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Cile prace

Cilem prace je ovefit publikovanou chromatografickou metodiku ke stanoveni
koncentrace estrogennich hormonti (pomoci HPLC). Stanoveni meze detekce, citlivosti, meze
stanovitelnosti a opakovatelnost metody.

Dale prace testuje, zda se fotochemicky rozklad mtize uplatiiovat pii odbourdvani

estrogenil v zivotnim prostredi.



1. Uvod

Hormony produkované lidmi a zvifaty jsou vylu€ovany do ptirodniho prostiedi. Mnoho z
téchto hormontl patii mezi peptidy, které¢ jsou okamzité odbourany. Pfesto steroidni hormony
jsou chemicky velmi stabilni a jsou vyluovany ve volné formé nebo jako konjugaty s kyselinou
sirovou, které se transformuji na volné formy. Mezi zakladni steroidni hormony patii estron,
estradiol, progesteron, testosteron a cortisol. VSechny jsou lipofilni, Spatné rozpustné ve vode,
relativné odolné vG¢i mikrobidlnimu rozkladu, biokumuluji se vtukové tkéni a
v biomembranach (Shore L.S. et al., 2003). Hlavni podil ma estron a 17B-estradiol. Jejich
pfitomnost v ptirodnim prostiedi ovlivitluje reprodukéni schopnosti mnoha druhl organismi.
Steroidni hormony jsou nachazeny v odpadnich vodach, v povrchovych vodach, v ptdéch.
Vzhledem k velmi nizkym koncentracim se k jejich detekci pouzivaji chromatografické metody,

jako je plynova chromatografie a vysokotuc¢inna kapalinova chromatografie.

1.1 Vlastnosti estrogennich latek

Orgéany vylucujici specifické latky prenasené Cisté krevni cestou a ptlisobici na organy
jiné, jsou nazyvany Zlazami s vnitini sekreci neboli endokrinnimi Zlazami. Soubor veskerych
endokrinnich 714z organismu se oznacuje jako endokrinni systém.

Hormony jsou signalni molekuly, zajistujici u mnohobunécénych organismti komunikaci
mezi buikami, tkdnémi a organy. Slouzi k pienosu informaci. Lze je délit podle rtiznych
hledisek, napf.: podle biologického mechanismu ptisobeni, podle endokrinnich Zl4z, podle
chemické povahy (Kodic¢ek M., 2004).

Skupina zenskych pohlavnich hormont, kterymi se prace zabyva, patii mezi steroidni
hormony.

Jako steroidni hormony se oznacuji slouceniny, vychazejici
z cyklopentanoperhydrofenanthrenového skeletu, sloZzeného ze 4 kruht, tedy se strukturou

obsahujici gonan. Strukturni vzorec gonanu je znazornén na obr. 1.
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Obr. 1.: Gonan (cyklopentanoperhydrofenanthren).

Steroidni hormony jsou ve vod¢ malo rozpustné, lipofilni, pokud nejsou ve formé esterti
s kyselinou sirovou. Mezi steroidy patfi pohlavni muzské hormony (androgeny), hormony
produkované kiirou nadledvin (kortikoidy) a Zenské pohlavni hormony (estrogeny a gestageny,
soukromn¢ nazyvané progestiny).

Zenské pohlavni hormony, jsou vytvafeny predev§im ve vajeénicich, dal§im mistem jejich
tvorby je kiira nadledvin a v t€hotenstvi i placenta.

Estrogenni hormony, jsou dilezité pfi pohlavnim dospivani, kdy podporuji riist Zenskych
pohlavnich organti (délohy, pochvy) a vyvoj sekundarnich pohlavnich znak.
U dospélych Zen jejich hladina kolisa v pravidelném mésicnim rytmu (menstruacni cyklus).
Estrogenni hormony ovliviiuji psychosexudlni funkce zen. Gestageny, hlavné progesteron,
pfipravuji pohlavni organy na té€hotenstvi, zajistuji jeho udrzovani a pozdé&ji pfipravuji mlécné
zlazy k produkci mléka (Kodicek M., 2004).

Syntetické estrogeny se pouzivaji jako farmaceuticky produkt. NejcastéjSimi indikacemi
je jejich pouziti jako antikoncepcnich latek, latek k upravé ovulace a menstruacniho cyklu,
preparatu k hormondlni substitucni 1écbé (HRT — hormone replacement therapy) u Zen
pfedev§im po menopauze, protinddorové latky a produkty v dermatologii. V dermatologii se
estrogen uziva klécbe akné. Vyznamnym faktorem rozvoje akné je vysokd produkce
testosteronu. Tento jev zpusobi seboreu (zvySenou tvorbu mazu v mazovych zlazkach
vlasovych folikull), kterd je ptredpokladem vzniku akné. Perordlni estrogen-progestinovy
antikoncepcni piipravek s obsahem nizkych dévek drospirenonu a ethynylestradiolu je G¢inny
v 1écbé stiedné zavazné formy akné - signifikantné ucinnéjsi
nez placebo. Drospirenon je progestin s antiandrogennimi vlastnostmi — blokuje receptory
pro testosteron a tim zabranuje jeho piisobeni (www.edukafarm.cz/clanek.php?id=745, leden

2009).



Zenské pohlavni hormony maji také vyznamny vliv na vznik celulitidy, protoZe estrogeny
zvySuji propustnost stén krevnich cév a maji vliv na pruznost podkozniho vaziva. Proto se
celulitida zaCina projevovat jiz v obdobi puberty, kdy se nahle zvysuje hladina estrogent (http://

www .laznejupiter.cz/celulitida.php, leden 2009).

Z ptirozené se vyskytujicich estrogennich latek je nejvice zastoupen 17B-estradiol, po
ném nasleduje estron a v nejmensim mnozstvi estriol.

Ptirodni estrogeny maji aromaticky kruh A (vyznaen na piikladu estriolu v obr. 2) a
fenolovou skupinu na pozici 3. Jsou transportovany krvi vdzané na plasmové bilkoviny,

metabolizovany v jatrech a vylu¢ovany v moci (Hanc¢ O. a kol., 1982).

Obr. 2.: Kruh A u estrogenti.

Estradiol se siln¢ vaze na transportni globulin, nazyvany globulin vazajici pohlavni

hormony (SHBG — sex hormon binding globulin).

Estradiol

Systematicky nazev je estra-1,3,5(10)-triene-3,17B-diol a jeho molarni hmotnost je 272,39
g/mol. Sumarni vzorec je CisH»0..

Estradiol byva syntetizovan z testosteronu. Vznika procesem steroidogeneze ve zlutém
télisku vajecniki. Dale je v obdobi téhotenstvi produkovan placentou. Malé mnozstvi je
produkovano téz jatry a nadledvinkami, toto je vyznamné u zen po menopauze. Estradiol je

pfevazujicim estrogenem u zen od prvni menstruace po menopauzu. Poté pfevazuje estron.



Estradiol stimuluje rozvoj prvni ¢asti ovaridlniho cyklu, kdy zptsobuje nardst obsahu
proteinlt v délozni svaloviné a hyperplazii endometria. Plsobi také na Urovni hypofyzy,
kde ovliviiuje sekreci lutropinu a folitropinu (hormony podporujici tvorbu pohlavnich
hormontl). Béhem prvni ¢asti cyklu, vede progresivni zvySeni koncentrace estradiolu k silné
sekreci lutropinu, ktery spousti ovulaci. Béhem téhotenstvi dochazi
k postupnému zvySovani koncentrace estradiolu. U muZzi je estradiol syntetizovan v testes. Jeho

obvykla koncentrace je nizka.

Estriol
Systematicky nazev je estra-1,3,5(10)-triene-3,16a 17B-triol a jeho molarni hmotnost je

288,37 g/mol. Estriol se tvoii v placenté. Ma slaby ucinek, asi jednu desetinu tcinku estradiolu.

Estron
Systematicky nazev je 3-hydroxyestra-1,3,5(10)-trien-17-one a jeho molarni hmotnost se
rovna 270,36 g/mol. Je produkovan ze 45 % vajecniky, 5% je produkovano nadledvinkami,

zbyvajicich 50% vsak pochézi z jinych zdrojt predevs§im z podkozniho tukového vaziva.

1.2 Biosyntéza a degradace estrogenii

Steroidni hormony jsou syntetizovany z cholesterolu (obr. 3), ktery je pfitomny v ovariu
jak volny, tak i esterifikovany s mastnymi kyselinami (estery cholesterolu). Cholesterol
z cirkulujicich lipoproteinti a z esteri cholesterolu je preménovan v ovariich na pregnenolon
odstranénim 6 uhlikového fragmentu izokapronové kyseliny. Tato reakce je kontrolovana
lutropinem z adenohypofyzy. Pregnenolon, tvofeny touto reakci, miize byt dale preménovan na
progesteron, ktery je produkovan zlutym téliskem ve velikych mnoZzstvich po ovulaci.
Progesteron slouzi také jako prekurzor pro androgeny a estrogeny.

Estrogeny, jako estron a estradiol jsou syntetizovany z prekurzord androgenii demetylaci a
aromatizaci. Estradiol je syntetizovan bud’ z androgenli skupinou enzyml nazyvanych
aromatdzovy komplex nebo aromatdzovy systém, nebo piimo z testosteronu. Syntéza
z androgenti mé 3 faze: hydroxylace methylové skupiny na 19 uhliku, oxidace této skupiny a

hydroxylace vpozici 3 a a. Tyto tfi kroky vyZzaduji O, a NADPH. Estron vznika



z androstendiomu. U Zen jsou tedy androgeny vyznamnymi substraty, protoze az 50%
estradiolu v t¢hotenstvi vznika praveé z androgenti.
Béhem menstruacniho cyklu je regulace biosyntézy a uvoliiovani hormont kontrolovana

hormony pohlavnich organt, diky zp&tné vazbe.

f._\_hh\-/__dlh T

HOLEETERCL

KORTESOSTERGIN PROECATERGH . DHEA
| a
CH, OH 1 E-H aH
I
|:: =0 o

oy j’L [f/\f

ALOOEETER KORTIZSL AMDROSTEMDION

Jg

Fsmcm TESTORTERQGN EETRADICL

Obr. 3.: Schéma biosyntézy estrogenti (pfevzato: vestnik.szd.si/st3-12/st3-12-681-693.html).
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Degradace estrogent zavisi na stddiu menstruatniho cyklu a obdobi pre- a post-
menopauzalnim. Estradiol je nejdfive metabolizovdn na méné uCinny estron a estriol. Dale
vznikaji neaktivni metabolity a nasleduje jejich konjugace s kyselinou glukuronovou nebo
sirovou.

Konjugované steroidy jsou ve vodé rozpustné a nevazou se na transportni proteiny. Jsou

tedy rychle vyluovéany zluci, stolici a moci.

1. 3. Hormonalni antikoncepce

Antikoncepcni 1éky jsou pouzivany zhruba od zacatku 60. let a dnes je vyuziva kolem 90
miliond Zen na svété (Okerman P.S. et al., 2001).

Pro klinické pouziti je nyni dostupné veliké mnozstvi oralnich antikoncepcnich prostredki
obsahujicich estrogeny nebo gestageny a jejich kombinace. Tyto piipravky se rizni
v chemickém slozeni, ale maji mnohé vlastnosti spolecné. Hlavnimi kritérii
pro hodnoceni jednotlivych metod Zenské antikoncepce je ti€innost a tolerance.

Nejcastéjsi zpisob uzivani perordlni hormondlni antikoncepce je cyklicky. Jde
o tzv. ,,21 tabletové® formy antikoncepce, kdy po 21 dennimu uzivéani nasleduje 7 denni obdobi
bez tablet, ve kterém dochazi k pseudomenstruaci - krvaceni ze spadu hormonalnich hladin.

Podle davky hormonu v jednotlivych fazich se déli pfipravky na: monofézické (stejna
davka obou hormonti ve vSech tabletach), bifazické (stejnd davka estrogenti v obou fazich
preparatu, ve druhé fazi je vysSi davka progestinu), infazické (davky progestinu se méni
kazdych 7 dnti, estrogen ziistava ve stejné davce) a kombifazické (ve druhé fazi preparatu je
nizsi davka estrogenu a vyssi davka progestinu).

Jednotlivé antikoncepce se 1isi v typu pouzitého estrogenu (nejcastéji ethynylestradiol) a
progestinu.

Jedinym u nas pouzivanym estrogenem je ethynylestradiol, diive pouzivany mestranol se
jiz v dostupnych antikoncepci nevyskytuje.

Kromé tabletovych (peroralnich) piipravkll existuji i pfipravky podavané injekeni,
transdermalni, implantatovou formou. Patii sem 1 nitrod€lozni télisko s levonorgestrelem, ktery

je postupné uvoliiovan. (Han¢ O. a kol.)

11



1. 4. Estrogeny v Zivotnim prostiedi

Pfirozené vyskytujicim se steroidnim hormonem produkovanym vSemi sav€imi druhy je

17p-estradiol. Zeny vyluéuji kolem 5pg/den kazdého estrogenu a estradiolu a muzi kolem 10pg/

den androgenti. Mnozstvi vylou¢eného estrogenu u t€hotnych zen mtze byt az 1000krat vetsi,
v zavislosti na stadiu téhotenstvi. Krom¢ tohoto podstatné mnozstvi estrogenu je piijimano

v podob¢ antikoncepce. Mnozstvi obsazené¢ho estrogennich hormoni pfijimanych v podobé

antikoncepce je rozdilné, zalezi na typu antikoncepce, pohybuje se v rozmezi
od 15pug do 50ug.

. Mnozstvi vylouc¢ené | Mnozstvi produkované | Pohlavi
Steroidy v modi (ug/den) (ug/den)
17p-Estradiol 0.3-5 82-695 Zena (cyklus)
17B-Estradiol — 13 Zena(pre-pubertalni)
17B-Estradiol 1.5 48 Muz
17B-Estradiol — 6.5 Muz (pre-pubertalni)
Estriol 3-65 — Zena (t¢hotna)
Estron 2-20 110-497 Zena (cyklus)
Estron — 41 Zena(pre-pubertalni)
Estron 3 88 Muz
Estron — 35 Muz (pre-pubertalni)
Androgeny 2100-23 100 6500 (testosteron) Muz
Androgeny 800-10 500 240 (testosteron) Zena

Tab. L.: Srovnani produkce a vyluovani estrogent u zen a muzii v rizném obdobi vyvoje.

(Tabulka je ptevzata z Shore L. S., 2003).

Estrogeny patii do skupiny latek, kterd je potencidlné nebezpecnd, nebot’ mohou narusit
¢innost 714z, které vymesuji do krve chemikalie nutné pro zivotni funkce (Paces T., 2007). Pro
tyto latky se v literatufe uzivd oznaceni EDC (podle anglického endocrine disrupting
compounds). Nebezpeci takovych latek spociva v tom, Zze se ve vodach vyskytuji v nesmirné
malém mnozstvi, fddoveé v jednotkach az desitkach nanogramit v litru vody. Pfes tato mala

mnozstvi mohou mit pii dlouhodobé expozici negativni vliv na vodni organismy a ¢lovéka.
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Mohou naruSovat ucinek vnitfnich hormonid, mohou ovlivnit syntézu a latkovou vyménu
vnitinich hormont a receptorti téchto hormonti.

V devadesatych letech fada védca vyslovila podezieni, ze estrogeny v prostiedi se mohou
stat vn&jSimi Ciniteli nékterych chorob, napiiklad testikularni rakoviny a rakoviny prsu (Paces
T., 2007).

Hlavni podil latek estrogenniho charakteru v odpadnich vodach pochazi z lidské moci.
Moc¢ zen obsahuje estriol, estradiol, estron, pfipadné ethynylestradiol (pii uzivani hormonalni
antikoncepce).

Prevazna ¢ast estrogenti se z t€la vylucuje v konjugovanych formach jako glukuronidy
nebo sirany, které¢ jsou biologicky podstatné méné aktivni nez formy volné. AvSak jiz
behem transportu odpadnich vod dochazi k dekonjugaci, ktera pak dale pokracuje pii kontaktu
s aktivovanym kalem na cistirnach odpadnich vod. Za dekonjugaci jsou odpovédné zejména
bakterie Escherichia coli (Kulajova H. et al., 2007).

Odpadni vody casto obsahuji jest¢ Sirokou Skélu syntetickych chemikalii s estrogenni
aktivitou, které pochazeji z prostiedkli pro osobni hygienu, kosmetickych pfipravki, potravin,
atd. Vydatnym zdrojem jsou i odpady z chovu hospodatskych zvifat, jejichz fekalie obsahuji
v zavislosti na piivodci fadu estrogennich hormon.

Hormony se dostavaji do kanalizaCnich siti a z nich netésnostmi do povrchovych vod.
Vétsina hormont odtéka do cisticek, kde se jich velka ¢ast zachytava v Cistirenskych kalech.
Pfesto jejich mal4 ¢ast opét unikd do vodnich tokii, do pid a do podzemnich vod. Cistirenské
kaly se Casto riznym zptisobem vyuzivaji, naptiklad v zemédélstvi. Co se pak s estrogeny d¢je
neni dosud pfesné¢ znamo. Ma se za to, ze se estrogeny vazi na jilovité Castice. Ale zda je
mozné, aby se za urCitych podminek z téchto ¢astic estrogeny uvolnily do vody, kterd pak
zasobuje nadrze podzemnich vod, neni pfesné zndmo ( Paces T., 2007)

Biodegradace estradiolu jsou schopny rozlicné druhy mikroorganismi, z aktivovaného
kalu se podafilo izolovat napt. gram-negativni bakterie Novosphingobium sp. Mechanismus
biodegradace bchem aktivacniho procesu spociva v oxidaci na estron, pak ndasleduje
hydroxylace aromatického kruhu a jeho $t€peni nebo hydroxylace cyklu na opa¢ném konci

molekuly ( Kulajova H., 2007).
Vyskyt estrogennich hormonti ve vodé mtize vést k reproduktivnim a vyvojovym zménam

u vodnich organismi. Nedavné studie odhalily, Ze estrogeny jsou hlavni pfi¢inou feminizace a

hermafroditismus ryb ve vodnim systému zivotniho prostfedi. Tyto sloueniny mohou
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zasahovat nejen do reprodukce ryb, ale téz do reprodukce ¢loveka, hospodarskych a divoce

cey

zijicich zvifat (Ingerslev F., 2003).

Snizit pfisun estrogennich latek do recipientl 1ze pomoci legislativnich opatieni, ktera
omezi nebo dokonce zakazou aplikaci téchto latek v primyslovych produktech.

Pokud se povrchové voda upravuje na pitnou, je tfeba vzit v uvahu riziko kontaminace
endokrinnimi disruptory. Mohou byt pfitomny v nezanedbatelnych koncentracich — v jisté

vodovodni vod€ napf. bylo stanoveno 2,1 ng/l estradiolu.

1.5. Metoda HPLC pro stanoveni latek s estrogenni aktivitou

ve vodach

Analytické metody pro stanoveni endokrinnich disruptori ve vodéach jsou zaloZeny
na separaci latek ze vzorku a nésledném stanoveni vhodnou chromatografickou metodou jako
jsou vysokoucinné kapalinova (HPLC) nebo plynova chromatografie (GC), obvykle spojena
s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem. Tyto metody sice umoziuji identifikaci a
kvantifikaci latek estrogenniho charakteru, avSak pro posouzeni estrogenity se jevi vhodnéjsi
metody vyuzivajici biologické materialy, které stanovi estrogenni aktivitu vzorku (Kulajova H.,
2007).

Chromatografické metody se odliSuji hodnotou koncentrace, ve které 1ze danou metodou

stanovovat.

Chromatograficky systém zahrnuje tii zakladni prvky — mobilni fazi, slozky vzorku a
stacionarni fazi. Mobilni faze, kapalina, unasi slozky vzorku naplné stacionarni faze. K déleni
dochazi vzijemnymi opakovanymi interakcemi molekul délené smési se stacionarni fazi.
Stacionarni faze je obvykle umisténa v koloné.

Jednotlivé casti kapalinového chromatografu jsou: zasobnik mobilni faze, vysokotlaké
cerpadlo, davkovac¢ vzorku, chromatografickd kolona, v n¢kterych ptipadech termostatovana,
zafizeni pro detekci latek (napf. hmotnostni spektometr, UV/VIS spektrometricky detektor).

Z detektoru je signal veden do datové stanice (PC) s tiskarnou.
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Pii prichodu separované latky kolonou piejde kazdd molekula vzorku mnohokrat
z protékajici mobilni fdze do staciondrni (sorbentu) a zpét. Doba, po kterou molekula setrva na
sorbentu, zavisi na velikosti interakci a uréuje pofadi, v jakém slozka vychazi z kolony. Cim
veétsi jsou interakce latky se staciondrni fazi, tim delsi je elucni ¢as a rovnéz tim vétsi eluéni
objem (Churacek J. a kol., 1984).

Vliv mrtvych prostori chromatografu musi byt omezen na minimum, protoze jinak
dochazi k rozsifovani elucnich kiivek, ¢imz se zhorSuje vyrazné déleni smési. Proto se spoje
mezi nastiikovym zafizenim a kolonou a mezi kolonou a detektorem konstruuji tak, aby mrtvé

objemy byly co nejmensi (Churacek J., Jandera P., 1984).

U detektorti je dualezitd citlivost, mez detekce, mez stanovitelnosti, opakovatelnost,
reproduktivita a linedrni odezva.

Citlivost je podil zmény odezvy méficiho zatizeni (vystupniho signalu méticiho piistroje)
a odpovidajici zmény podnétu (vstupniho signalu). Citlivost analytické metody je
u metod s dostate¢né linedrnim kalibracnim vztahem rovna smérnici kalibrani zavislosti
(tangenta smérového thlu). Citlivost analytické metody je takovy rozdil v hodnoté obsahu
(koncentraci) analytu, ktery odpovida nejmensimu zjistitelnému rozdilu, jenz mtize byt zjistén
v odezvé signalu metody.

Minimalni detekovatelné mnozstvi latky je dano jejim nejmensim mnozstvim, jez detektor
prokazateln¢ zaznamend, (mez detekce). Mez detekce je tedy ddna nejmens$im mnoZstvim
analytu ve vzorku, které muze byt detekovano, ale které nemusi byt stanovitelné jako exaktni
hodnota.

Mez stanovitelnosti metody je nejniz§i mnozstvi analytu ve vzorku, které muize byt
stanoveno jako exaktni hodnota s poZadovanou hodnotou nejistoty.

Dulezitym parametrem, ktery sledujeme predevSim pii kvantitavnim vyhodnocovani
chromatogrami, je opakovatelnost detektoru. Opakovatelnost je mira tésnosti souhlasu mezi
vysledky posloupnosti nezavislych meéfeni stejného vzorku analytu provedenych stejnou
metodou, stejnym experimentatorem, na stejném pfistroji, na stejném misté, za stejnych
podminek v kratkém casovém intervalu. Podminky opakovatelnosti jsou ty, pii nichz se
nezavislé vysledky zkousek ziskaji toutéz metodou, na identickych zkouSenych jednotkach,
v téze laboratofi, tymz operatorem, za pouziti t€hoz vybaveni, béhem kratkého casového
rozmezi.

Reprodukovatelnost je tésnost souhlasu mezi vysledky méfeni stejného analytu ve vzorku

stejného materialu, kdy jsou jednotliva métfeni provadéna za riiznych podminek (experimentator,
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pfistroj, misto, podminky, ¢as), avSak stejnou metodou. Linearita odezvy detektoru znamena pfimou

umérnost hodnot odezvy detektoru v zavislosti na koncentraci separované slozky : R =k Xc.

vvsokotlake
cerpadlo

zasobnik L I |

mobilui faze davkovaci ventil Tidici
s vyménitelnou smyékon pocitac

—(D

HPLC kolona

deteltor a

Obr. 4.: Schéma HPLC.

Pievzato z http://tomcat.bf.jcu.cz/sima/analyticka _chemie/separa.htm (Gnor 2009) .

Pro stanoveni stopovych mnozstvi nékterych organickych latek nestaci citlivost
pouzivanych chromatografickych detektort. Je nutné pfistoupit k zakoncentrovani vzorkt pred
vlastnim chromatografickym stanovenim. PouZzivaji se rlizné metody jako napf. extrakce
kapalina — kapalina, extrakce tuhou fazi, mikroextrakce tuhou fazi (SPME). Cilem vétSiny
pouzivanych metod piipravy vzorki pred analyzou je ziskani analytu
v dostatecném, detekovatelném mnozstvi, bez nezddoucich pifimési. VEétsi mnozstvi (nékolik
litrt) analyzovaného roztoku se necha protéct kolonou, kde dojde k adsorpci stanovované latky.
Kolona se nasledné promyje rozpoustédlem, ve kterém je dana latka 1épe rozpustni. Poté
nasleduje vlastni chromatografickd metoda. Podstatou SPME je kiemenné vldkno pokryté
riznymi typy stacionarni faze, které se 1iSi polaritou 1 sorpcnimi vlastnostmi.
V piipadé¢ SPME jsou analyty adsorbovany na vlakné, dokud neni dosaZeno rovnovahy. Volbou
vhodného typu vlakna lze dosdhnout reprodukovatelnych vysledkli i pro nizké koncentrace

analytl (Arthur, C.L., a kol., 1992).
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2. Experimentalni cCast

2.1 Material a metody

Pouzité chemikalie: Methanol pro HPLC, ¢istota 99,9 %, a 17B-estradiol, Cistota 98%, byl
zakoupen u firmy Sigma Aldrich (Némecko).
Zasobni roztok 17B-estradiolu byl pfipravovan rozpusténim 2,5 - 2,8 mg v 10 ml

methanolu.

HPLC: Zatizeni sestavalo ze dvou vysokotlakych pump ConstraMetric 3200 ( Thermo
Separation Products), UV detektoru Delta Chrom UVD 200 (Watrex), kolona Hypersil column
ODS (délka 250mm, primér 4mm, velikost Castic Sum)(Thermo Scientific). K davkovani
vzorku byla pouzita injek¢nt stiikacka pro davkovani Microliter Syringes (Hamilton) o objemu
100ul.

Néstiik na kolonu byl provaddén metodou tzv. pieplnéné smycky (20ul) pomoci
davkovaciho zafizeni Rheodyne 7725i.; jako mobilni faze byl pouzit ¢isty methanol.

Mobilni faze byla pied vlastni chromatografii odplynéna pomoci ultrazvukové lazné
Kraniex 941 44 HUL (Slovensko).

K vyhodnoceni naméfenych dat slouzila chromatografickd stanice vybavena programem

CSW 1.7.

Ozarovani bylo provadéno v kiemennych zkumavkach ve dvou fotochemickych reaktorech
Rayonet RPR 200 osazeném lampami dvojiho typu, prvni RPR 3000 A (Branford, USA),
emisni spektrum svételného zdroje je v rozmezi 254-380 nm s maximem pii 300 nm, a druhé
RPR 3500 A (Branford, USA), emisni spektrum svételného zdroje je v rozmezi 300-400 nm

s maximem pii 350 nm. Doba ozafovani byla 15 min., 30 min. a 60 min.
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2.2 Vysledky a diskuse

K pokustim byl zvolen jeden z estrogennich hormonti, 17p-estradiol.

Pro stanoveni 17-estradiolu metodou HPLC byla testovana rtizna prutokova rychlost
v rozmezi od 0,25 ml/min az do 3 ml/min. Pfi vSech pouzitych pritokovych rychlostech byly
piky dobfe vyvinuté. Jako optimalni pritokova rychlost pro dal§i métfeni z hlediska tvaru pikl a
retencnich cast byla vybrana pratokova rychlost hodnoty o 1ml/min s védomim, Ze v piipadné
smési estradiolu s jinymi latkami bude muset testovani probéhnout znovu, aby bylo zajisténo
kvalitni rozdéleni smési.

Retencni Cas se pohyboval od 8,81 min pro pritokovou rychlost 0,25ml/min
do 0,77 min pro pritokovou rychlost 3ml/min. Retencni ¢asy pro vSechny testované prutokové

rychlosti spolu s vySkami a plochami piki jsou uvedeny v souhrnné tabulce I. ptilohy.

Nejvyssi pouzivand koncentrace roztoku estradiolu méfitelnd v pouzitém usporadani

HPLC byla kolem 2,7 mg/10 ml metanolu, tj. 9,9123-10* mol-dm™.

Pti pritokové rychlosti mobilni faize 1 ml/min byla proméfena kalibracni pfimka pro 6
koncentraci estradiolu (od 3,0975-10° mol-dm™ do 9,9123-10** mol-dm™). Chromatogramy 17p-
estradiolu jednotlivych koncentraci pfi méteni kalibra¢ni pfimky jsou zachyceni na  obr. 6.
Kalibra¢ni pfimka je ukdzana na obr. 5 a zmétené hodnoty jsou v pfiloze v tabulce II. ptilohy.
Regresni koeficienty jsou: a=28,31;b=2,3773-10°. Rozptyl regresniho koeficientu
a, s, ma hodnotu: s, = 50,38.
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Obr. 5.: Kalibra¢ni piimka 17B-estradiolu, zavislost plochy piku na koncentraci.
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Obr. 6.: Chromatogramy 17f-estradiolu pii1 méfeni kalibracni ptimky.
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Z kalibra¢ni ptfimky byly vypocitany dals$i parametry (mez detekce, mez stanovitelnosti,

citlivost) nasledujicimi postupy :

Mez detekce byla ziskana z rovnice kalibra¢ni pfimky: y = a + bx, dosazeni 3s, zay a
dosazenim koeficientti a = 28,31; b = 2,3773-10°. 3 s, = 28,31 + (2,3773-10°) x. Kde x
znazoriuje hodnotu meze detekce. Hodnota se rovna : x = 5,1667-10° mol/I.

Mez stanovitelnosti byl vypocitan z rovnice kalibracni ptimky: y = a + bx, dosazeni 10s,
zay a dosazenim koeficientti a = 28,31; b =2,3773-10°. 10s, = 28,31 +(2,3773-10°) x. Kde x,
znéazoriuje hodnotu meze stanovitelnosti. Ma hodnotu : x=2,00012-10*mol/I.

Citlivost je matematicky vyjadfena jako smérnice kalibracni piimky. Jeji hodnota
odpovida regresnimu koeficientu b = 2,3773-10°,

Opakovatelnost méfeni byla testovana pro koncentraci estradiolu 9,9123-10* mol-dm™.
Bylo provedeno 10 méfeni stejného vzorku za stejnych podminek. Primérny reten¢ni Cas byl
2,24 minut a primérna plocha pikli se rovnala 2706,58 mVs. Vypocet opakovatelnosti se
odvozuje z vypoctu smérodatné odchylky. Hodnota se udava v procentech. Vzorce pro vypocet
opakovatelnosti:

}=ﬁz

=1

%(x -3

i=1

Q_

X

V=2 %100%
X

Po dosazeni hodnot do vzorci ziskdme: x = 2706,58, s, =13,8

Souhrnné jsou hodnoty parametri uvedeny v tabulce II.

Mez detekce 5,1667-10 mol/l 1,407-10* g (v nastiiku)
Mez stanovitelnosti 2,00012-10* mol/l 5,448-10" g (v nastiiku)
Citlivost 2,3773-10° mVs | mol”!
Opakovatelnost 0,51 %

Tab. I1.: Parametry pfi stanoveni 17-estradiolu metodou HPLC.

20




V dalsi ¢asti prace bylo testovano, zda estradiol mtize byt v pfirod¢ rozkladén slune¢nim
zafenim dopadajicim na zemsky povrch. K ozafovani v laboratornim experimentu byly pouzity
lampy, které slouzi jako model energeticky nejbohatsi kratkovinné ¢asti slunecniho spektra,
které jest€ mize projit atmosférou az k zemskému povrchu a do povrchovych vod.

Pro prvni sérii ozatovacich pokust byly pouzity lampy emitujici zafeni 300-400 nm
(s maximalni emisi pi1 350 nm). Toto zafeni je mozné povazovat za model kratkovinného
zafeni dopadajiciho na zemsky povrch ze Slunce. V pokusu bylo testovano, zda zatreni téchto
vlnovych délek mulze zplsobit odbourani estradiolu, tedy zda je mozné, aby byl estradiol
v ptirodnim prosttedi (vodach) degradovan fotochemicky.

K fotochemickym pokusim byl pouzit roztok estradiolu o koncentraci
7,68:10* mol-dm™. Vzorky byly ozafovany 15, 30 a 60 minut.

Vysledky jsou zahrnuty v tabulce V. Z tidaju v tabulce je vidét, Ze ani po 60 minutach
ozafovani nedoslo k ubytku estradiolu. Nelze tedy ocekavat, ze fotochemické odbouravani hraje
vyznamnou roli v degradaci této latky v pfirodé (coz je v souladu se zjiSténim o jejim

hromadéni a dlouhodobém pietrvavani ve vodach).

v . Koncentrace vzorku Koncentrace vzorku
zore

[mol-dm™] (procenta)
Vzorek 1 (neozéateny) 7,68:10* 100 %
Vzorek 2 (ozafeny 15 min) 7,34-10™ 95,6 %
Vzorek 3 (ozateny 30 min) 7,37-10* 96 %
Vzorek 4 (ozafeny 60 min) 7,47-10° 97,3 %

Tab. II1.: Méfeni hodnot ozafenych vzorkt pii pritokové rychlosti 1 ml/min.

V druhé sérii ozafovacich pokusti byl roztok estradiolu ozafovan lampami emitujici zaieni
254 — 380 nm (maximem u 300 nm). Toto zafeni ma jiz tak vysokou energii, ze je schopné
degradovat velké mnozstvi organickych molekul v¢etn€ napft. estrogennich hormoni. Ozafovani
takovym kratkovinnym zatenim je uzivano v nekterych provozech k degradaci organickych
latek v odpadnich vodach (Casto jesté s pridanim ozonu nebo H>O,). Cilem pokusu bylo zjistit,
zda by mohl byt estradiol timto zpisobem odstrafiovan z odpadnich vod.

K fotochemickym pokustim byl pouzit roztok estradiolu o koncentraci 1,11-10°mol-dm”,

vzorky byly ozafovany 15, 30 a 60 minut.
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Vysledky jsou zahrnuty v tabulce IV. a chromatogramy jsou ukazany na obr. 7.
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Obr. 7.: Chromatogramy 17B-estradiolu pii prutokové rychlosti Iml/min po ozafovani
UV v rozmezi 254-300nm.
v K Koncentrace vzorku Koncentrace vzorku
zore
[ mol-dm™] (procenta)
Vzorek 1 (neozateny) 1,11-10° 100 %
Vzorek 2 (ozafeny 15 min) 7,71-10* 69,5 %
Vzorek 3 (ozafeny 30 min) 3,66:10™ 33 9%
Vzorek 4 (ozafeny 60 min) 3,09-10° 27,8 %

Tab. IV.: Méfeni hodnot ozafenych vzorka pti pratokové rychlosti Iml/min a UV v rozmezi

254-300nm.

Chromatogramy jednotlivych vzorki po ozafeni UV v rozmezi 254-300nm v ptiloze (obr.

2., obr.3., obr.4., obr.5. ptilohy).
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Z udaju v tabulce je vidét, ze béhem ozatovani doslo k ubytku estradiolu na 28% ptivodni
koncentrace. Z chromatogramu je vidét po ozatrovani n¢kolik piki, které nejsou od sebe dobie
odd¢leny. Na chromatogramu se objevuji s postupujicim ozarovanim novy pik - pik produktu.
Jedna se ziejmé o fotochemicky stabilni produkt.

V dalsi casti prace byly testovany pritokové rychlosti tak, aby doslo k lepsimu odd¢€leni
pikti vychozi latky a vznikajiciho produktu.

K pokusiim byl pouzit roztok estradiolu o koncentraci 9,9123-10* mol-dm™. Byla
testovana ruzna priutokova rychlost vrozmezi od 0,2 ml/min az do 1 ml/min. Vysledek
zachycuje obr. 8., kde jsou souhrnné zachyceny vSechny chromatogramy jednotlivych

pratokovych rychlosti.
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Obr. 8.: Chromatogramy 17p-estradiolu pfi pritokovych rychlosti od 0.2 ml/min do Iml/min.

Jak je z grafu patrno, zména pritokovych rychlosti nema vliv na oddéleni jednotlivych
piki. Pfi sniZzeni pritokové rychlosti dochdzi pouze k prodlouzeni retenéniho cCasu
nerozdéleného piku. ProtoZze mobilni faze sestava z Cistétho methanolu, nemé snizovani
pratokové rychlosti vliv na rozdé€leni piku.

Problém neoddélenych piki spociva asi na typu chromatografické kolony, vzhledem

k separacnich procesech na kolon¢. Byla by zapotiebi kolona s vyssi separacni i€innosti.
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3. Zavér

1. Byly odzkouSeny vhodné parametry pro HPLC stanoveni 17-estradiolu, vypocitana mez
detekce, mez stanovitelnosti, citlivost, stanovena opakovatelnost.

2. Bylo prokéazano, ze 17-estradiol se neodbourdva UV zéafenim o vinové délce nad 300 nm
(slune¢nim zéafenim dopadajicim na zemsky povrch nemutze byt tedy fotochemicky
odbouravan).

3.  Bylo zjisténo, ze zafeni o vlnové délce 250-350 nm (s maximem u 300nm) zpisobi
fotochemickou degradaci 17B-estradiolu; degradace vede ke vzniku né€kolika stabilnich

produktti.

4. Oddé¢leni jednotlivych piki nelze dosahnout zménou pritokové rychlosti mobilni faze.
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5. Prilohy

Pritokova rychlost Retencni ¢as , Vyska piku
[mymiz] rmin] Plocha piku [mVs] y [m‘l,’]

0,773 897,52 477,10
3 0,767 956,66 491,78
0,775 900,78 479,47
1,128 1297,61 562,34
2 1,123 1446,28 604,89
1,123 1292,65 564,06
1,282 1367,11 544,54
1,75 1,285 1696,22 650,63
1,282 1487,85 591,22
1,7 1,317 1564,71 615,49
1,6 1,402 1638,27 619,27
1,490 1749,11 626,35
1,5 1,495 1882,53 676,94
1,488 1732,84 622,59
1.4 1,600 1901,96 646,69
1,3 1,727 2056,79 622,02
1,788 2085,72 658,54
1,25 1,787 2375,19 755,09
1,785 204224 648,42
2,227 2570,29 685,42
1 2,208 2567,46 703,39
2,223 2550,23 682,21
2,933 3401,28 726,15
0,75 2,928 3558,26 764,47
2,932 3138,17 674,11
4,387 5108.,45 774,81
0,5 4,377 5840,05 891,04
4,402 5056,46 757,82
8,812 9969,28 828,11
0,25 8,808 11463,54 959,83
8,802 10133,96 824,85

Tab. 1. prilohy: Méfeni pritokovych rychlosti.
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Koncentrace Plocha piku Vyska piku
[mol-dm~ [mVs] [mV]
0,00099 2337,16 610,684
0,000405 1144,13 299,889
0,0002475 580,65 150,162
0,0001237 266,88 69,3
0,0000618 132,12 34,48
0,0000309 127,86 33,088

Tab. II. prilohy: M¢éfeni kalibracni piimky pfti priatokové rychlosti 1 ml/min.
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Obr. 1. prilohy: Chromatogramy 17B-estradiolu pii pratokové rychlosti Iml/min po ozafovani
UV v rozmezi 300-400 nm.
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Obr. 2. piilohy: Chromatogram neozarené¢ho vzorku 17p-estradiolu.
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Obr. 3. prilohy: Chromatogram 17p-estradiolu pti priutokové rychlosti 1ml/min po ozafovani
UV v rozmezi 254-300nm 15 minut.
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Obr. 4. prilohy: Chromatogram 17B-estradiolu pfi pritokové rychlosti 1ml/min po ozafovani

UV v rozmezi 254-300nm 30 minut.

60

Voltage [mV]

50

40

30

20

Time [min|]

Obr. 5. prilohy: Chromatogram 17f-estradiolu pfi pratokové rychlosti 1ml/min po ozafovani

UV v rozmezi 254-300nm 60 minut.
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