S TMS silyla¢nim ¢inidlem za vzniku MO-TMS derivati. Tato kombinace umoziuje ziskat
stabilni produkty a vyhnout se keto enolizaci.[60] Dalsi moznosti je vyuzit k derivatizaci
hydroxylamin  hydrochlorid nebo  O-(2,3,4,5,6-pentafluorbenzyl)  hydroxylaminy
(PFBHA)[61],[62]. PFBHA se vsak Casto pouziva pro derivatizaci keto skupin k detekci

nizkomolekularnich slouéenin (aceton, formaldehyd)[63],[64].

Mezi nedostatky tohoto zpisobu patii podobné jako u pfedchoziho typu derivatizace moZznost
vzniku geometrickych izomerti (syn a anti) béhem procesu[50],[65],[66],[67]. Dale byla
naznacena potieba odstranit nadbytek ¢inidla béhem derivatizace MO-TMS, piipadné ¢isténi

po procesu silylace[66],[67],[68].

Kromé dvou vyse zminénych postupt derivatizace byly v literatufe zminény i jiné postupy.
Weissenberg[69] pouzil k redukci keto skupin steroidnich hormonti na odpovidajici alkohol
LiAIH4, Stashenko a kol.[70] derivatizoval steroidy pomoci pentafluorfenylhydrazinu
(PFPH), ktery se uziva ztidka.

o ~
i + NHOR —p [T(TNHOR —» Bc=No—Rr+H0

(0] OH

Obr. 5: Mechanismus oximace[50].
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2.5 Priprava vzorku

Kvili slozitosti biologickych matric a obvykle detekovanym stopovym mnozstvim steroidi

zahrnuje ptiprava vzorkll mnoho krokd, aby se analyty obohatily a snizily se interference[13].

Po odbéru se vzorek obvykle okyseli a prefiltruje. Okyseleni se vétSinou dosahuje piidavkem
HCI nebo H.SO;4 tak, aby pH bylo v rozmezi 2-5. Toto okyseleni ma zabranit mikrobialni
aktivit¢ a tim wuchovat vzorek. Biodegradaci vzorku Ilze zabranit pfidanim azidu

sodného.[13],[16],[48],[71],[72]

Filtrace vzorku je nezbytna pro odstranéni suspendovanych ¢astic, které mohou interferovat
s naslednymi analytickymi postupy. Vodné matrice lze filtrovat pies rGzné materialy.
Za nejspolehlivéjsi pro odstranéni suspendované hmoty jsou povazovany sklenéna vlakna,
ktera soucasné¢ minimalizuji ztraty analytu zpisobené sorpci. Pouzivané sklenéné filtry maji
rizné  velikosti  pord, napiiklad 0,45, 0,7, 1 a 1,2 um (nejcastéji
pouzivané).[13],[16],[73].[74],[75],[76] V jinych studiich byly pouzity také filtra¢ni

materialy, jako jsou nylon[72],[77],[78] a nitrat celulozy[79].

2.5.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) patii mezi jedny z prvnich technik vyuZivanych
pro upravu vzorkil. Metoda je zaloZena na ptevedeni analytu z vodné faze do faze nemisitelné
s vodou (organické rozpoustédlo). Extrakce mezi tyto dvé nemisitelné faze probiha na zakladé

Nernstova rozdélovaciho poméru.[80]

Pfi stanovovani steroidnich latek se okyselené a piefiltrované vzorky casto obohati vnitinimi
standardy a poté nasleduje vybrany druh extrakce. LLE se pro stanoveni steroidnich latek
pouzivala jen omezené ve srovnani s extrakci na pevné fazi (SPE), ktera je v soucasnosti

dominantni metodou pro stanoveni steroidnich latek ve vodach.[74],[81]

Klasickd LLE ma& mnohé nevyhody, mezi které patii pouziti velkého objemu vzorku
a toxickych organickych rozpoustédel, které¢ c¢ini metodu ekonomicky a ekologicky
nevyhodnou. Dal§im problémem je moZna tvorba emulzi, Spatné oddé¢leni fazi, nutnost
odstranéni zakalu pfed samotnou extrakci a pfipadna nekompatibilita extraktu s analytickou

metodou.[80]
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2.5.2 Extrakce pevnou fazi
Extrakce pevnou fazi (SPE) se Vv soucasnosti pro stanoveni steroidnich latek pouziva
nejcastéji. Obvykle se vyuziva separace na kolonkach, ale i disky jsou v n€kterych ptipadech

vyuzivany.[1],[47]

SPE funguje na principu rozdélovani latek mezi tuhou fazi (kolonka) a fazi kapalnou (vzorek
se stanovovanym analytem), pficemz se predpoklada vyssi afinita analytu k tuhé fazi nez
k matrici vzorku. Kretenci pak dochazi na zakladé¢ polarnich, nepolarnich, iontovych
a afinitnich interakci. Uspé&snost extrakce je ovlivnéna vice faktory, mezi néz patii pocateéni
uprava extraktu, spravny vybér stacionarni faze, kondiciovani, aplikace vzorku, zptsob eluce
a odstranéni interferujicich latek.[80] Pro tuto extrakci se pouziva fada sorbentd
od nepolérnich C18 a C8, ptes polarni silikagel, oxid hlinity, florisil az po rizné polymerni

materialy jako polystyren-divinylbenzen a methakrylat-divinylbenzen[1],[13],[82].

Vyhodou SPE je niZ8i spotfeba organickych rozpoustédel ve srovnani s LLE, u¢inné

zakoncentrovani analytu, snadné&js$i automatizace a vysoka vytéznost[80].

Mezi sorbenty uzivané pro SPE steroidnich latek patii Oasis HLB jako sorbent s reverzni fazi,
ktery umozni dosdhnout vys§i vytéznost analytu diky kombinaci hydrofilniho
N-vinylpyrrolidonu a lipofilniho divinylbenzenu, diky ¢emuz umozni zachytit kyselé, zasadité
i neutralni slouceniny bez ohledu na polaritu[13],[16],[48].[71],[74].[76],[83].[84],[85].
Nektefi autofi pro sorpci estrogenti pouzili kolonky Strata-X [73] a styren divinylbenzen [13],
které také patfi mezi polymerni sorbenty na zakladé reverzni faze. Dale byly uzity kolonky
oktadecylsilan C18, které jsou zalozené na reverzni fazi s chemicky modifikovanym oxidem
ktemic€itym a které umoziuji silnou retenci hydrofobnich analytu[13],[72]. Baronti a kol.[46]
vyuzili k extrakci kolonky s grafitizovanou uhlikatou ¢erni (GCB) jako sorbentu. Jinou
moznosti je vyuziti diskii misto kolonek. Mezi sorbenty pouzivané pro disky patii silikagel
modifikovany oktadecylsilanem[86]. Chen a kol.[87] vSak navrhli pouzit pro E2 a EE2
extrakci C8 disky.

Mezi organicka rozpoustédla nejcastéji pouzivana pro eluci patii ethyl acetat a methanol[16]
[72],[73],[74],[88]. Mezi dalsi pouzivana rozpoustédla pak patii aceton [43],[85],[89]
ptipadné kombinace rozpoustédel =zahrnujici dichlormethan:methanol (1:1) [84],

methanol:terc-butyl(methyl)ether (1:9) [76], methanol:dichlormethan (7:5) [48].
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Kromé vyse zminéné off-line SPE, Fayad P. a kol.[90] vyvinuli on-line SPE techniku pro
kvantifikaci osmi vybranych estrogennich a progestagennich steroidnich hormont (E1, E2,
E3, EE2 a dalsi), ptiCemz SPE spojili s LC-APCI (chemické ionizace za atmosférického
tlaku)-MS/MS. Metoda umoziuje rychlou analyzu vzorku (pod 15 minut) s pfijatelnymi
vytézky (71-95 %) a presnosti.

2.5.3 Mikroextrakce
Kromé vySe zminénych extrakci LLE a SPE byly vyvinuty také dalsi techniky pro upravu

vzorku. Jejich cilem je zkratit dobu potiebnou pro piipravu vzorku, omezit mnozstvi
rozpoustédel pouzitych pii extrakcei, snizit spotiebu samotného vzorku, zvysit selektivitu
procesu, snizit pocet krokti extrakce a také vyuzit automatizace. Z té€chto diivodia se vyuzivaji

nov¢jsi mikroextrakéni, on-line techniky, piipadné techniky s vysokou selektivitou.[80]

Mezi mikroextrakéni techniky vyuzité pro stanoveni steroidnich latek patii mikroextrakce
kapalnou fazi, kterd minimalizuje spotiebu organickych rozpoustédel, snizuje dobu extrakce
a opera¢ni naklady. Mezi jednu z technik tohoto typu patii disperzni mikroextrakce z kapaliny
do kapaliny (DLLME), kterou vyvinul Rezaee a kol.[91] v roce 2006 a ktera patii mezi jednu
Z hojné vyuzivanych technik pro stanoveni steroidi. Lima a kol.[92] pouZili metodu DLLME
pro stanoveni E2 a EE2 ve vzorcich vody ve spojeni s HPLC s fluorescencni detekei a zjistili
vytéznost po optimalizaci metody pro E2 zhruba 74 % a pro EE2 pfiblizné¢ 89 %. Lima
a kol.[93] stanovili vytéznost DLLME spojené s biologickou technikou ELISA pro steroidy
E2 a EE2 pro odpadni vodu mezi 104 a 115 %. Nicméné také zjistili, ze extrakéni proces mtize
interferovat s technikou ELISY, a tim piecenovat skute¢nou koncentraci stanovovanych latek.
D’Orazio a kol.[94] pouzili ke stanoveni 12 estrogennich slou¢enin v odpadni vodé¢ DLLME
ve spojeni s micelarni elektrokinetickou chromatografii spojenou s MS. Primérna vytéznost
pro stanovované latky v odpadni vodé se pohybovala mezi 54 a 75 %. Niz§i vytéznost je

V tomto piipadé zpiisobena komplexni matrici odpadni vody.

Mezi mikroextrakéni techniky na pevné fazi patii mikroextrakce tuhou fazi (SPME — solid
phase microextraction), sorpéni extrakce michadlem (SBSE — Stir Bar Sorptive Extraction)
a pozdégji vyvinuta technika bar adsorptive microextraction (BAuE). Hlavnim cilem SBSE je
eliminace nedostatecné kapacity vlakna SPME metody, nicméné SBSE postrada selektivitu
a citlivost obzvlasté¢ pro polarni latky, a proto byla vyvinuta metoda BApE.[80],[95]
Carpinteiro a kol.[96] dosahli detekénich limit 0,2 — 3 ng/l pro estradiol, kdyz optimalizovali

metodu SPME ve spojeni s GC-MS/MS. Zjistili, Ze nejlepSich vysledkti dosahli pro vldkno
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pokryté polyakrylatem (PA). Kawaguchia a kol.[97] dosahli vytéznosti vyssi nez 90 % pro E1
a E2 ve vzorcich fi¢ni vody pouzitim metody SBSE ve spojeni s in-situ derivatizaci, tepelnou
desorpci a GC-MS. Ahmad a kol.[98] vyuzili BAUE metodu ve spojeni s vysoce Géinnou
kapalinovou chromatografii s detektorem diodového pole (HPLC-DAD) pro stanoveni
anabolickych steroidii v moci. Pouzitim N-vinylpyrrolidonu jako sorbentu a optimalizaci
techniky dosahli vytéznosti ptiblizné 92 % pro testosteron a 93 % pro epitestosteron. Almeida
a Nogueira[95] vyvinuli metodu, ve které pouzili BApE metodu ve spojeni
s mikrokapalinovou desorpci v jediném kroku nasledovanou HPLC-DAD. Jako sorbent byl
pouzit modifikovany pyrrolidon. Po optimalizaci metody byla pro estradiol dosazena

vytéznost mezi 95 a 100 %.

Mimo vyse uvedené piiklady mikroextrakénich technik pro stanoveni steroidnich latek existuji
rizné modifikace zavedenych mikroextrakénich postupt, aby se dosdhlo zvySeni selektivity,
citlivosti nebo vytéznosti, pti¢emz nejéastéji se tak déje pouzitim rtiznych sorbenti a doby

adsorpce nebo desorpce analytti[99],[100],[101],[102].

Obecné v soucasnosti existuje mnoho dalSich mikroextrakénich technik jako napftiklad
mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem (MEPS — microextraction by packed sorbent),
extrakce pomoci naplnénych Spicek pipet (DPX — disposable pipette tip extraction), kapilarni
SPME (on-line technika), molekularné vtisténé polymery (MIP’s — molecularly imprinted
polymers) nebo imunoafinitni SPE (IA-SPE — immunoaffinity SPE), které zde vSak nebudou
dale rozebirany ponévadz tato diplomova prace se stanovenim steroidi pomoci

mikroextrakcnich technik nezabyva[80].

2.6 Vliv matrice

Teprve v poslednich letech jsou zvaZovany vlivy matrice pfi validaci metody. Matri¢ni vlivy
maji vliv na kvalitu vysledkt. Vzorky s nizkou C¢istotou mohou ovlivnit vysledky
ve smyslu potladeni signalu, zvySeni pozadi, snizeni ioniza¢ni uCinnosti, ovlivnéni
reprodukovatelnosti a linearity a pfipadné dal§im problémtm. Za ur¢itych vzacnych okolnosti
vSak matriéni vliv miZe mit za nasledek zvySeni signdlu nebo potlaceni

pozadi.[80],[103],[104]

Existuje vice zplsobd, jak eliminovat vlivy matrice. Prvni mozZnosti je ovlivnéni podminek
béhem chromatografické analyzy a zlepSeni ptipravy vzorku pro métfeni (rozsahlejsi ¢iSténi),
druhou pak moznost omezeni vlivu matrice uzitim uréitych kalibra¢nich technik.[80],[103]

Kruve a kol.[105] navrhli konsekutivni fedéni vzorku a extrapolaci obsahu analytu
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k nekone¢nému ziedéni (roztok bez matrice) k omezeni matri¢niho vlivu. Tuto metodu pak
validovali pro kapalinovou chromatografii ve spojeni s ionizaci elektrosprejem s hmotnostni
detekci (LC/ESI/MS) analyzu péti pesticidi a dospéli k zavéru, Ze piesnost se zlepsila
ve srovnani s jednoduchym zfedénim vzorku. Déle Ize vyuzit zmény pufru a jeho koncentrace
v piipad¢ kapalinové chromatografie (mravenan amonny) nebo nastiikovat niz§i objemy

vzorku[106].

2.7 Korenové Cistirny odpadnich vod

Kofenové Cistirny odpadnich vod jsou systémy navrzené a konstruované tak, ze vyuzivaji
mokiadni vegetaci, puidu a s tim spojenou mikrobialni diverzitu K ¢isténi odpadnich vod.
Pfirozené moktady byly néjakym zptisobem vyuzivany pro ¢isténi odpadnich vod jiz pred vice
nez sto lety, nicméné navrzené umelé mokiady umoziuji nejen vyuzivat procesy probihajici
Vv pfirozenych moktadnich systémech, ale také pomoci urcitych Uprav dosdhnout vétsi

ucinnosti odstranovani ur€itych latek vyskytujicich se v odpadnich vodach.[107],[108]

V této diplomové praci byla metoda na stanoveni steroidnich latek aplikovana pravé
na odpadni vodu zkofenové Cistirny, ponévadz schopnost odstranit steroidni latky
z odpadnich vod pomoci tohoto systému nebyla pfili§ prozkoumana ve srovnani

s konven¢nimi COV.

Umeélé mokiady se rozdéluji podle nékolika kritérii. Podle pouzité vegetace se déli na systémy
s plovouci vegetaci (vodni hyacint, okiehek), s rostlinami s plovoucimi listy (leknin, stulik),
S ponofenou neboli submerzni vegetaci a systémy s vynofenou neboli emerzni vegetaci.
Posledné zminéna skupina moktadi prevazuje.[107] Dale se systémy dle piitomnosti volné
hladiny déli na moktady s povrchovym tokem a systémy s podpovrchovym tokem (dnes
nejvice uzivané). Podle pritoku se umélé moktadni systémy déli na systémy s horizontalnim
pratokem (kofenové ¢&istiny, KCOV) a s vertikilnim pritokem.[107],[108] V piipadé
horizontalniho systému pfitékd odpadni voda do cCistirny kontinudlng, kdezto v ptipadé
vertikdlniho systému je davkovana pferuSované s nutnosti vyuZiti Cerpadla a jiného
rozvodného zatizeni. Mimo jiné se vyuZivaji také kombinace vertikalniho a horizontalniho

systému. Typické uspofadani kofenové Cistirny je uvedeno na obr. 6.[107]
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Pritok

Obr. 6: Obvyklé uspotadani kofenové Cistirny odpadnich vod (1 — distribuéni zona, pf.
kamenivo, 2 — nepropustna bariéra, pf. polyethylen, 3 — filtra¢ni material, pt. Stérk, 4 —
vegetace, 5 — vyska vodni hladiny v kofenovém lozi, 6 — odtokova z6na shodna s distribu¢ni

zénou, 7 — sbérna drenaz, 8 — regulace vysky hladiny)[107].

Koftenové cCistirny odpadnich vod se pouzivaji celosvétoveé. V soucasnosti existuji uréita data
tykajici se vyskytu steroidnich latek v piipadé KCOV. Song a kol.[109] zjistili, Ze odstranéni
El, E2 a EE2 v umélych mokiadech s vertikdlnim pritokem zavisi na hloubce filtra¢niho loze
osazeného Phragmites australis, pti¢emz nejucinnéjsiho odstranéni bylo dosazeno v mélkém
moktadu pravdépodobné kvuli dobrému okysli¢eni vrstvy (rychlejsi acrobni biodegradace)
a zna¢né hustoté kofend v této ¢asti. Nejvyssi dosazend ucinnost odstranéni ¢inila 67,8 % =+
28,0 % pro E1, 84,0 % + 15,4 % pro E2 a 75,3 % £ 17,6 % pro EE2. Qiang a kol.[83] zjistili
zhruba 70% odstranéni E2 v 1été€ 1 v zimé&, zhruba 80% odstranéni E3 a az 85% odstranéni E1
v 16t (v zimé& kolem 60 %) v KCOV. Chen a kol.[110] zjistili snizeni mnoZstvi E2 ve vodé
v KCOV s vertikélni prittokem s naristem hydraulického rezidenéniho ¢asu (HRT). Pii HRT
27,5 h nedoslo k odstranéni E2 viibec, ale pfi HRT = 137,5 h doSlo ke snizeni mnoZzstvi
estrogenti 0 77 %. Cai a kol.[111] zjistili, ze kofenova ¢istirna S povrchovym tokem odstranila
z odpadni vody z mlékarny v Irsku 92 % androgenti. V CR se schopnosti KCOV odstranit
estrogeny, progesteron a testosteron z odpadnich vod zabyvali Vymazal a kol.[108]. Ke studiu
vybrali tfi umélé moktadni systémy s horizontalnim podpovrchovym tokem. Koncentrace E2
se na piitoku pro vybrané tii systémy pohybovala mezi 4 a 15 ng/l, pro E3 mezi 12 a 16 ng/I,
pro E1 mezi 28 a 56 ng/l a pro testosteron mezi 3 a 10 ng/l. Koncentrace vybranych

sledovanych sloucenin na odtoku byla zjisténa ve vétsing pripadi pod mezi stanovitelnosti.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metody
3.1.1 Pouzité chemicke latky

Pouzité chemické latky, jejich vyrobce a ¢istota jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1: Pouzité chemické latky, jejich vyrobce (dodavatel) a Cistota.

Chemikalie Vyrobce (dodavatel) | Cistota [%]
Dichlormethan Chromservis >999
Methanol J. T. Baker >998
Terc-butyl(methylether |Sigma-Aldrich >99,0
Ethylacetat Merck >99.8
Aceton Macron >99.8
Sylon-CT™ Sigma-Aldrich -
Toluen Merck >998
MSTFA I Sigma-Aldrich > 98,5
androstadiendion Steraloids -
boldenon Steraloids -
17-p -estradiol Dr.Ehrenstorfer 98,5
Cholesterol Sigma-Aldrich >99,0
Cholesterol d7 TRC 98,0
Ethanthiol Sigma-Aldrich >97,0
Jodid amonny Sigma-Aldrich >99,0
Siran sodny Sigma-Aldrich >99,0

3.1.2 Pristroje a pomiicky
Laboratorni sklo: vialky (objem 2 ml, 4 ml a 7 ml) se septy a vicky, inzerty, délicky (objem

500 ml), banky srdcovky (objem 50 ml a 250 ml), kadinky (objem 10, 25, 50, 100, 250, 300,
500 a 600 ml), nalevka, sklenény filtr Filpap o priméru 47 mm a tloust'ce 1,7 um, skelna vata,

Pasteurovy pipety.

Stojan se svorkami, laboratorni pétimistné vahy Boeco BBI-31, vortex VWR, zahtivaci blok
Stuart block heater SBH 130D/3, automatické davkovaci pipety BioPette?-YS firmy Labnet
(objem 2 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl), plastové $picky, rota¢ni vakuova odparka IKA
HBI10 basic, ultrazvukova lazen Powersonic 603 firmy Hwashin Technology, SPE kolonky
Oasis® HLB firmy Waters s 500 mg sorbentu, disky ENVI™ — 18 DSK o priméru 47 mm a
tloust'ce 0,6 mm s 500 mg sorbentu, extraktor k diskiim z Dilny UCHP AV, Praha 6, Suchdol,
vyrobnik deionizované vody Water purification systém firmy Thermo, deionizovand voda
s vodivosti 0,55 uS/cm, vyvéva KNF firmy Laboport, chromatograf Trace 1310 spojenym
s hmotnostnim detektorem TSQ 8000 Evo firmy Thermo Fisher Scientific, autosamplery
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AI/AS 1310 a Combi PAL, CTC Analytics, chromatograficka kolona DB-5MS, firmy Agilent,
o délce 30 m, vnitinim praméru 0,25 mm a tloust'ce filmu 0,25 um (Stacionarni fazi GC-kolony
tvofil 5% fenyl dimethylpolysiloxan), generator dusiku Genius 1022 firmy Peak Scientific
(Cistota >99,5 %).

Pro vyhodnoceni namétenych dat byl pouzit software Thermo Xcalibur vyrobce Thermo

Fisher Scientific Inc. ve verzi 3.1 a pro vypocty Microsoft Office Excel 2015.

3.1.3 Silanizace laboratorniho skla

Pro silanizaci skla bylo pouzZito silaniza¢ni ¢inidlo Sylon-CT™, tedy dimethyldichlorsilan
(DMDCS) v toluenu. Laboratorni sklo bylo naplnéno roztokem 5% DMDCS, kde byl
ponechan 15 minut. Poté byl DMDCS vylit a sklo bylo dvakrat promyto toluenem bez suseni.
Nasledné bylo sklo naplnéno methanolem (MeOH), ktery zde byl ponechan 15 minut. Poté

bylo jesté jednou promyto methanolem, a nakonec bylo vysuseno dusikem do sucha.

3.1.4 Priprava roztoku

3.1.4.1 Priprava zdsobnich roztoku
Ke studiu byly vybrany tfi analyty, konkrétné ADD, BOLD a E2. Tyto latky byly pfipraveny

jako smésny standard obsahujici stejné mnozstvi kazdé ze tii studovanych latek.

Ze zakoupenych standardi ADD, BOLD a E2 byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci
1 mg/ml. Zasobni roztoky standardi (ADD, BOLD, E2) byly pfipraveny do 7ml
silanizovanych vialek tak, ze byly navazeny na pétimistnych vahach ptiblizn¢ presné 4 mg
standardu a rozpustény ve 4 ml smési MeOH/toluen (1:1 obj.). Stejnym zpisobem byl
pfipraven zasobni roztok nedeuterovaného cholesterolu (CHOLned) o téze koncentraci.
Zasobni roztok deuterovaného cholesterolu (CHOLdA7) a 17-epitestosteronu (EPI)

0 koncentraci 1 mg/ml mi byl poskytnut, a proto jsem jej nepfipravovala.

Vsechny pfipravené zasobni roztoky byly skladovany v lednici pii teploté zhruba 2,9 °C po

dobu max. jednoho roku.

3.1.4.2 Priprava pracovnich roztokii pro ucely kalibrace
Smésny standard byl pfipraven ze zasobnich roztoki fedénim. Do 7ml silanizované vialky

bylo pfipraveno 5 ml roztoku o koncentraci 50 ng/ul tak, ze bylo napipetovano 250 pl
zasobniho roztoku od kazdého roztoku (ADD, BOLD, E2) zasobniho standardu (celkem tedy
750 pl) a 4250 pl toluenu. Ze smésného standardu byla ptipravena sada kalibra¢nich roztokt

o objemu 2 ml do 4ml silanizovanych vialek. Sada kalibra¢nich roztokt byly pfipravena
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v toluenu, jak je uvedeno vtab. 2. Nejnizsi koncentrace roztoku (0,1 a 0,25 ng/ul) byly
ptipraveny z roztoku o koncentraci 1 ng/ul, kterého bylo ztohoto divodu pfipraveno

dvojnasobné mnozstvi do 7ml silanizované vialky.

Tab. 2: Schéma piipravy sady kalibra¢nich roztokl ze smésného standardu.

Roztok Smésnyst.| Toluen Celkem
¢ (ng/ul) V1 () V2 () V (1)
0.1 200 1800 2000
0.25 500 1500 2000
1 80 3920 4000
3 120 1880 2000
6 240 1760 2000
12 480 1520 2000
24 960 1040 2000

Kromé sady kalibra¢nich roztokd byly ptfipraveny vnitini standardy (ISTDs), konkrétné
nedeuterovany cholesterol (CHOLned), deuterovany cholesterol (CHOLd7) a epitestosteron
(EPI) kazdy o koncentraci 10 ng/ul tak, ze byl nejprve fedénim pfipraven roztok o koncentraci
50 ng/ul ze zasobniho roztoku téchto standardli a az poté fedénim roztok o koncentraci

10 ng/pl.

Vsechny pfipravené pracovni roztoky byly skladovany v lednici pii teploté zhruba 2,9 °C

po dobu max. jednoho roku stejné jako roztoky zasobni.

Zvlast byl ptipraven vzorek o koncentraci 3 ng/ul uréeny k obohacovani stanovovanych
analyti do vody stejnym zpisobem jako roztok o dané koncentraci v tab. 2 s tim rozdilem, Ze

k fedéni byla pouzita smés MeOH/toluen (1:1 obj.).

3.1.4.3 Priprava kalibracnich roztoku a derivatizace
V ptipad¢ kalibrac¢nich roztokit bylo do 200ul silanizovanych inzertd ve vialkach

napipetovano 70 pl ptipraveného kalibra¢niho roztoku, ke kterému bylo pfidano 35 ul roztoku
cholesterolu (ISTD) o koncentraci 10 ng/ul (v ptipadé SPE (disky) jesté stejné mnozstvi
epitestosteronu a u realnych vzorka i CHOLA7).

Nasledné¢ byl vzorek odfoukan proudem dusiku do sucha pii teploté 20 az 25 °C a do inzert
bylo napipetovano 100 pl derivatiza¢niho ¢inidla MSTFA II misto pivodnich planovanych
70 pl, protoze autosampler méfticiho pfistroje by pfi tak nizkém objemu nenabiral vzorky
k méfeni. Z tohoto diivodu doslo k natedéni vzorku z tab. 2, diky ¢emuz byla ziskana sada

kalibra¢nich roztoka o koncentracich (0,07; 0,175; 0,7, 2,1; 4,2, 8,4 a 16,8) ng/ul.
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Pripravené kalibracni roztoky byly skladovany v lednici pfi teploté¢ 2,9 °C a pouzivany

k mé&feni max. po dobu 14 dnd.

Vialky s inzerty obsahujicimi vzorky v derivatiza¢nim ¢inidle byly umistény do zahtivaciho
bloku. Smési byly zahtivany 60 minut pfi teploté 65 °C. Poté byly vialky se vzorky vyjmuty
a ponechany pfti laboratorni teploté, aby této teploty dosahly.

Pro derivatizaci sady kalibra¢nich roztokd, pfipravenych vzorki i vzorku realnych, bylo
pouzito ¢inidlo N-methyl-(N-trimethylsilyl)-trifluoracetamid aktivované jodidem amonnym
s ethanthiolem (MSFTA I1). Vzhledem ktomu, Ze derivatiza¢ni ¢inidlo neobsahovalo
trimethylethanthiol a jodid amonny, musely byt do zakoupené Sarze derivatizacniho ¢inidla
tyto latky pfidany pted jejich pouzitim. Do 5 ml MSTFA II bylo pfidano 10 mg jodidu

amonného a 30 ul ethanthiolu.

Ke studiu zakoncentrovani tii stanovovanych analyti byly vybrany tfi metody extrakce,

konkrétné extrakce LLE, SPE na kolonkach a SPE na discich.

3.1.5 Postup extrakce z kapaliny do kapaliny

Do silanizované délicky bylo nalito 0,5 1 deionizované vody. Pod hladinu vody bylo
napipetovano 100 pl roztoku o koncentraci 3 ng/ul (ptipraveny roztok uréeny k obohacovani).
Nasledné byl vzorek extrahovan 30 ml dichlormethanu (DCM) 15 minut, ponechan
10 minut stat a ¢ast s rozpoustédlem odebrana do kadinky. Toto vytfepavani se 30 ml DCM
bylo provedeno celkem tfikrat, tedy v pfipad¢ jedné délicky se ziskalo 90 ml DCM
se vzorkem. Do stojanu byla poté pfipravena nalevka, do které byla umisténa skelna vata,
na kterou bylo nasypano malé mnozstvi vyzihaného siranu sodného. DCM byl po vytiepani
ptefiltrovan ptes vyzihany siran sodny do silanizované barnky srdcovky a barika umisténa
na rota¢ni vakuovou odparku. Po odpafeni DCM byl vzorek kvantitativné pteveden do 2ml
silanizované vialky smési MeOH/toluen (2:1 obj.) (3*0,5 ml + 200 pl) a bylo pfidano 35 pl
cholesterolu (ISTD).

Smés byla odfoukana dusikem, bylo pfidano 100 pl derivatiza¢niho ¢inidla MSTFA I
aktivované¢ho 0,2% NHa4l s ethanthiolem a vzorek byl derivatizovan 60 minut pfi teploté
65 °C. Derivatizované vzorky byly z vialek pievedeny do silanizovanych inzerti umisténych

ve vialkach a zmétfeny na GC-MS.
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3.1.6 Postup extrakce pevnou fazi (kolonky)

Bylo zvazeno pét kolonek (v dalSich pokusech ¢tyii, ponévadz jedna kolonka slouzila jako
slepy vzorek) a hodnoty zapsany. Kolonky byly promyty 2krat 4 ml terc-butyl(methyl)etheru
(MTBE), 2krat 4 ml methanolu (MeOH) a 2krat 4 ml deionizované vody. Hned poté, aby
kolonky nevyschly, bylo aplikovano 0,5 1 vzorku pfipraveného tak, Zze do 0,5 1 deionizované
vody bylo napipetovano pod hladinu 100 ul vzorku o koncentraci 3 ng/ul (pfipraveny roztok
urceny k obohacovani), vyjma paté kolonky, ktera slouzila jako slepy vzorek, a proto do ni
steroidy nebyly pfidany. Nasledné byly kolonky suseny do sucha za snizeného tlaku (pomoci

vyvévy) do piivodni hmotnosti.

Zachyceny vzorek byl extrahovan 16 ml smési MeOH/MTBE (1:9 obj.) a v druhém kroku
extrakce 16 ml MTBE do 25ml silanizovanych ban¢k srdcovek. Z téchto banék byla
rozpoustédla odpafena na rotac¢ni vakuové odparce a vzorky byly kvantitativné prevedeny
do 2ml silanizovanych vialek smési MeOH/toluen (1:1 obj.) a bylo ptidano 35 pl cholesterolu
(ISTD). Smés byla odfoukana dusikem, pfidano 100 pl derivatizaéniho ¢inidla MSTFA 11
aktivovaného 0,2% NHsl s ethanthiolem a vzorky byly derivatizovany 60 minut pii teploté

65 °C. Nakonec byly vzorky zméfeny pomoci GC-MS.

TentyZz postup byl zopakovan pro extrakci analytd s vyuZzitim 16 ml smési aceton
(Ac)/ethylacetat (EtAc) (10:3) a 16 ml ¢istého acetonu v druhém kroku extrakce, soucasné

s tim, ze prekondicionace diskt prob&hla s 8 ml Ac, 8 ml EtAc a 8 ml deionizované vody.

3.1.7 Postup extrakce pevnou fazi (disky)

Extraktor a jeho c¢asti (obr. viz Foreman[47]) byly promyté MTBE, MeOH a deionizovanou
vodou. Extrakéni disky byly pied aplikaci obohacenych vzorkt promyty 40 ml MTBE, 40 ml
MeOH a 40 ml deionizované vody. Do kadinek bylo do 0,5 1 deionizované vody napipetovano
200 pl vzorku o koncentraci 3 ng/ul (pfipraveny roztok uréeny k obohacovani). Vzorky byly
nasledné nalité do extraktoru s diskem. Poté byly disky suSeny do sucha za sniZené¢ho tlaku
(pomoci vyvévy) do piivodni hmotnosti. Eluce byla provedena 40 ml smési MTBE/MeOH
(9:1 obj.) do 250ml silanizovanych ban¢k srdcovek. Nakonec byla smés odpafena na rotaéni
vakuové odparce a kvantitativné pfevedena do 2ml silanizovanych vialek (3*0,5 ml + 200 pl),
do kterych bylo ptidano 35 pl CHOLned, 35 pl EPI (a navic 35 ul CHOLd7 v pfipad¢ realnych
vzorkid). Smés byla odfoukana dusikem, ptfidano 100 pl derivatiza¢niho ¢inidla MSTFA 11
5 0,2% NHa4l a ethanthiolem a vzorky byly derivatizovany 60 minut pii teploté 65 °C. Nakonec
byly vzorky zméfeny pomoci GC-MS.
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Tentyz postup byl zopakovan pro extrakci analytd s vyuzitim 40 ml smési Ac/EtAc (10:3 obj.)
a 40 ml cistého acetonu v druhém kroku extrakce, soucasné s tim, ze prekondicionace diski

probéhla se 40 ml Ac, 40 ml EtAc a 40 ml deionizované vody.

3.1.8 GC-MS analyza
Vsechny vzorky obsahujici analyty, ptfipadné jiné vzorky, v derivatizacnim c¢inidle byly

analyzovany pomoci plynové chromatografie spojené s hmotnostnim detektorem.

Staciondrni fadzi GC-kolony tvofil 5% fenyl dimethylpolysiloxan. Jako nosny plyn bylo
pouzito helium o Cistoté¢ 99,999 % pfi konstantni rychlosti toku 1 ml/min. Nastfik vzorku se
odehraval ve split splitless médu, pocateéni teplota ¢inila 130 °C a teplota transfer line byla
275 °C. Teplota iontového zdroje byla udrzovana na 250 °C. Ionizaénim moédem byla ionizace

elektronova (EI) pfi energii elektronti 70 eV.
Byl pouzit teplotni program uvedeny v tab. 3.

Tab. 3: Teplotni program GC-MS.

Rychlost | Teplota | Doba vydrze
°C/min °C min
Pocatek 130 1
1 25 235 0
2 2 265 0
3 5 290 0
4 20 315 3

Hmotnostni detekce probihala v rozsahu hmot m/z 50 — 650 (full scan), v SIM moédu (vybrané
m/z v tab. 4.) a v SRM moédu (data nakonec nebyla pro vypocty vytéznosti vibec pouzita,

tudiz zde neuvadim pro tento mod prechody).

Tab. 4: Vybrané ionty pro jednotlivé stanovované analyty v SIM modu.

Slouéenina m/z iontll
ADD 191, 206, 323, 428
BOLD 191, 206, 325, 430
E2 232, 285, 416
CHOLned |329, 368, 458
CHOLd7 363

Vsechny tfi druhy skent (full scan, SIM, SRM) byly méfeny v jedné metod¢ u LLE a SPE
(kolonky), v ptipad¢ SPE (disky) byly vSechny tii druhy skenli méteny ve tfech metodach

(metoda vytvotena zvlast’ pro kazdy druh skenu).
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Data z GC-MS byla zpracovana vytvofenou metodou vyhodnoceni S automatickou integraci
pikt v pfipad¢é dat ze SIMu a rucni integraci pika Vv piipad¢ full-scanu. Z regresni rovnice
ziskané vynesenim pomeéru integrovanych ploch roztokti a vnitiniho standardu kalibra¢nich
roztoktl a jednotlivych koncentraci do grafu byla nasledné vypoctena vytéznost extrakce

Vv ptipadé€ obohacenych vzorki a pak i koncentrace steroidnich latek ve vzorcich realnych.

Pro analyzu stanovovanych analytdi zchromatogrami byly vybrany ionty

na zékladé tab. 4 nejen na zaklad¢ jejich intenzity, ale také na zdkladé jejich mozného vyskytu
V jinych slouc¢eninach. Pii zpracovani vysledki v piipadé pouziti dat naméfenych v SIM modu
byly pouzity ionty 206 pro ADD i pro BOLD, pro E2 416, pro CHOLned 368 a pro CHOLd7
hmota 363.

3.1.9 Redlné vzorky
Vzorky, na které byla aplikovana vybrana optimalizovana metoda, byly odebrany z KCOV

Libni¢ do 21 plastovych lahvi. Vzorky byly odebrany 18. 10. 2016. Rychlost odpadni vody
na odtoku ¢inila 1,44 m*/h a na ptitoku 2,25 m3/h. Odebrané vzorky byly po odbéru umistény
do mraznicky pfi teploté zhruba -17,5 °C pted zpracovanim, aby se zabranilo biodegradacnim
procestm pied jejich samotnym zpracovanim. Samotné vzorky byly zpracovany v rozmezi dat

25.11. az 2. 12. 2016.

Vzorky byly rozmrazeny (voda z odtoku v lednici, voda z pfitoku pfi laboratorni teplote)
a nasledoval postup popsany v kapitole Postup extrakce pevnou fazi (disky). Vzhledem
ke znaéné komplexnosti matrice odpadni vody zKCOV bylo nutné pfed samotnym
zakoncentrovanim vzorku na disku, umistit nad disk sklenény filtr (Filpap o praiméru 47 mm
atloust'ce 1,7 um), aby byly zachyceny ty nejvétsi necistoty a zamezilo se tak ucpani pouzitych
diski. Vzhledem ktomu, ze na pouzitych filtrech by mohlo dojit k zachytu nami
stanovovanych analytl, byly i tyto extrahovany stejné jako vzorek z diskt 40 ml smési

MTBE/MeOH (9:1 obj.).

Pro extrakci analyt byl filtr umistén do kadinka se 40 ml smési a kadinky byla umisténa
do ultrazvuku na dobu 15 minut. Poté bylo rozpoustédlo s extrahovanymi analyty
prefiltrovano ptes vyzihany siran sodny do silanizované baiiky srdcovky s analyty

extrahovanymi z disku.
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3.1.10 Validace metody

Ke zhodnoceni vSech aspektt, které by mohly negativné ovlivnit analyzu, je potieba vzit
Vv potaz parametry tykajici se validace metody. Ke hodnoceni validity metody byly pouzity
nasledujici parametry: linearita, mez detekce pfistroje pro dany analyt (IDL), mez
stanovitelnosti pristroje pro dany analyt (IQL), spravnost a ptfesnost na zakladé relativni

vytéznosti a relativni smérodatné odchylky (RSD).

Linearita kalibra¢ni pfimky byla hodnocena pomoci koeficientu determinace (R?) a QC
koeficientu. IDL a IQL byly vypoc¢teny z poméru signalu a Sumu (S/N) zjisténého pro nejnizsi
naméfenou koncentraci pro stanovované analyty z chromatogramu. Spravnost
a presnost pak byla stanovena na zakladé zjisténych vytéznosti stanovovanych analytd a jejich

absolutnich a relativnich smérodatnych odchylek (SD a RSD).
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3.2 Vvsledky a diskuze

Vysledky této diplomové prace lze rozdélit na nékolik casti: validaci kalibra¢ni ptimky,
optimalizaci samotné extrakéni metody vcetn¢ derivatizace vzorkl, extrakci z kapaliny
do kapaliny, extrakci pevnou fazi (kolonky), extrakci pevnou fazi (disky) a extrakci

stanovovanych analytli v redlnych vzorcich (SPE disky).

Retenéni ¢as jednotlivych stanovovanych steroidnich slou¢enin, pro optimalizovanou metodu

extrakce SPE disky, je uveden v tab. 5.

Tab. 5: Reten¢ni ¢asy studovanych steroidnich latek pro SPE disky.

Pik Slouc¢enina | Reten¢ni ¢as [min]
1 ADD 14.58
2 BOLD 14.94
3 E2 15.25
4 CHOLned 24.65
5 CHOLd7 24.53

VSechny tfi stanovované latky vcetné vnitiniho standardu bylo moZné stanovit u LLE, SPE
kolonek i1 SPE diskti v SIM modu (piipadné full-skenu) (ptiklad chromatogramu v ptiloze p1).
Na zaklad¢ rozliseni (R) piki z tab. 6 Ize fici, ze pro stanovované analyty (ADD, BOLD a E2)
je chromatografické separace latek dostate¢na. V piipadé CHOLned a CHOLA7 je vidét, Ze
rozliSeni je nedostatecné. Vzhledem k tomu, Ze CHOLd7 byl uZit jen v pfipadé méfeni
redlnych vzorka a také proto, Ze vysledky byly hodnoceny v SIMu vybérem konkrétniho m/z,

toto nedostate¢né rozliSeni nebranilo v hodnoceni vysledk.

Tab. 6: Vypoctené hodnoty rozliSeni analytu.

Analyty R?
ADD/BOLD 3.6
BOLD/E2 2.8
CHOLned/CHOLd7 0.8
4R ozliSeni.
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3.2.1 Validace kalibracni primky
Pii validaci kalibra¢ni p¥imky byly hodnoceny koeficient determinace (R?) a QC koeficient,

které jsou uvedeny v tab. 7.

Tab. 7: Koeficient determinace a QC koeficient vypocteny na zakladé¢ naméfené kalibracni

piimky pro 7 koncentra¢nich trovni.

Parametr ADD BOLD E2
R? 0.9789 0.9830 0.9893
QC [%] 9.20 6.68 15.52

Z tab. 7 je vidét, ze koeficient determinace spliiuje podminku nutnou, ackoliv ne postacujici
Vv piipad¢ pouziti linearni zavislosti pro kvantitativni analyzu pro BOLD a E2. Pro ADD tato
podminka splnéna neni, ponévadz hodnota by méla byt R%>0,9800[80]. QC koeficient by

nem¢l byt vétsi nez 5 %[80]. Toto kritérium neni bohuzel splnéno v ani jednom piipadé.

I ptes nepfili§ uspokojivy vysledek linearity kalibracni pfimky, byla tato pouzita, ponévadz
kalibra¢ni kiivky byly pfipravovany nékolikrat a pfes veSkerou snahu se nepodatilo dosahnout

uspokojivych vysledk, co se ty¢e hodnoceni linearity ptimky.

V této kapitole také uvadim také mez detekce ptistroje (IDL) a mez stanovitelnosti pfistroje
(IQL) pro dany analyt, které jsou nezbytné pro zjisténi toho, zda nami méfena nejnizsi
koncentrace analytu je jesté stanovitelna. Vypoctené hodnoty IDL a IQL jsou na zakladé
nejméné koncentrovaného kalibra¢niho bodu a poméru signalu/Sumu (S/N) z chromatogramu

uvedeny v tab. 8.

Tab. 8: Vypoctené hodnoty IDL a IQL pro dany analyt.

0.07 [ng/ul] ADD BOLD ESTR
S/N 47 118 101

IDL [ng/ul] 0.004 0.002 | 0.002

1QL [ng/ul] 0.015 0.006 | 0.007

Z tab. 8 je patrné, Zze IDL a IQL hodnoty jsou niZsi, neZ jaka je hodnota koncentrace nejméné
koncentrovaného roztoku (0,07 ng/ul) kalibra¢ni ptimky. Lze tedy fici, ze kalibra¢ni pfimka

je v rozsahu hodnot stanovitelnych danym pfistrojem.
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3.2.2 Optimalizace metody

Ke stanoveni analyti vodpadni vod¢ byla vybrand extrakéni metoda SPE
na discich, protoZze ziskané vytéznosti byly ve srovnani s LLE a SPE (kolonky) jednak
spravnéjsi z hlediska analytického hodnoceni dat, za druhé kvili vétSimu povrchu diskt, a tim
snizeni pravdépodobnosti rychlého ucpani diskd vlivem komplexni matrice odpadni vody (viz
dale). Jako extrak¢ni ¢inidlo bylo pii optimalizaci postupu extrakce pouzito v prvnim piipadé
prvniho kroku extrakce 40 ml smési Ac/EtAc (10:3 obj.) a druhého kroku extrakce 40 ml
¢istého acetonu. Z vysledkl vsak vyplynulo, Ze elucni sila acetonu v piipad¢ stanovovaného
E2 je nedostatec¢na v piipad¢ SPE diskti, na rozdil od kolonek. Z tohoto diivodu byly analyty
z realnych vzorkd eluovany Vv prvnim kroku extrakce 40 ml smé&si MTBE/MeOH (9:1 obj.)
a vV druhém kroku extrakce ¢ist¢ 40 ml MTBE.

Derivatizace po dobu 60 min pfi teploté 65 °C byla zjiSténa pro ndmi vybrané stanovované
analyty jako dostate¢na. V prabéhu optimalizace metody vsak bylo zjisténo, ze derivatizované
steroidni latky ADD a BOLD jsou ve srovnani s E2 velmi nestabilni, a nejsou-li pro dalsi
mefeni  ponechdny v derivatizaénim  ¢inidle, dochdzi kjejich rychlému rozkladu,
pravdépodobné na plivodni nederivatizované slouceniny. Z tohoto divodu byly vzorky

se stanovovanymi analyty méfeny pfimo v derivatiza¢nim cinidle.

Koneéna kvantifikace jednotlivych analyti, v ptipadé obohacenych i realnych vzorku, byla
provedena na zaklad¢ kalibra¢ni ptimky Kkonstruované v rozsahu koncentraci, které lze
ofekavat v zakoncentrovanych extraktech (viz ~ Ptiloha 2, kalibracni kiivka
pro optimalizovanou metodu SPE (disk)) s vnitinim standardem cholesterolem (deuterovanym
i nedeuterovanym), ktery byl pfidan nejen do vzorku kalibracni kiivky ale i do vzorkd
obohacenych a redlnych. Kalibra¢ni kiivka byla konstruovana pro kazdy stanovovany analyt,
a to vynesenim koncentrace kalibra¢nich roztokti proti poméru integrovanych ploch roztoki

a vnitfniho standardu a koncentrace.

3.2.3 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Vypoctené primérné hodnoty relativni vytéZnosti metodou LLE pro pét vzorkl (analyty
extrahované DCM) jsou uvedeny v tab. 9. Vzhledem k tomu, Ze zakoupené analyty nebyly
derivatizované, je nutno fici, Ze se v tomto ptipade¢ jedna o vytéznosti relativni, tzn., Ze vytézek
neni omezen pouze vytéznosti metody samotné a detekci ptistroje, ale 1 derivatizaci samotnou

(totéz plati pro vytézky ostatnich extrakci).
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Tab. 9: Vypoctena relativni vytéznost LLE pro jednotlivé analyty pro 5 vzorkd.

Yﬂj;"c‘:\;t ADD[%] | BOLD[%] | E2[%]
1 161.9 883 263.5
2 112.7 113.9 97.9
3 18.2 216 951
4 933 66.5 73.7
5 103.3 79.2 104.3

Na zakladé vysledku z tab. 9 je patrné, Ze metoda je nespravna a nepiesna.

Neptesné a nespravné vysledky z tab. 9 pravdépodobné souvisi jednak s ne tpIné uspokojivou
derivatizaci v ptipadé¢ ADD a BOLD, matri¢énim efektem a ptipadné dalSimi vlivy (lidsky
faktor, chyba pristroje). Z namétenych MS spekter byly navic zjistény nestandardni poméry
vybranych méfenych hmot, a proto by problém mohl byt zptisoben samotnou ionizaci. Mimo

jiné se také zvazoval negativni vliv méfeni full-scanu, SIM a SRM mddu v jedné metodé.

Obecné pro vSechny metody pouzité béhem experimentl plati ndsledujici mozné zdroje chyb:
nedostate¢na linearita kalibraéni piimky, nevhodny zpiisob extrakce, nedostate¢na
derivatizace, pfipadné vznik jinych produkti nez ocekévanych v prubéhu derivatizace, vliv

interference jinych latek, matri¢ni efekt a stabilita vzorku.

Vzhledem k nepfesnosti a nespravnosti metody, dale velké spotiebé toxickych rozpoustédel
a znacné Casové naro€nosti, nebyla tato metoda pouzita pro extrakci analytil z readlnych vzork.
Vysledky extrakce nebylo ani mozno zhodnotit S jinymi publikacemi, ponévadz se metoda
LLE pro zakoncentrovani steroidnich latek z vod prakticky nepouziva, coz je ostatné uvadéno

i v literatute[8].

3.2.4 Extrakce pevnou fazi (kolonky)
Pro extrakci analytd na kolonkach Oasis® HLB byly pouzity dva druhy rozpoustédel, jak bylo

zminéno vyse v kapitoly Materidly a metody. V prvnim piipadé byla k eluci pouzita smés
MTBE/MeOH (9:1 obj.) v prvnim kroku extrakce, v druhém kroku extrakce pak pouze ¢isté
MTBE. Vysledné vypoctené relativni vytéznosti, SD a RSD 8 vzorkl pro jednotlivé analyty

na zaklad¢ kalibra¢nich pfimek jsou uvedeny v tab. 10.
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Tab. 10: Vypoctena relativni vytéznost SPE (kolonky) 8 vzorku pro jednotlivé analyty, SD
a RSD.

Vyteznost SPE |\ r% | BowD[%) | E2[%]
kolonka/MTBE

1 194.0 170.2 123.9

2 159.6 147.4 1215

3 180.6 166.6 111.4

4 170.2 133.9 64.0

5 1785 131.2 60.3

6 2232 1975 93.2

7 186.0 165.1 881

8 1323 111.1 101.1

Priimérnd vytéinost| 178.1 152.9 95.4

sD? 23.2 241 212

RSD [%]° 13.0 15.8 2.2

8Smeérodatna odchylka v %.

PRelativni smérodatna odchylka v %.

Na zaklade¢ tab. 10 je vypoctena relativni vytéznost ADD (178 + 13) %, BOLD (153 + 16) %
aE2 (95+22) %. Ackoliv jsou vysledky ve srovnani s LLE podstatné pfijatelnéjsi, neni metoda
stale spravna. Metodu pro zadny stanovovany analyt nelze povazovat ani za piesnou,

ponévadz vypoctena RSD je vyssinez 10 %.

Z tab. 10 je patrné zna¢né nadhodnoceni vytéznosti dané metody pro ADD a BOLD, coz muze
byt zplsobeno, jak bylo zminéno u extrakce LLE problémem s ionizaci v pfistroji
a nedostatecné linedrni kalibra¢ni pfimkou, kterd mohla vést k nespravné smérnici a tim
negativné ovlivnit vysledky, a méfenim tii druhl skent v jedné metod¢. Na zaklad€ obtizné
derivatizace keto skupin (moznost vzniku izomert, vedlejSich nespecifikovanych produktt),
jak se uvadi v literature[50] by méla byt vytéznost spise nizsi, nikoliv vyssi. Z tohoto divodu
je usuzovano, ze problém by mohl byt zplisoben problémem s ionizaci, ptipadné nespravnou

smérnici primky.
Vypoctena relativni vytéZnost SPE (kolonky) a jeji odchylky pro stanovované steroidni latky,

kde k eluci byla pouzita smeés Ac/EtAc (10:3 obj.) v prvnim kroku a Cisty aceton v kroku

druhém je uvedena v tab. 11.
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Tab. 11: Vypoctena relativni vytéznost SPE (kolonky) pro jednotlivé analyty, SD a RSD.

e | woows [sowra | ars
1 257.0 211.4 101.9
2 230.2 225.6 119.7
3 257.7 217.1 117.3
Primérna vytéZnost| 248.3 218.0 113.0
sD? 12.8 5.8 7.9
RSD [%]" 5.2 2.7 7.0

aSmeérodatna odchylka v %.

PRelativni smérodatna odchylka v %.

Z tab. 11 je patrné, Ze relativni vytéznost ¢ini pro ADD (248 + 5) %, BOLD (218 +3) % aE2
(113 + 7) %. Na zaklad¢ tab. 11 je metoda pro vSechny analyty nespravna, ale soucasné je

pro vSechny analyty piesna.

Pro ADD a BOLD, u nichz je stejné jako v pfedchozim pfipadé vytéznost znacné
nadhodnocend, bude vysledek pravdépodobné ovlivnén stejnymi vlivy jako u SPE (kolonky)
S MTBE (nedostatecné linearni kalibra¢ni pfimka, problém s ionizaci apod.), ponévadz
pfi méfeni byla pouzita stejna kalibracni ptimka a vzorky byly méteny za sebou bez vétsiho

¢asového odstupu.

Zhou a kol.[76] pouzili metodu SPE (kolonky) se stejnym sorbentem pro stanoveni E2
ve vodach zCOV pomoci GC-MS, ale sderivatizaénim ¢inidlem BSTFA/TCMS
(trimethylchlorsilan)/TMSI  (trimethylsilylimidazol), s elu¢nim ¢inidlem MTBE/MeOH
(9:1 obj.) a zjistili vytéZnost pro obohaceny vzorek mezi piiblizné 70 a 120 %. Relativni
vytéznost E2 v mém pokusu s jinym derivatizatnim ¢inidlem odpovida tedy tomu, co bylo
zjisténo v literature, 1 kdyz s mirné odliSnymi podminkami (jiné derivatiza¢ni ¢inidlo, jiné
mnozstvi vzorku k obohaceni). Da se ptedpokladat, ze modifikaci podminek méfeni a
podminek extrakce (mnoZstvi pouzitého vzorku k zakoncentrovani) by metoda stejné jako

SPE (disky) mohla byt pouZita ke stanoveni vSech tii analyt ve vodach.

3.2.5 Extrakce pevnou fazi (disk)
Pro extrakci analyti na discich s fazi C-18 byly pouzity dva druhy rozpoustédel, jak bylo

zminéno vyse v kapitoly Materidly a metody (stejn¢ jako u SPE kolonek). V prvnim ptipadé

byla k eluci pouzita smés MTBE/MeOH (9:1 obj.) v prvnim kroku extrakce, v druhém kroku
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extrakce pak pouze ¢ist¢ MTBE. Vysledné vypoctené relativni vytéznosti, SD a RSD 4 vzorkl
pro jednotlivé analyty na zakladé kalibra¢ni pfimky jsou uvedeny v tab. 12.

Tab. 12: Vypoctena relativni vytéznost SPE (disky) 4 vzorku pro jednotlivé analyty, SD a
RSD.

V;LeEZZ;SI‘:/i;’TkB”;” ADD [%] |BOLD [%]| E2[%]
1 78.7 79.8 77.2

2 78.4 81.1 80.5

3 50.4 61.4 72.9

4 97.7 9.4 77.7
Primérna vytéinost 76.3 79.7 77.1
sD® 16.9 12.4 2.7

RSD [%]° 2.1 15.6 3.5

8Smeérodatna odchylka v %.

PRelativni smérodatna odchylka v %.

Vypoctena relativni vytéznost z tab. 12 je pro ADD (76 = 22) %, pro BOLD (80 + 16) % a pro
E2 (77 £ 4) %. Na zaklad¢ tab. 12 je metoda SPE (disky) na zakladé primétné vytéznosti
nespravna. Pro E2 je tato metoda piesna, pro ADD a BOLD vsak nikoliv.

Ke zlepSeni vysledkl (realngjsi vytéznosti, niz§i RSD) mohlo pfispét méfeni jednotlivych
skent (full scan, SIM, SRM) v odd¢lenych metodach méfeni, diky ¢emuz byl stroj méné
zatizen ve srovnani s predchozimi vysledky extrakci LLE a SPE (kolonky). Vysledky vSak
pfesto nejsou dostateCné uspokojivé. Jednim z divodu miize byt nedostate¢na linearita
kalibra¢ni pfimky, pfi¢emz zanesena chyba mohla byt zptisobena problematickou derivatizaci
(obzvlasté u ADD a BOLD), pfipadné lidskym faktorem nebo nestabilitou méfticiho pfistroje.
Z tab. 12 je vSak vidét, Ze se vysledky ptiblizuji hodnotam pro spravnost metody (vytéznost
80-110 %). Ptesnost metody je dosazena u E2 a blizi se optimalni hodnot¢ u BOLD
(RSD<10 %).

Vzhledem ke sloZité matrici odpadni vody by se kolonky SPE mohly rychle zanést koloidnim

a partikulovanym materidlem, a pak by bylo nutno provést vicendsobnou extrakci SPE

kolonek, jak uvadi Kelly[112]. Z tohoto divodu se disky diky vétsimu povrchu jevi jako

vhodna metoda, aby se zabranilo rychlému zaneseni sorbentu a tim zablokovéani extrakce.

Vzhledem k nedostatku ¢asu, a tedy nemoznosti zopakovat piedchozi extrakce, u kterych

nebyly ziskany vysledky, jez by se do ur€ité miry blizily vysledkim pfesnym a spravnym
33



z analytického hlediska pro kvantitativni analyzu, bylo rozhodnuto na zékladé vSech vysledk,
ze se tato metoda s MTBE jako elu¢nim ¢inidlem pouzije pro extrakci analytli z redlného
vzorku odpadni vody KCOV. Kelly[112] pouzil extrakci na discich pomoci GC-MS, ale
s jinym derivatiza¢nim ¢inidlem, k zakoncentrovani E2 a po optimalizaci metody dosahl

vytéznost 99 % pro E2.

Vypoctena relativni vytéznost SPE (disky) a jeji odchylky pro stanovované steroidni latky
pro 4 vzorky, kde k eluci byla pouzita smés Ac/EtAc (10:3 obj.) v prvnim kroku a ¢isty aceton

Vv kroku druhém je uvedena v tab. 13.

Tab. 13: Vypoctena relativni vytéZnost SPE (disky) 4 vzorkil pro jednotlivé analyty, SD
a RSD.

Vytéinost pokusu ADD [%] |BOLD [%]| E2[%]
SPE disk/aceton
1 61.9 60.7 11.9
2 78.3 79.7 10.6
3 62.9 63.2 57.0
4 82.7 77.4 11.3
Primérna vytéinost| 71.4 70.2 22.7
SD? 9.2 8.4 19.8
RSD [%]° 12.9 12.0 87.2

a8Smeérodatna odchylka v %.

bRelativni smérodatna odchylka v %.

Vypoctena relativni vytéznost z tab. 13 je pro ADD (71 + 13) %, pro BOLD (70 + 12) % a pro
E2 (23 = 87) %. Na zakladé tab. 13 lze fici, ze pro vSechny stanovované analyty je metoda

nepfesnd a nespravna. Navic je z tabulky patrné, ze elucni sila je v ptipad¢ E2 nedostatecna.

V ptipadé E2 je neuspokojivy vysledek dan pravdépodobné tim, zZe aceton neni vhodny jako
elucni rozpoustédlo pro eluci E2 z diskli (disky obsahuji sorbent odliSny od sorbentu SPE
kolonek, a proto je mozné, aby vytéznost E2 u SPE kolonek byla pii eluci acetonem vyssi).
Nizsi vytéznosti ADD a BOLD pravdépodobné souvisi s problematickou derivatizaci keto

vvvvvv

z literatury jiz znama[50].
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3.2.6 Realné vzorky — extrakce pevnou fazi (disk)

V tab. 14 jsou uvedeny velikosti ploch pikd pro jednotlivé stanovované steroidni latky

pro kalibraéni piimku a realné vzorky z KCOV (odtok, ptitok).

Tab. 14: Plochy pikl stanovovanych analyti ziskané integraci pikti v chromatogramu.

¢ (ng/wl) | A (ADD) |A (BOLD)| A (E2) |A (CHOId?)

0.07 75623 117724 53023 2065796
013 | 203964 | 318699 30170 2007161
070 | 1155624 | 1832564 | 733486 | 1996207
2.10 18576 29075 23440 13116

420 | 8842343 | 13544604 | 4732132 | 2001054
8.40 | 10265566 | 30449249 | 9093353 | 2036224
16.80 | 54499225 | 88258310 | 24537913 | 1931596

Vzorek | A* (ADD) |A (BOLD)| A (E2) |A (CHOId7)
01° | 4551043 | 484112 11796 1424010

02 1793701 409220 732 745510
03 700877 175150 20111 568827
04 129562 0 10538 407279

Vzorek | A*(ADD) |A (BOLD)| A (E2) |A (CHOId7)
p1° 41000 18725 662 24057
P2 1567 3415 97 2785

aPlocha piku z chromatogramu pro sadu kalibraénich roztoki pro stanovované analyty a pro analyty
stanovované v realnych vzorcich ziskana jeho integraci.

bRealny vzorek vody z odtoku z KCOV.

°Realny vzorek vody z ptitoku z KCOV.

V tab. 14 je vidét, Ze u mnohych vzorkt je plocha piku mensi nez u nejnizsi koncentrace

kalibra¢ni pfimky, a proto v takovém piipadé neni moznost vypocitat zjist€éné koncentrace.

V piipadé napiiklad plochy piku ADD (BOLD) u odtoku je naopak v nékterych piipadech
plocha piku vétsi, coz je zpusobeno tim, Ze integrace pikd byla provedena metodou
vyhodnoceni s automatickou integraci pikt, kde bylo nastaveno vétsi rozmezi reten¢niho casu
danych pika, aby piky byly integrovany i v ptipad€ urcitého posunuti ocekévaného retencniho
¢asu. Vzhledem k tomu, ze matrice odpadni vody je pomérné komplexni, bylo zji§téno
na zaklad¢ hmotnostnich spekter, Ze zjiSténé integrované piky neobsahuji vybrané poméry
m/z, které by mély byt, a tudiz se nejednalo o stanovované analyty. V ptipadé dvou vzorkl
odpadni vody z ptitoku (P3 a P4) nebyly vyhodnocovaci metodou rozpoznany zadné piky
k integraci, a proto v tab. 14 data nejsou. Z namétenych dat v§ak nevyplyva, Ze by se ani jeden
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z méfenych analytl ve vzorcich odpadni vody nenachazel (vyskyt E2 ve vzorcich odpadni
vody, piedevs§im na pfitoku je jiz prokazan[109]), nicméné komplexni matrice odpadni vody
vedla k pfilisnému zaSuméni naméfenych spekter, coz vedlo k tomu, Ze ve spektru byly

nalezeny nikoliv hledané analyty ale slouCeniny s jinymi poméry vybranych hmot m/z.

Neuspokojivé vysledky jsou zpiisobeny tim, Ze kolona byla zanesena pii métfeni tukovymi
latkami, a to bohuzel i v pfipad¢ odpadni vody z odtoku, ¢imz se znemoznilo nejen spravné
naméfeni danych vzork, ale i moznost opakovaného zméteni vzorka kviili sorpci téchto latek
na kolonu. K jest¢ horsimu vysledku pak mohlo pfispét také to, ze vzorky byly méteny
Vv derivatiza¢nim c¢inidle, které je pro méfeni na hmotnostnim spektrometru nevhodné (viz
vyse, pro¢ bylo pouzito). Problém tukovych latek souvisi s tim, Ze pro extrakci bylo pouzito
ptiliS velkém mnoZstvi odpadni vody (500 ml), které neptedstavovalo problém pro obohaceni
deionizované vody steroidnimi latkami, ale vedlo k nemoZznosti stanoveni analyti v odpadni
vodé s komplexni matrici. Pouzity sorbent (500 mg) ma omezenou sorpéni schopnost a je tieba
vzit v ivahu, Ze na disk se nemusi sorbovat jen stanovované steroidni latky ale také slouceniny
jingé, které tak jeSté vice snizi jeho schopnost sorbovat ndmi stanovované analyty i pfesto, Ze

byly pouzity sklenéné filtry jesté pied tim, nez odpadni voda dosahla disku se sorbentem.

Ptipravené realné byly po prvnim naméteni dat nafedény ethylacetatem k rozpusténi tukovych
latek, a tim k ziskdni pfivétivéjSich dat pfi druhém méfeni. Nicméné i pfes opakované
proplachy kolony rozpoustédlem pied opakovanym méfenim, se pti druhém méfeni neziskaly
lepsi naméfené hodnoty, naopak jesté horsi. To bylo zpisobeno, jak bylo uvedeno vyse,
znehodnocenim kolony v disledku sorpce tukovych latek v derivatiza¢nim cinidle na stény
GC kolony. Jinou moznosti odstranéni tukovych latek je pouziti jiného sorbentu, napiiklad

florisilu.
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4. Zavér

Vyskyt steroidnich latek v Zivotnim prostfedi pfedstavuje hrozbu nejen pro zivocichy ale také
soucasn¢ pro clovéka. Divodem je schopnost téchto latek narusit endokrinni systém zivych
organismu jiz pii velmi nizkych koncentracich. Pro stanoveni takto nizkych koncentraci je
nutno vyvinout extrakéni techniku k dostatecnému zakoncentrovani téchto stanovovanych

steroidnich latek, aby bylo mozno stanovit 1 koncentrace nizsi nez 1 ng/l.

V této diplomové praci byly zkoumany tii rizné extrakéni techniky pro zakoncentrovani ti
vybranych steroidnich latek (ADD, BOLD a E2) pted jejich analyzou GC-MS. Na zaklad¢
vypoctenych relativnich vytéznosti a RSD pak byla posuzovana schopnost jednotlivych
extrak¢nich technik (s riznymi elu¢nimi rozpoustédly) poskytnout dostateéné uspokojivé
vysledky soucasné s ohledem na spotiebu organickych rozpoustédel, vzorku a celkové doby

extrakce.

Pfi optimalizaci metody byla metoda LLE shledana jako naprosto nevhodna pro stanoveni
nami vybranych analytli, jednak kvili neuspokojivym vysledkiim, dale kviili velké spotiebé

organickych rozpoustédel, a nakonec kviili zna¢né ¢asové narocnosti.

Metoda SPE (kolonky) by ke stanoveni byt vhodna mohla na zakladé¢ literatury, ale v naSem
ptipadé vysledky nebyly vibec uspokojivé pravdépodobné kvili nedostatecné linearité
pouzité kalibracni pfimky a problémum s ionizaci, které mohly byt také ovlivnény piiliSnym
zatiZzenim pfistroje, kdyZz se méfily soucasné tii druhy skentl (full scan, SIM a SRM).

Vzhledem k nedostatku ¢asu metody nemohly byt opakovany.

Metodou SPE (disky) také nebyly ziskany dostatecné uspokojivé vysledky z hlediska
analytického pro kvantitativni analyzu, nicmén¢ ve srovnani s predchozimi typy extrakci doslo
k podstatnému zlepseni. Jednim z divodii mohlo byt méteni full scanu, SIM mdédu a SRM
moddu (nakonec nebyl vyuzit) tak, Ze pro kazdy z téchto skenli byla pouZita zvIast’ pfipravena

mefici metoda, ¢imz se omezilo zatiZzeni méticiho stroje.

I pies veskerou optimalizaci metody nebylo mozné uréit stanovované analyty mnou
optimalizovanou metodou ve vzorcich odpadni vody z KCOV. Jednim z davodi byl
aplikovany pfili§ velky objem vzorku (500 ml) s komplexni matrici, které se mohou spolu
s analyty také sorbovat na disky pouzité k zakoncentrovani analytt, a tim snizovat kapacitu
nami pouzitého sorbentu k extrakci. Navic tukové latky vyskytujici se v méfenych vzorcich

i po derivatizaci znemoznily kvantifikaci vybranych steroidnich latek v dusledku jejich silné
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sorpce na stény kolony, coz vedlo k jejimu znehodnoceni, a tim i nemoznosti naméfeni
uspokojivych dat pti opakovaném méieni. Pro dalsi zhodnoceni toho, zda by metoda byla
aplikovatelna na stanoveni téchto latek, by bylo nutno jesté optimalizovat metodu napiiklad
aplikaci rizného mnozstvi pouzité odpadni vody na extrakci analytd pro dané mnozstvi

sorbentu na disku, ptipadn¢ zopakovat postup s SPE (kolonky) taktéZ s mens§imi objemy.

Zavérem je tfeba fici, ze v piipadé dalsi optimalizace metody SPE (kolonky, disky) by bylo
vhodné vzit v potaz nejen mnozstvi vody pouzité pro zakoncentrovani stanovovanych analyti
na urcitém sorbentu, ale také zlepsit ptipravu kalibra¢nich roztok, aby se dosahlo dostate¢né
linearity kalibracni piimky. Kromé toho spotieba organickych rozpoustédel a vzorku je
I v ptipad¢ SPE stale zna¢na, proto se do budoucna pro stanoveni nami vybranych analytt jevi
vhodnéjsi pouziti mikroextrak¢nich technik, které jsou ¢astecné popsany v teoretické ¢asti

a které se nyni vyuzivaji ¢im dal vice.
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pl.1: Piiklad chromatogramu pro kalibraéni bod o koncentraci 4,2 ng/ul, kde na ose x je

retencni ¢as v minutach a na ose y intenzita piku. Retenénim ¢astm zleva doprava postupné

odpovidaji slou¢eniny EPI, ADD, BOLD, E2, CHOLd7 a CHOLned.
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6.2 Priloha 2
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p2.1: Kalibraéni ptimka zavislosti poméru integrovanych ploch analytu (ADD) (A) a vnitiniho
standardu cholesterolu (Achol) pro ADD na koncentraci.
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p2.2: Kalibraéni pfimka zavislosti poméru integrovanych ploch analytu (BOLD) (A)

a vnitiniho standardu cholesterolu (Acho) pro BOLD na koncentraci.
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p2.3: Kalibra¢ni pfimka zavislosti poméru integrovanych ploch analytu (E2) (A)

a vnitiniho standardu cholesterolu (Achot) pro E2 na koncentraci.
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