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Nazev diplomové prace: Vyvoj LC-MS metody pro stanoveni vybranych

endokrinnich disruptort

Diplomova prace je zaméfena na vyvoj a optimalizaci LC—MS metody pro
stanoveni dvanacti endokrinnich disruptort v plodové vodé u téhotnych Zen ve
tretim trimetru téhotenstvi. U téchto Zen existuje podezfeni vyskytu
pfed€asnych porodl v souvislosti se zvySenym vyskytem endokrinnich
disruptord v plodové vodé.

Jako extrakéni metoda pro izolaci analytd z plodové vody byla vybrana
extrakce z kapaliny do kapaliny pomoci 4-methylpentan-2-onu. Pro separaci
byla pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie v systému reverznich fazi
s kolonou Hypersil C4 GOLD (2,1 x 100 mm, ¢astice 1,9 ym). Pro analyzu byla
vyuzita gradientova eluce s mobilni fazi A (0,5% (v/v) vodny roztok kyseliny
mravenci) a B (0,5% (v/v) roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu) pfi pritoku
0,5 ml/min, nastfiku 5 pyl a 35 °C v kolonovém termostatu. K identifikaci
stanoveni odezvy jednotlivych analytd byl vyuzit vysokorozliSsovaci hmotnostni
spektrometr Orbitrap Q Exactive Plus s chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku v pozitivnim maodu.

Optimalizovana metoda byla nasledné vyuZzita pro test uvolfiovani
endokrinnich disruptord z laboratornich pomucek. Z pipetovacich Spi¢ek doslo
k uvolnéni methylparabenu a bis(2-ethylhexyl)-ftalatu a z eppendorf zkumavek

k uvolnéni methylparabenu, bis(2-ethylhexyl)-ftalatu a diisonyl ftalatu.
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Title of thesis: Development of LC-MS method for determination of selected

endocrine disruptors

The thesis is focused on the development and optimization of LC-MS
method for the determination of twelve endocrine disruptors in amniotic fluid of
pregnant women in the third trimestr of pregnancy. There is a suspision that
premature births are connected with an increased incidence of endocrine
disruptors in amniotic fluid.

The analytes were extracted by liquid-liqud extraction with
4-methylpentan-2-on. The analytical method is based on using reverse phase
high-performance liquid chromatography with Hypersil C4 GOLD column (2.1 x
100 mm, particles 1.9 ym). For analysis the gradient elution with the mobile
phase A (0.5% (v/v) formic acid aqueous solution) and B (0.5% (v/v) formic acid
solution in acetonitrile) at a flow rate of 0.5 ml/min, injection 5 pl and column
oven temperature 35 °C was used. The high-resolution mass spectrometer
Orbitrap Q Exative Plus with atmospheric pressure chemical ionization in
positive mode was used to identify and determine the response of individual
analytes.

Then the optimized method was used to test the release of endocrine disruptors
from laboratory equipment. The test confirmed that methylparaben and
bis(2-ethylhexyl)-phthalate were released from pipette tips and methylparabe,

bis(2-ethylhexyl)-phthalate and diisonyl phthalate from eppendorf test tubes.
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1 UVOD

Diplomova prace se zabyva problematikou stanoveni vybranych
endokrinnich disruptorl. V teoretické Casti se prace vénuje plodové vodé,
izolaci vzorku z biologického materialu, derivatizaci a zakladnim principim
vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru.

Endokrinni disruptory jsou exogenni chemické latky, které méni funkce
endokrinniho systému, a tim negativné plsobi na ¢lovéka i volné Zijici zvifata.
Studie naznacuji, Ze v lidské populaci dochazi za pfitomnosti endokrinnich
disruptort k naruseni funkce mnoha dulezitych hormond, coz je duvod, pro¢
jsou pravé disruptory spojovany s ¢etnymi nepfiznivymi ucinky, jako je klesajici
poCet a kvalita spermii, abnormality v pohlavnich organech, rana puberta,
zmény funkci nervového a imunitniho systému, rostouci pfipady urcitych typa
rakoviny a dalSi. V nékterych pfipadech jsou ucinky zplsobené endokrinnim
disruptorem pozorovany az dlouho po expozici. Pfikladem muze byt jejich
pusobeni na plod v déloze, které muze vést k ovlivnéni zdravi nejen dospélého
jedince, ale i budouci generace. [1, 2]

Experimentalni Cast prace se vénuje vyvoji a optimalizaci metody pro
stanoveni dvanacti vybranych endokrinnich disruptorl v plodové vodé. Pro
stanoveni endokrinnich  disruptori byla vybrana metoda kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, ktera umoznuje rychlé,
citlivé a selektivni stanoveni slozZitych smési latek.

Prace je soucasti projektu Centra biomedicinského vyzkumu ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové. Cilem projektu je kvantitativné stanovit a porovnat
hladiny endokrinnich disruptord v plodové vodé téhotnych zZen ve tretim
trimestru v ramci rdznych anamnestickych skupin rodiCek. Projekt by mél
odpovédét na otazku, zda endokrinni disruptory mohou vyvolat pfedCasny

porod €i nikoliv.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Endokrinni disruptory (ED)

Endokrinni disruptory jsou definovany podle U.S. Enviromental Protection
Agency (EPA) jako agens zasahujici do syntézy, sekrece, transportu, vazby
nebo eliminace hormonl pfirozené se vyskytujicich v téle, které jsou
zodpovédné za udrzovani homeostazy, reprodukce, vyvoje a chovani
jedince. [3] ZjednoduSené Ize fici, ze endokrinni disruptory jsou exogenni
chemikalie nebo chemické smési, které narusuji normalni hormonalni funkci.

Endokrinni disruptory jsou vysoce heterogenni skupinou, ktera muze byt
rozdélena do dvou zakladnich kategorii [4]:

e Pfirodni chemikalie vyskytujici se pfirozené v potravinach Ilidi
a zvirat (napf. fytoestrogeny obsahujici genistein a kumestrol)
e Syntetické chemikalie, které |ze zaradit do podskupin:

o Prumyslova rozpoustédla, Ilubrikanty a jejich vedlejsi
produkty (napf. polychlorované bifenyly (PCB),
polybromované bifenyly, dioxiny)

o PFimési plasta (napf. bisfenol A (BPA))

o ZmékcCovadla (napf. ftalaty)

o Pesticidy (napf. dichlordifenyltrichlorethan (DDT))

o Fungicidy (napf. vinklozolin)

o Neékteré farmaceuticky ucinné latky (napf. diethylstilbestrol)

Lidé a zvifata pfichazi do kontaktu s ED nej¢astéji konzumaci potravy
a vody, pfes kuzi, inhalaci, pfenosem z matky na plod pfes placentu nebo
z matky na kojence prostfednictvim laktace. V Tabulce 1 jsou uvedeny pfiklady

zdroju a cest expozice ED v lidském téle. [5]
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Tabulka 1: Pfiklady expozice endokrinnimi disruptory u ¢lovéka. [5]

Cesta expozice
ED Zdroj ED Priklady ED

Primyslovy odpad nebo pesticidy
Oralni konzumace kontaminujici pidu nebo podzemni vodu PCB, dioxin, DDT

kontaminované Extrahovani chemikalii z nadoby na

potraviny potraviny nebo napoje,
zbytky pesticidll v potravinach BPA, ftalaty, DDT
Osetfeny nabytek retardéry hofeni bromované bifenyly
Kontakt s kuzi Pesticidy pouzivané v zemédélstvi,
nebo inhalace v domacnostech nebo pro kontrolu Sifeni  DDT, vinklozolin,
vektoru onemocnéni pyretroidy
Intraven6zné Intravendzni hadicka ftalaty
Néktera kosmetika, antibakterialni ftalaty, triclosan,

Aplikace na kuzi i ravky, opalovaci krémy, léky parabeny, repelenty

nescéetné mnozstvi ED

Biologicky prenos je detekovano v

Z placenty predchozi/aktualni expozice ED matky placenté

Biologicky pfenos nescetné mnozstvi ED
z matefského je detekovano v

mléka predchozi/aktualni expozice ED matky matefském mléce

Vyvijejici se plod a déti jsou vysoce nachylné na vlivy zivotniho prostredi
a pusobeni ED se mlze projevit az v pozdéjSim véku. Vyzkum ukazuje, Ze
takové expozice mohou zvySit dispozici ditéte k nékolika nepfenosnym
chorobam v dospélosti. ED se mohou potencialné zaméfit na rizné cile
hormonalniho systému v téle, nicméné bylo pozorovano, Ze ucinek téchto
chemikalii se primarné tyka reprodukéniho systému, puberty, embryonalniho
vyvoje a pohlavni diferenciace plodu. Je tedy pravdépodobné, Ze primarni
mechanismus jejich pusobeni je interference s pohlavnimi steroidnimi hormony.
Dale rostou obavy, Ze metabolicky podminéna onemocnéni mohou byt spojena
s ED. Neékolik in vitro, in vivo a epidemiologickych studii poukazuje na
skuteCnost, Ze expozice Clovéka ED ma spojitost s obezitou, diabetem 2. typu
a pravdépodobné i s nékterymi hormonalné dependentnimi nadory. [3, 6, 7, 8]
Jelikoz se védecké poznatky vtéto oblasti stale prohlubuji, vyviji se
v navaznosti i legislativa, s cilem omezit pouzivani Skodlivych chemickych latek
regulacnim organem tykajici se pouzivani endokrinnich disruptord Evropska
agentura pro chemické latky. Nafizeni o registraci, evaluaci, autorizaci

aomezovani chemickych latek (REACH) tvofi ramcovou legislativu
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o chemickych latkach v EU. DalSi vyznamnou agenturou je Evropsky ufad pro
bezpeCnost potravin, ktery poskytuje nezavislé védecké poradenstvi
a komunikuje o stavajicich a nové vznikajicich rizicich  spojenych

s potravinami. [1, 9]

2.1.1 Parabeny

Parabeny jsou odvozeny od kyseliny para-hydroxybenzooveé a liSi se od
sebe typem substituentu (Obrazek 1). Substituent mize byt bud alkylovy
fetézec, nebo aromaticky kruh. Parabeny se €asto pouzivaji v malém mnozstvi
jako konzervacni latky v kosmetice, produktech osobni hygieny, IéCivech,
potravinach, napojich. Dale jsou vysoce ucinné pfi prevenci rustu plisni, bakterii
a kvasinek. Prispivaji rovnéz pfimo ke kvalité vyrobku tim, Ze prodluzuji jejich
trvanlivost. Bézné pouzivané parabeny jsou methylparaben, ethylparaben,

propylparaben a butylparaben. [10, 11].

HO

OR

Obrazek 1: Obecny vzorec parabend.

Ode dne 16. fijna 2015 pfijala Evropska komise nafizeni ¢. 1004/2014,
které fika, Ze na evropsky trh mohou byt dodavany pouze takové kosmetické
pripravky, které jsou v souladu s timto nafizenim. Nafizenim Komise (EU) byly
zakazany parabeny s dlouhym fetézcem (isopropylparaben, isobutylparaben,
fenylparaben, benzylparaben a pentylparaben), zaroverni Védecky vybor pro
bezpecnost spotfebitele potvrdil, Ze methylparaben (MP) a ethylparaben (EP)
jsou pfi nejvysSich povolenych koncentracich bezpecné. Pfiloha pét tohoto
nafizeni stanovuje nejvyssSi koncentraci MP a EP 0,4 hmotnostnich procent
(jako kyselina) pro jeden ester v pfipravku a souhrn jednotlivych koncentraci
0,8 hmotnostnich procent (jako kyselina) pro smési esterd v pfipravku.
Butylparaben a propylparaben se nesmi pouzivat v pfipravcich, které se
neoplachuji a jsou urCeny k oSetfeni pokozky v oblasti pleny u déti mladSich
3 let. Jednotlivé koncentrace téchto parabenu a jejich soli nepfesahuji souhrn

jednotlivych koncentraci 0,14 hmotnostnich procent. [12]
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Aktualni nafizeni pro pouziti parabenl v potravinach je Nafizeni komise
(EU) €.1129/2011. V potravinach se smi pouzivat pouze MP, EP a jejich sodné
soli. Maximalni povolena mnozstvi se pohybuji mezi 300-1500 mg/kg. Zadné
dalSi parabeny nejsou pro pouziti v potravinarstvi schvaleny. [13] Evropsky ufad
pro bezpecnost potraviny stanovil celkovy pfijatelny denni pfijem pro MP, EP
a soli v celkové vysi 0-10 mg/kg télesné hmotnosti. [14] Zarover v roce 2015
Evropska agentura pro léCivé pfipravky oznamila dukazy o nepfiznivych
zdravotnich ucincich souvisejicich s pfijmem PP pfi pfijmu 1,25 mg/kg télesné
hmotnosti. [15]

V ramci legislativy existuje evropské regulace tykajici se obsahu
parabenu v kosmetice pro déti do tfi let (viz vySe), neexistuje vSak nafizeni
tykajici se jeho uzivani téhotnymi Zenami. Dosavadni studie ukazuji potencialni
riziko u€inku parabenu jakozto endokrinniho disruptoru u déti a plodu. [16]

Béhem téhotenstvi je plod vystaven chemikaliim z matefské krve pres
placentu. Placentarni transport rliznych chemickych latek mezi matefskou
a fetalni krvi se liSi podle vlastnosti, naboje molekul a jejich rozpustnosti ve
vodé. Predpoklada se, Zze MP, EP, PP prostupuji lidskou placentou pasivni
difazi. [17] Dale epidemiologické studie spojuji prenatalni expozici parabenu
s hmotnosti placenty a rlstem plodu a naznacuiji, Zze prenatalni expozice muze

prispét k rozvoji détské obezity. [18]

2.1.2 Ftalaty

Ftalaty jsou estery kyseliny ftalové (Obrazek 2), pouzivané pfedevsim
jako zmékcCovadla pfi vyrobé plastl. Nékteré ftalaty se téz pouzivaji
k rozpousténi jinych materiall a najdeme je ve stovkach produktd, jako jsou
vinylové podlahy, hrac¢ky, nebo produkty osobni péCe (mydla, Sampony, laky na
vlasy). [19, 20]
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Obrazek 2: Obecny vzorec ftalatu.

Z desitek ftalatu syntetizovanych v pribéhu let jsou v zapadni Evropé
nejvice pouzivané bis(2-ethylhexyl)-ftalat (DEHP), diisodecyl ftalat (DIDP),
diisononyl ftalat (DINP), dibutyl ftalat (DBP) (Obrazek 3). [21]

Existuji studie, které potvrzuji vliv ftalatu na vyvoj plodu. Dle Cinské
studie publikované v roce 2021 zvySuje prenatalni expozice ftalaty (konkrétné
DBP a DEHP) riziko nizké porodni hmotnosti. [22] Taktéz studie z roku 2003,
ktera sledovala mnozstvi DEHP v pupecnikové krvi zjistila souvislost mezi
zvySenym mnozstvim DEHP s rizikem pfedCasného porodu. [23]

Other

phthalates
15%

DBP
2%

DINP

11%| DEHP

51%

DIDP
21%

Obrazek 3: Nejpouzivanéjsi ftalaty v Evropské unii v 90. letech 20. stoleti. [21]

Komise (EU) pfijala 17. prosince 2018 nafizeni ¢ 2018/2005, které
omezuje pouzivani bis(2-ethylhexyl)-ftalatu, diisobutyl ftalatu, dibutyl ftalatu
a benzylbutyl ftalatu z divodu prokazané reprodukéni toxicity. Tyto latky se
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nesmi pouzivat v koncentraci rovné nebo vysSi nez 0,1 hmotnostnich procent
v mékcenych plastovych materialech v hrackach a predmétech pro péci o déti.
Nafizeni se nevztahuje na pfedméty upravené jinymi pravnimi pfedpisy Unie,
jako jsou napriklad materialy a pfedméty urCené pro styk s potravinami,

zdravotnické prostfedky nebo vnitfni obaly |€Civych pFipravkd. [24]

2.1.3 Bisfenol A
Bisfenol A (BPA) (Obrazek 4) je hlavni slozkou epoxidu a polykarbonatu

pryskyfice, které jsou Siroce pouzivany jako pfisady v ochrannych natérech na
nadoby na potraviny a jako lepidla v obalovych materidlech. Dale je Siroce
pouzivan ve vyrobé zdravotnického vybaveni, kontaktnich a brylovych CocCek
nebo hracek. [25]

HO OH

Obrazek 4: Bisfenol A.

BPA je chemikalie schopna vazat se na lidsky estrogenovy receptor
a aktivovat jej, a taktéz se chova jako antagonista androgennich receptort [25].
Kromé toho se ukazalo, Ze BPA interaguje s jinymi endokrinnimi receptory,
napf. receptory hormonu stitné zlazy nebo jadernym receptorem PPAR . [3]

Bylo prokazano, Zze BPA hraje roli v patogenezi nékolika endokrinnich
poruch vCetné Zenské a muzské neplodnosti, pfedCasné puberty, hormonalné
zavislych nadoru, jako je rakovina prsu a prostaty, a nékolika metabolickych
poruch. [3]

V nafizeni €. 2018/213 komise (EU) pojednava o pouziti bisfenolu A
v lacich a natérovych hmotach urCenych pro styk s potravinami a o zméné
pouziti uvedené latky v materialech z plastd uréenych pro styk s potravinami.
Na zakladé tohoto nafizeni je zakazano pouziti této latky pfi vyrobé
polykarbonatovych kojeneckych lahvi. Zaroven byl stanoven specificky migracni

limit (nejvyS8i povolena hodnota specifické migrace latky ve vyrobku do
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potraviny) pro materidly a pfedméty z plastu ve vysi 0,05 mg BPA na kg

potraviny. [26]

2.1.4 Triclosan
Triclosan (TCS), systematicky 2,4,4'-trichloro-2'-hydroxy-difenyl ether
(Obrazek 5), je chemicka latka s antibakterialnimi vlastnostmi. Jiz vice nez
30 let se pouziva ve spotiebnich vyrobcich, jako jsou detergenty, mydla,
pripravky na Cisténi pokozky, deodoranty, pletové vody, krémy, zubni pasty
a prostfedky na myti nadobi, jako latka zabrarujici rustu choroboplodnych
zarodkl bakterii a plisni. Taktéz Ize triclosan pfidat do jinych materialt, jako
jsou textilie, aby byly odolné vici ristu bakterii. [27, 28]
of

Cl OH Cl

Obrazek 5: Triclosan.

Nafizeni komise (EU) €. 358/2014 stanovuje koncentraci triclosanu jako
konzervacni pfisady v kosmetickych pfipravcich nejvySe 0,3 % s vyjimkou
ustnich vod, kde nejvysSi koncentrace v pfipravku pfipravenému k pouziti je
0,2 %. [29]

2.1.5 Polychlorované bifenyly

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou aromatické, syntetické chemikalie,
které se nevyskytuji pfirozené v prostfedi. Skladaji se z bifenylové struktury se
dvéma vazanymi benzenovymi kruhy, na kterych jsou nékteré nebo vSechny
atomy vodiku substituovany atomy chléru (Obrazek 6). [30]

PCB se zacaly vyrabét ve 30. letech 20. stoleti v USA a vyrabély se az
do zdkazu vyroby vroce 1979. Diky své nehoflavosti, chemické stabilité,
vysokému bodu varu a elektrickym izolacnim vlastnostem byly PCB pouzivany
ve stovkach primyslovych a komer¢nich aplikaci, jako napfiklad dielektrické
izolatory, aditiva v barvach, plastech, lacich a pryZzovych vyrobcich,

hydraulickych zafizenich, i teplonosnych médiich. [30, 31]
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Obrazek 6: Obecny vzorec polychlorovanych bifenyl.

(Chy

Ackoliv se v souCasné dobé PCB jiz nevyrabi, stale se vyskytuji ve
vzduchu, pudé, sedimentech &i potravinach. Nejvice emisi pochazi z odpadi
s PCB (hlavné ze skladovani, nelegalniho nakladani a spalovani). Dale se PCB
uvolnuji z transformatora &i kondenzatorua pfi prehfati nebo explozi. [32]

O odstraniovani polychlorovanych bifenyld a polychlorovanych terfenylt
pojednava smeérnice Rady ze dne 16. zafi 1996. Rada ¢lenskym statim udéluje
povinnost evidovat zafizeni obsahujici PCB a stanovuje technické pozadavky
na nakladani s PCB a dekontaminaci. [33]

In vitro bylo prokazano, Zze PCB funguji jako antiandrogeny. Neni ovSem
ziejmé, jaké konkrétni dusledky z tohoto pusobeni plynou. [25] Nicméné bylo
pozorovano intelektualni postizeni u déti vystavenych PCB v prenatalnim véku.
Nejvice exponované déti mély trikrat vyssSi pravdépodobnost, Ze budou mit

nizké prameérné skore 1Q. [34]

2.2 Plodova voda

Plodova voda je komplexni a dynamické prostfedi, jehoz slozeni se
s postupem téhotenstvi méni. Sklada se z 99 % z vody, zbylé procento jsou
hlavné proteiny, tuky, glukoza, elektrolyty a mocCové latky. [35] Obsahuje ziviny
a rOstové faktory, které usnadnuji rast plodu. Jeji dalSi funkci je poskytovat
mechanickou ochranu pfed zranénim zvenci tlumenim nahlych uderd nebo
pohybu [36, 37], regulovat teplotu, bojovat s infekcemi, odrazovat od kontrakci
a zachovavat délku a konzistenci délozniho hrdla. [38] Dale se u plodu podili na
nacviku dychani a pohybu kosterniho svalstva. [38]

Objem plodové vody pfimo koreluje s perinatalni mortalitou a mnoha
zavaznymi chorobami. Vysoké mnozstvi plodové vody se nazyva
polyhydramnion a pfi¢inou Casto jsou malformace centralniho nervového
systému, neuromuskularni poruchy, infekce parvovirem, maternalni diabetes

mellitus a mnoho dalSich onemocnéni. [39] Naopak snizené mnozstvi plodové
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vody se nazyva oligohydramnion a vyskytuje se Casto pfi ruptufe vaku blan,
vrozenych vadach mocového traktu, placentarni insuficienci nebo u tézkych
srde¢nich onemocnéni. [40]

Koncentrace xenobiotik detekovanych v plodové vodé jsou obvykle nizSi
nez v matefské krvi a obtizné detekovatelné pomoci konvencnich metod.
Pokrocila analyticka chemie vSak v souCasné dobé jiz poskytuje citlivé metody
pro kvalitativni a kvantitativni detekci téchto sloucenin, a to i ve stopovych
hladinach (pg-ng/ml). Jednou z nejvhodnéjSich vyuzitelnych technik je
hmotnostni spektrometrie. Pouziti plodové vody pro hodnoceni expozice

endokrinnich disruptorl je stale do zna¢né miry neprozkoumané. [41]

2.3 lzolace z biologického materialu

Uprava vzorku pfed analyzou je nezbytnou soudasti chromatografickych
a spektroskopickych analyz. Cilem je ziskat vzorek bez interferujicich latek se
stanovovanou latkou, ktery je kompatibilni s danou analytickou metodou.

Zakladni techniky upravy vzorku jsou precipitace proteinl, extrakce
z kapaliny do kapaliny a extrakce na tuhou fazi. DalSi metody upravy vzorku

vétSinou vychazi z téchto zakladnich metod (Obrazek 7).
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extrakce na tuhou fazi (SPE)

exktrakce z kapaliny do
konvenéni kapaliny (LLE)

techniky

precipitace proteint (PP)

Techniky pro pfima extrakce z tuhé matrice
Upravu vzorku do rozpoustédla

metody na bazi LLE

moderni o
techniky metody na bazi SPE

ostatni

Obrazek 7: Zakladni rozdéleni technik tpravy vzorku. [42]

2.31 Extrakce kapalina-kapalina

Principem extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) je separace analytu
mezi dvé nemisitelné kapaliny. Jedna faze LLE je obvykle vodna a druha faze
je organické rozpoustédlo (napf. hexan, diethylether, chloroform). Pouzité
organické rozpoustédio nesmi byt misitelné s vodou, musi mit podobnou
polaritu jako analyt a musi s nim interagovat. Zaroven rozpoustédlo nesmi
s analyzovanou latkou reagovat, musi byt t€ékavé a mit odpovidajici Cistotu.
ZlepSeni vytéznosti je mozné zménou organického rozpoustédla (resp. smési
org. rozpoustédel), zvySenim objemu organické faze, opakovanim extrakce
nebo derivatizaci. Mezi fazemi mize pfechazet pouze neionizovany analyt,
proto je potfeba pro latky s acidobazickymi vlastnostmi upravit pH, pfipadné
pridat iontové-parové cCinidlo. Vyhodou LLE je jednoduchost a nenaro¢nost na
provedeni a laboratorni vybaveni. Extrakce ma pomérné dobrou vytéznost a je

dobre reprodukovatelna. Je vhodna jak pro extrakci malych, tak velkych molekul
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a zaroven tato metoda umoznuje zakoncentrovani vzorku diky mozZnosti
odpareni organického rozpoustédla a nasledné rekonstituce. Naproti tomu je
LLE relativné pracna pfi velkém mnozstvi vzorkl, Spatné automatizovatelna

a polarni latky maji nizkou vytéznost. [43, 44, 45]

Postup LLE:
1. tfepani biologického vzorku s organickym rozpoustédlem (analyt
se extrahuje do pfislusné vrstvy)
2. centrifugace (oddéleni nemisitelnych fazi)
3. odebrani alikvotni Casti
4. odpareni rozpoustédla (proudem dusiku, zahfivanim, vyuzitim
vakua)

5. rekonstituce vzorku

2.4 Derivatizace

Derivatizace zahrnuje chemickou reakci mezi analytem a derivatizacnim
¢inidlem za uc€elem zmény chemickych a fyzikalnich vlastnosti analytu. Hlavnim
divodem pro pfistup k derivatizaci je zlepSeni detekovatelnosti, zména
molekularni struktury nebo polarity pro lepSi chromatografii i stabilizace
analytu.

Derivatiza¢ni techniky mizeme rozdélit podle toho, kde dana chemicka
reakce probiha do tfi kategorii (pfedkolonova, postkolonova derivatizace
a derivatizace na koloné). [46]

V idealnim pfipadé by derivatizacni reakce méla byt rychla, kvantitativni
a produkovat minimalni vedlejsi produkty. Pfebytek Cinidla by nemél interferovat

s analyzou anebo by mél byt snadno odstranitelny z reakéni matrice. [43]

2.5 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je analytickda metoda
pouzivana k separaci, identifikaci nebo kvantifikaci jednotlivych komponent ve
sSmeési.

Separace je zalozena na pfitomnosti dvou ruznych fazi. Jedna faze
zajistuje transport analytu a je oznacovana jako mobilni faze a druha faze je
nehybna a obvykle se oznacuje jako faze stacionarni. Analyty jsou unaseny

mobilni fazi a princip separace je zaloZen na rozdilnych interakcich mezi témito
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fazemi. PFfi HPLC separaci hraji svou roli dva odlisné aspekty. Kineticky aspekt
migrace chromatografické zény zodpovidda za rozSifeni zoény piku
a termodynamicky aspekt je zodpovédny za retenci analytu na koloné (tedy
polohu piku na chromatogramu). Oba aspekty jsou dulezité. Uspé&sného
oddéleni jednotlivych analytu I1ze dosahnout bud' optimalizaci u€innosti, zménou

retence nebo zménou selektivity HPLC systému. [47, 48]

2.5.1 Separa¢ni médy

Chromatografie na normalnich fazich: Mobilni faze je zde tvofena nepolarnimi

rozpoustédly (hexan, heptan, atd.) s malym pfidavkem polarniho modifikatoru
(. ethanol, propan-2-ol). Jako stacionarni faze se obvykle pouzivaji porézni
oxidy, jako je oxid kfemicity nebo oxid hlinity. Povrch téchto stacionarnich fazi je
pokryt hydroxylovymi skupinami, které Ccini tyto povrchy vysoce polarni.
Stacionarni faze pro normalni fazi chromatografie mohou byt chemicky
modifikované (napf. modifikovany trimethoxy glycidoxypropyl silan). HPLC
s normailni fazi je metoda volby pro vysoce hydrofobni slou€eniny, které jsou

nerozpustné v polarnich nebo vodnych rozpoustédlech. [48]

Chromatografie na reverznich fazich: Pfi chromatografii na reverznich fazich se

vyuziva hlavné disperznich sil (hydrofobni, van der Waalsovy interakce).
Polarity mobilnich a stacionarnich faze jsou obraceny. Povrch stacionarni faze
je u reverzni chromatografie hydrofobni a mobilni faze je polarni a z toho
vyplyva, ze za stejnych podminek bude hydrofobnéjsi latka zadrzovana na
koloné déle. Stacionarni faze pouzité vtomto zpusobu chromatografie jsou
porézni tuhé materidly s hydrofobnim povrchem. [47] VétSinu pouzivanych
stacionarnich fazi tvofi chemicky upraveny porézni silikagel, zejména kvuli jeho
vyhodnym vlastnostem (porozita, snadna derivatizace, mechanicka stabilita,
nestlacitelnost). Na HPLC s reverzni fazi se provadi 90 % vSech analyz vzorkl

s nizkou molekulovou hmotnosti. [48]

lontové-vyménna chromatografie: lontové vyménna chromatografie, jak uz

naznacuje jeji nazev, je zaloZzena na ruznych afinitdch iontd analytu k opacné
nabitym centrm stacionarni faze. V zavislosti na naboji vyménnych center

rozliSujeme bud anex (ma pozitivni naboj) nebo katex (nese negativni naboj).
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Retence analytu a selektivita v iontové-vyménné chromatografii jsou silné

zavislé na pH a iontové sile mobilni faze. [47]

Chromatografie hydrofilnich interakci: Hydrofilni interakéni chromatografie

vyuziva polarni stacionarni faze ve spojeni s mobilni fazi obsahujici polarni
rozpoustédlo (Casto acetonitril) v kombinaci s ur€itym mnozstvim vody (alespon
25 % v/v, obvykle 5-40 % v/v). Stacionarni faze je vétSinou silikagel
modifikovany animoskupinou, amidem, diolem, cyklodextrinem, sacharidem
nebo jinou polarni funkéni skupinou. Chromatografie hydrofilnich interakci
nabizi alternativu k chromatografii na normalnich fazich pro separaci polarnich
sloucCenin. Retence je komplexni a zahrnuje navazani vody na povrch

stacionarni faze a rozdéleni analytu mezi tuto fazi a fazi mobilni. [46, 47]

Chiralni chromatografie: Chiralni separace se vyuziva u molekul, které maji

shodny sumarni a konstitucni vzorec, ale 1iSi se svym prostorovym
uspofadanim. Enantiomery maji stejné fyzikalné-chemické vlastnosti. Zde se
vyuziva dvou pristupl separace. Nepfimy pFistup vyuziva chiralni derivatizace,
kde se enantiomery méni na diastereomery, které pak mohou byt separovany
pomoci chromatografie na normailni &i reverzni fazi. Druhy pfistup spocCiva ve
vytvofeni chiralniho prostfedi pomoci chiralni stacionarni faze nebo chiralnich

aditiv mobilni faze. [46]

Size-exclusion chromatografie: Jedna se o dynamickou separaci molekul podle

jejich velikosti. Oddéleni molekul je zaloZzeno na vylou¢eni molekul z porézniho
prostoru obalového materialu v dusledku jejich velikosti. Hlavnim urcujicim
faktorem retence je hydrodynamicky polomér molekuly analytu. Obecné plati,
Ze Cim vétSi je hydrodynamicky polomér, tim vétSi je molekulova hmotnost
molekuly a tim kratSi je retence (za predpokladu stejné stacionarni faze). Toto
je jediny ze zminénych separaCnich modua, kdy je tfeba se vyhnout jakékoli
interakci analytu se stacionarni fazi (pokud molekula interaguje se stacionarni
fazi, maze dojit ke zvySeni jeji retence, coz mlze ovlivnit a narusit separaci

molekul pouze na zakladé hydrodynamického poloméru). [47]
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2.5.2 HPLC systém

Typicky HPLC systém se sklada z nasledujicich hlavnich komponent:

Zasobnik _mobilni__faze: UmozZnuje uchovavani dostate€ného mnozZstvi

rozpoustédel pro kontinualni provoz systému. Pro izokratické analyzy je mozno
vyuzit pouze jednoho zasobniku. Pro analyzy gradientové je nutno vyuzit dva

a vice zasobnikl pro jednotlivé mobilni faze. [49, 50]

Vysokotlaka Cerpadla: Vysokotlaka Cerpadla zajiStuji kontinualni a nepfetrzity

tok mobilni faze systtmem za vysokého tlaku s minimem pulzaci. VétSina
modernich Cerpadel umoziuje fizené michani riznych rozpoustédel z riznych
zasobniku. [47]

Odplyriovag: OdplyriovaC slouzi v systému k odplynéni mobilnich fazi (plyny
v mobilni fazi zpusobuiji kolisani zakladni linie a zvySuji Sum signalu detektoru).
[47]

Davkovag: Davkova¢ umozfiuje zavedeni smési analytd do proudu mobilni faze
pfed tim, nez vstoupi MF s nastfiknutym analytem na kolonu. Moderni
davkovace (autosamplery) umoznuji automatické nastfiky rlznych objema

vzorkU, které jsou odebirany z vialek uloZzenych v termostatovaném zasobniku.

Chromatograficka kolona: Kolona je misto, kde dochazi k separaci jednotlivych

sloZek vzorku. Cely kolonovy prostor je termostatovan, protozZe teplota zasadné

ovliviuje retenci a selektivitu.

Detektor: Zde probiha vlastni detekce analyzovanych latek. Zadny soudasny
detektor neni univerzalni, nicméné& soucCasné dostupné detektory umozriuji
velmi Siroky rozsah aplikaci. Pokud jsou soucasti vzorku analyty se znaéné se
liSicimi fyzikalnimi vlastnostmi, muze byt nutné pouzit dva nebo vice detektor(
v sérii, aby bylo zajiSténo, ze kazda sledovana slozka bude adekvatné
detekovana. [47].

Systém sbéru dat a fizeni: Pocitacovy systém s pfislusnym chromatografickym

softwarem ovlada vS8echny moduly HPLC pfistroje (slozeni eluentu, teplota,
sekvence vzorku, vstfikovani atd.). Ziskava data z detektoru a monitoruje vykon

systému (nepretrzité sledovani slozeni mobilni faze, teplota, protitlak).
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2.5.2.1 Stacionarni faze

V kapalinové chromatografii je uvnitf kolony sorbent, ktery nabizi vysoky
pomér plochy povrchu k objemu, aby se zvysSila moznost interakce analytu
se stacionarni fazi. Proto kli¢ k zvySeni ucinnosti v kapalinové chromatografii je
pochopeni pfenosu hmoty v poréznich materialech, odpovidajici design

a vyroba naplfiovych a monolitickych kolon. [48]

Naplnové kolony: Tyto kolony jsou naplnény malymi poréznimi sférickymi

Casticemi (1,3-5 ym).

Monolitické kolony: Monolitické kolony jsou tvofeny na rozdil od naplfiovych

kolon jedinym kusem porovitého materialu, ktery zcela vypliiuje objem
separacni kolony. Sorbent je vysoce porézni sklada se ze dvou druhu péru.
Velké pory (makropory) zabiraji asi 80 % objemu kolony [49] a zajistuji rychly
konvektivni tok mobilni faze. Stfedné velké pory (mesopory) poté zajistuji

dostatecné velky povrch pro vysokou separacni kapacitu. [51, 52]

2.5.2.1.1 Zakladni materialy pro vyrobu sorbentu

Silikagel: Hydratovany oxid kfemicCity je nejCastéji pouzivany zakladni material,
ktery ma vysokou mechanickou stabilitu, vynikajici fyzikalné-chemické
vlastnosti povrchu a je kompatibilni s Sirokou Skalou organickych rozpoustédel.
[48] Na povrchu silikagelu jsou silanolové skupiny Si-OH, které je mozno

modifikovat. Nevyhodou je jeho rozpustnost pfi pH 8 a vysSim.

Oxid zirkoni€ity, hlinity a titaniCity: Poréznim materialem jsou i dal$i oxidy kovu.

V soucCasné dobé je hlavné pouzivany oxid zirkoni€ity, v menSi niZze poté oxid
hlinity a titaniCity. Oxid zirkoniCity je stabilni v celém rozsahu pH, ale jeho
nevyhodou je relativné nizka reaktivita (obtiznéji se navazuji rGzné funkéni
skupiny na povrch), coz vyrazné omezuje vybér dostupnych stacionarnich
fazi. [51]

Polymery: Jedna se o zesitované kopolymery nejCastéji styren-divinylbenzenu
a methylmethakrylatu. Tyto materialy vykazuji vysokou stabilitu pH a chemickou
odolnost. NejCastéji se polymerni stacionarni faze vyuziva v analyze proteinQ
a peptidd, jelikoz u téchto analytl nehraje vyznamnou roli mikroporozita napiné.
[46, 49]
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Grafitovany uhlik: Jedna se o material tvofeny plné poréznimi ¢asticemi uhliku.

[47] Jeho vyhodou je stabilita v celém rozmezi pH a do teploty 200 °C. Jeho
tlakova stabilita je vSak pouze do 40 MPa. [52]

2.5.2.2 Detektory
Spektrofotometrické  detektory  (UV/VIS): Spektrometricky detektor je

nejpouzivanéjsi detektor v moderni kapalinové chromatografii. Tato zafizeni
maji pro mnohé rozpusSténé latky vysokou citlivost. Vzorky vSak musi
absorbovat v UV/VIS oblasti (190-600 nm), aby mohly byt detekovany.
Absorbance dané latky pfimo umérna jeji koncentraci, molarnimu absorpcnimu
koeficientu a Sifce vrstvy vzorku, pfes kterou zafeni prochazi (Rovnice 1): [47,
53]

A =log(ly/I) = ebc

Rovnice 1: Lambert-Beertv zakon.
kde A je absorbance, lo je intenzita dopadajiciho svétla, | je intenzita
prochazejiciho svétla, € je molarni absorpcni koeficient, b je tloustka kyvety

v cm a ¢ je molarni koncentrace roztoku. [53]

Fluorescenéni detektory: Fluorimetr je velmi citlivy a selektivni detektor pro
fluorescencni soluty. Méfi se zareni, které analyzovana latka vyzafi po
absorbovani primarniho (excitacniho) zafeni. Mnoho nefluoreskujicich latek
muze byt pfevedeno na fluoreskujici za vyuziti derivatizace. Tento pfistup je
atraktivni pro selektivni detekci urCitych slou€enin, pro které jsou jinak citlivé

detekéni metody nedostupné. [47]

Elektrochemické detektory: Mnoho slouéenin s oxidoredukénimi vlastnostmi

muUze byt detekovano pomoci selektivniho elektrochemického méreni. Prachod
latky prutokovou celou detektoru, ve které jsou umistény elektrody s vlozenym
napétim nezbytnym k pribéhu elektrochemické reakce, zpusobuje zmény
elektrické veliCiny (elektrodovy potencial, proud, kapacita). Pouzitelnost
elektrochemickych detektord je omezena tim, Ze mobilni faze musi byt
elektricky vodiva a sledovana latka musi byt elektroaktivni, ¢ehoz lze snadno
dosahnout pfed nebo postkolonovou derivatizaci). [47]
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Radiometrické detektory: Radiometrické detektory jsou specificka zafizeni pro

monitorovani radioaktivné znacCenych rozpusténych latek pfi jejich eluci.
Detekce je zalozena na emisi svétla v pratokové cele v dusledku radioaktivniho

rozpadu rozpusténé latky s naslednou emisi a-, -, popf. y — zafeni. [47]

Refraktometrické detektory: Detektor indexu lomu, nazyvany také jako

diferencialni detektor indexu lomu detekuje rozpusténé latky pozorovanim
indexu lomu eluentu vzhledem k referencni cele obsahujici vzduch, mobilni fazi
nebo prahledny material se specifickym indexem lomu. Refraktometrické
detektory jsou velmi citlivé na zmény teploty, proto detektor i kolona musi byt
dokonale termostatované. Detektory nelze pouzit pfi gradientové eluci, jelikoz

odezva detektoru je velmi citliva na zménu sloZzeni mobilni faze. [54, 55]

Detektory rozptylu svétla: NejoblibenéjSim detektorem tohoto typu je detektor

rozptylu svétla vyuzivajici odpareni mobilni faze (tzv. evaporative light
scattering detector, ELSD). ELSD pracuje na principu odpafeni mobilni faze
s naslednym meérenim rozptylu svétla na Casticich netékavych analytl. Odezva
detektoru souvisi s absolutnim mnozstvim pfitomného analytu. Na rozdil od
refraktometrického detektoru je odezva nezavisla na rozpoustédle, tudiz
detektor muze byt pouzit u gradientové eluce a neni tak velmi citlivy na teplotu

nebo kolisani prutoku. [53]

Aerosolovy detektor nabitych Eastic: Eluent z HPLC kolony je nejprve rozprasen

dusikem (nebo vzduchem) za vzniku kapicek, které se poté susi, aby se
odstranila mobilni faze. Primarni proud ¢astic analytu se potka se sekundarnim
proudem dusiku (nebo vzduchu), ktery je pozitivné nabity koronarnim vybojem.
Naboj je pfenesen na Castice analytu a ty dale proudi do kolektoru, kde se
generuje proud, ktery je zaznamenavan elektrometrem. Tento detektor je
vysoce citlivy, poskytuje konzistentni odezvu a ma Siroky dynamicky
rozsah. [53, 55]

Hmotnostni detektor: Hmotnostni detektor detekuje ionty po jejich separaci na

zakladé poméru hmotnosti k naboji a ur€uje relativni intenzity jednotlivych ionta.

Princip této detekcni techniky je dale diskutovan v kapitole 2.6.3.
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2.6 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticko-instrumentalni metoda, ¢asto
pouzivana ve spojeni se separacnimi technikami. Tato technika mize slouzit
k identifikaci neznamych latek (objasnéni chemické struktury) Ci ke kvantifikaci
znamych sloucenin.

Prvnim krokem v hmotnostné spektrometrické analyze slouCenin je
pfevedeni analytu do iontového stavu. Vznikajici ionty jsou separovany
v hmotnostnim analyzatoru podle jejich poméru hmotnosti k naboji a jsou
detekovany umérné jejich mnozZstvi. Zaznam zanalyzy hmotnostnim
spektrometrem se nazyva hmotnostni spektrum. Toto spektrum je zobrazeno

jako zavislost Cetnosti iontl (osa Y) na poméru hmotnosti k naboji (osa X). [56]

2.6.1 lonizaéni techniky

V iontovém zdroji dochazi k pfevodu analytl na ionty. Pro ovlivnéni
produkce iontd bylo vyvinuto mnoho rdznych technik, z nichz nejbéznéjsi jsou
uvedeny v nasledujicich kapitolach. Nabité castice jsou poté urychlovany
elektrostatickym polem dale do hmotnostniho spektrometru, kde jsou nasledné
separovany a detekovany za vysokého vakua, aby se minimalizovaly kolize
mezi ionty. lonizace probiha za atmosférického tlaku nebo ve vysokém vakuu.
[57]

2.6.1.1 Elektronova ionizace (El)

Molekuly analytu jsou zavedeny pfimo do zdroje. Proud elektronu
(zdrojem je rozzhavené vlakno z wolframu nebo rhenia) interaguje s analytem
ze vzniku radikalkationtu a wvzniklé ionty jsou urychlovany smérem
k analyzatoru. Pfi ionizaci vznikaji molekularni ionty a zaroven ve stejny Cas
dochazi k jejich pomérné intenzivni fragmentaci. Na zakladé fragmentacnich

pravidel Ize latku identifikovat. [58]

2.6.1.2 lonizace elektrosprejem (ESI)

Nastup ESI ionizace, ktera probiha za atmosférického tlaku a kde tvorba
iontd probiha mimo vakuovy systém hmotnostniho analyzatoru, poskytl metodu
ionizace labilnich a netékavych latek. [59] V ESI se vzorek rozpusti v polarnim,

tékavém rozpoustédle a takto je transportovan pFes kapilaru s vysokym
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elektrickym potencialem. Vysoky elektricky potencial mezi kapilarou a vstupem
do MS vytvofi Taylorav kuzel, ktery je na Spi€ce obohacen o kladné nebo
zaporné ionty (Obrazek 8). RozpraSené nabité kapiCky jsou vytrzeny
z Taylorova kuZele elektrickym polem. Kapky se odpafovanim zmensSuji za
pomoci teplého proudu plynného dusiku. Vytvorené ionty prochazeji do stredni
vakuové oblasti a odtud prfes maly otvor do vysokého vakua hmotnostniho

analyzatoru. [58]

Gas flow

L (¥ Highvoltage =)

Obrazek 8: Schéma ionizace elektrosprejem. [568]

2.6.1.3 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

APCI je ionizacni technikou, ktera se spolu s ESI a APPI fadi mezi
techniky pracujici za atmosférického tlaku. Spolu s ESI se jedna o nejCastéji
pouzivanou techniku pro spojeni HPLC/MS. [60] Vyhoda APCI ionizace je jeji
vyuziti i pro analyzu méné polarni sloucenin. Problematické mlze byt ionizace
tepelné nestabilnich slou€enin. Stejné jako u ESI je APCI mékka ionizacni
technika, kde dochazi relativné malo k fragmentaci. [61]

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku je dvoustupriovy proces
(Obrazek 9), kde nejprve jsou ionizovany molekuly mobilni faze, které jsou
v nadbytku a poté dochazi k pfenosu naboje na analyt. [62]

Roztok vzorku muize protékat kapilarou 0,2- 2 ml/min. Kapalina je
pneumaticky nastfiknuta do vyhfivaného evaporizéru, kde je pomoci

nebulizacniho plynu (nejCastéji dusik) rozpradena do koronarniho vyboje. [62]
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Koronarni vybojova jehla poskytuje napéti 2,5-3 kV [63] a ionizace probiha
podle reakce niZze (Rovnice 2), kde S je rozpoustédlo a M je analyt [64]:
S+e > S* +2e
S"*+M->M"+S
S* + S > [S+H]* + S[-H]
[S+H]*+ M > [M+H]* + S
Rovnice 2: lonizace analytu pomoci APCI.
lonizace muze probihat v pozitivnim nebo negativnim moédu. Pfenosem
protonu poté mohou vznikat protonované [M+H]* nebo deprotonované [M-HJ
molekuly, [62] popfipadé jiné adukty jako [M+K]*, [M+Na]*, [M+CI],
[M+CH3COQJ. Jak u ESI, tak u APCI dochazi prevazné ke vzniku iontd se
sudym poctem elektrond. [65]
Mezi hlavni faktory ovliviiujici uCinnost APCI fadime: vlastnosti
analyzované latky, slozeni roztoku (rozpoustédla, aditiva), pratok mobilni faze,
proud na jehlové elektrodé, teplotu odpafovaciho prostoru, teplotu a prutok

pomocnych plynl a napéti na vstupu do vakua. [65]

Corona Discharge

Electrode
Skimmer
Atmospheric Pressure High Vacuum
Liquid T
—p- R : wep- t0 Analyzer
| Heater T Vacim Pump

Nebulizer Gas Drying Gas

Obrazek 9: Schéma ionizace APCI. [66]

2.6.1.4 Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)
APPI je uziteCna zejména pro nepolarni slouceniny, které je prakticky
nemozné ionizovat v ESI nebo APCI. [54] Princip je analogicky APCI, akorat
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analyt absorbuje fotony, které jsou zde dodavany misto koronarniho vyboje UV
zarenim (Obrazek 10). [62]

~—  Current limiting resistor

Lamp current
power supply LRI

HY power supply
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Obrazek 10: Schéma ionizace APPI. [62]
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2.6.1.5 lonizace laserem za uc€asti matrice (MALDI)

V nejrozsifenéjSi formé& MALDI-MS se vzorek sklada z molekul analytu
zfedénych molekulami matrice s nizkou molekulovou hmotnosti, ktera vysoce
absorbuje laserové svétlo. Spotfebovana energie pfi ozafeni laserem pak
zpusobi vypafovani a pfipadnou ionizace vzorku (Obrazek 11). Tento typ

ionizace se velmi €asto pouziva ve spojeni s TOF analyzatorem. [58, 62]

=1 .;:B.EE"'_-_:
B —=gx®: Tomass
e ) i —— ———
' & B analyzer
i oo

Sample E e
., .
1 ~ Acceleraton

UV laser pulse

Obrazek 11: Schéma ionizace MALDI. [62]
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2.6.2 Analyzatory MS

Jakmile jsou ionty pfevedeny do plynné faze, je tfeba je rozdélit podle
jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z). Bylo vyvinuto nékolik typd hmotnostnich
analyzatord. VS8echny hmotnostni analyzatory pouzivaji staticka nebo
dynamicka elektricka a magneticka pole, ktera mohou byt samostatna nebo
kombinovana. VétSina zakladnich rozdild mezi rdznymi typy hmotnostnich

analyzatoru spociva ve vybéru pole, kterym je dosaZena separace. [56]

2.6.2.1 Kvadrupdl (Q)

Analyzator vyuziva kombinace stejnosmérného napéti
a vysokofrekvenéniho potencialu. Kvadrupdl se vétSinou sklada ze d&tyr
rovnobéznych tyCi, kde na dvé protilehlé tyCe je vloZzeno kladné stejnomérné
napéti a na zbylé dvé zaporné stejnomérné napéti (Obrazek 12).

lonty vychazejici ze zdroje vstupuji do analyzatoru mezi tyCemi
a pohybuji se rovnobézné s tyCemi. Pfi danych hodnotach stejnosmérného
napéti a vysokofrekvencniho potencialu prochazi pfes kvadrupdl pouze ionty

o urcitém uzkém rozsahu m/z. [62]

X
. M'“j Detector

lon -
beam N

Obrazek 12: Schéma kvadrupodlu. [63]

2.6.2.2 Sféricka iontova past (IT)

V iontové pasti jsou ionty s danym pomérem m/z zachyceny v sadé tfi
hyperbolickych elektrod. Na dvé koncové elektrody je vloZzeno stejnomérné
elektrické pole a na prstencovou elektrodu oscilujici elektrické pole (Obrazek
13). lonty jsou pulzné vstfikovany, zachyceny na kratkou dobu a poté

extrahovany po jednotlivych m/z pomérech pomoci pulzni extrakéni mfizky. [63]
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Obrazek 13: Schéma iontové pasti. [63]

Detector

2.6.2.3 Analyzator doby letu (TOF)

V pfipadé analyzatoru TOF jsou ionty rGznych m/z rozdéleny v Case
béhem jejich letu po draze o znamé délce. Za pfedpokladu, ze vSechny ionty
zacnou svou cestu ve stejnou dobu a je jim udélena stejna energie, dorazi lehCi

ionty k detektoru dfive nez ty tézsi.

Mezi zakladni vyhody TOF analyzatoru patfi:
e v zasadé neomezeny rozsah m/z
e vysoké rozliSeni m/z hodnot iontu

e vysoka rychlost ziskavani hmotnostniho spektra [62]

2.6.2.4 Orbitrap

Orbitrap je hmotnostni analyzator zaloZeny na iontové pasti vyvinuty
z Kingdonovy pasti, ktery se sklada ze dvou vnéjSich a jedné centralni
elektrody. [67] lonty se pohybuji po stabilnich trajektoriich jak kolem centralni
elektrody, tak v harmonickych oscilacich ve sméru z (Obrazek 14). [58] Ruzné
ionty osciluji na rlznych frekvencich, coz ma za nasledek jejich oddéleni.
Oscilace jsou detekovany a pomoci Fourierovy transformace jsou ziskavana
hmotnostni spektra. [58, 68] Frekvence axialni oscilace je zavisla na konstanté

instrumentace (k) a poméru m/z podle Rovnice 3 [69]:
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|k
@z = m/z

Rovnice 3: Frekvence axialni oscilace.

Vstfikovani iontd do orbitrapu a vytvareni stabilnich trajektorii je
komplikovany proces s pfisnymi pozadavky na prostor, ¢as a kinetickou energii.
Tyto pozadavky jsou vyfeSeny zavedenim specialni pasti (C-trap), ktera
umoznuje pulzni davkovani uzkého svazku iontu. [70, 71]

Vyhodou tohoto analyzatoru je jeho vysoka rozliSovaci schopnost
100.000- 280.000, vysoka spravnost urCeni hmoty 1-3 ppm a hmotnostni
rozsah do 6000 m/z. [69]

lon entrance Central electrode

p
70

N/

Split ouler electrode,
also used for detection
of image current

Obrazek 14: Schéma orbitrapu. [58]

2.6.2.5 lontova cyklotronova past s FT (FT-ICR)

U analyzatoru iontové cyklotronové rezonance (ICR) jsou ionty
zachyceny silnym magnetickym polem. Magnetické pole zpusobi, ze se ionty
budou pohybovat kruhovym pohybem s frekvenci zavislou na jejich m/z. lonty,
které maji byt detekované jsou excitované, aby se pohybovaly blize
k detekénim deskam. Poté se indukuje maly proud pokazde, kdyZ kolem desek

proleti iont. Protoze ionty sruznymi m/z maji ruzné frekvence iontové
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cyklotronové frekvence, kazda generovana aktualni frekvence bude odpovidat

urcité hodnoté m/z. [58]

2.6.3 Detektory MS

Ukolem detektoru je preménit energii pfichazejicich &astic na signal, ktery je
registrovan elektrickymi zafizenimi a pfenasen do pocitate hmotnostniho
spektrometru. [58]
2.6.3.1 Elektronovy nasobi¢

Podstatou elektronového nasobice je sériové zapojeni kovovych desek

(dynod), které az milionkrat zesiluji elektronovy proud iontd. lont vstoupi do
elektronového nasobice, kde je zastaven prvni konverzni dynodou. Tato dynoda
emituje elektrony, které jsou nasledné zesileny systémem dynod

a opakovanymi kolizemi. [72]

2.6.3.2 Fotonasobié¢

Ve fotonasobi€i ionty nejprve narazi na dynodu, coZ vede kemisi
elektrond. Vytvofené elektrony pak narazi na fosforovou obrazovku, ktera
uvolnuji fotony. Fotony pak prechazeji do multiplikatoru, kde podobné jako
u elektronového nasobice dochazi k zesileni signalu kaskadovym zpusobem.
Hlavni vyhodou pouziti foton je, ze multiplikacni Cast detektoru muize byt
udrZzovana utésnéna ve vakuu, coz zabranuje kontaminaci a vyrazné prodluzuje

Zivotnost detektoru. [72]

2.6.3.3 Faradayova klec

Faradaylv detektor je stale velmi pouzivany detektor. Hlavnimi davody jeho
trvalé popularity je pfesnost, spolehlivost a robustnost. Nejjednodussi formou
Faradayova detektoru je kovova (vodiva) miska, ktera shromazduje nabité
Castice a je elektricky pfipojena k pfistroji, ktery méfi produkovany proud. [54]
Sklada se z duté vodivé elektrody spojené se zemi pfes vysoky odpor. lonty
narazejici na kolektor zpusobi tok elektront ze zemé pres rezistor a vysledny

pokles potencialu na rezistoru se zesili. [72]
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat LC-MS
metodu pro stanoveni dvanacti endokrinnich disruptora.
Mezi dilCi cile prace patfi:
e vybér a optimalizace vhodné extrakéni metody
e optimalizace podminek MS detekce (vhodna ionizacni technika)
e optimalizace chromatografickych podminek - vybér vhodné
stacionarni a mobilni faze, optimalizace teploty na koloné
a gradientové eluce
e experimentalni ovéfeni mozného uvolnéni testovanych disruptorud

z laboratornich plastovych pomucek
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Metodicka cast

4.1.1 Chemikalie a pristrojova vybaveni

VSechna rozpoustédla, standardni latky a ostatni pouzité chemikalie byly
zakoupeny u firmy Merck. Pouzita rozpoustédla a aditiva pro chromatografické
ucely dosahovala stupné Cistoty LC — MS. Voda pro chromatografické analyzy
byla pfipravena pomoci pfistroje Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF od firmy
ThermoFisher Scientific (stupen kvality ASTM typ I).

Jako matrice byla pro pfipravu vzorkl pouzita plodova voda odebrana ve
druném trimestru téhotenstvi od ZzZen podstupujicich transambdominalni
amniocentézu z genetickych dlvodu. Pouziti zbyvajiciho mnozstvi plodové
vody k vyzkumnym ucelum bylo schvaleno Etickou komisi Fakultni nemocnice
Hradec Kralové 201902 S16P ze dne 7.2.2019.

4.1.1.1 Vybrané stanovované endokrinni disruptory
Nize uvedené endokrinni disruptory byly vybrany na zakladé konzultace
s lékafi gynekologického a porodnického oddéleni FNHK v potencialni

souvislosti s jejich vlivem na pred€asny porod.

Parabeny: methylparaben, ethylparaben, propylparaben

Bisfenol A

Triclosan

Ftalaty: bis(2-ethylhexyl)-ftalat, diisononyl ftalat

Bifenyly: Aroclor 1232 (2-chlorbifenyl), Aroclor 1221 (3-chlorbifenyl), Aroclor
1016 (3,3',5-trichlorbifenyl), Aroclor 1242 (2,3,2',4'- tetrachlorbifenyl), Aroclor
1248 (3,5,3',5'-tetrachlorbifenyl), Aroclor 1254 (2,2',3,3',4-pentachlorbifenyl),
Aroclor 1260 (2,2',3,3',4,4'-hexachlorbifenyl)

4.1.1.2 Extrakéni €inidla

Pro optimalizaci vhodného extrakéniho Ccinidla byly vyuZzity nasledujici
rozpoustédla: ethylacetat, dichlormethan, methylethylketon, chloroform,
tert-butyl methyl ether, hexan, tetrahydrofuran, 2-methyl-tetrahydrofuran,
n-heptan, 1-butanol, 2-butanol, toluen, 4-methyl-2-pentanon, 1-pentanol,

aceton, acetonitril
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4.1.1.3 Dalsi pouzité chemikalie

Pro pfipravu mobilnich fazi byla pouzita kyselina mravenci, kyselina octova,
mravenCan amonny a octan amonny. Dale byl v praci pouzit fosfatovy pufr
opH7,4 (1 tableta rozpusttna ve 200 ml deionizované vody) a také

dansylchlorid pro derivatizaci vzorku.

4.1.1.4 Pristrojové vybaveni
Trepacka (Witeg VM-10, typ vortex)
Lab Dancer Vortex Mixer (IKA TM)
Ultrazvukova lazen (Elma S 40)
Centrifuga (Universal 320 R, Hettich Zentrifugen)
Centrifugaéni koncentrator (CentriVap — Labconco)
Analytické vahy Sartorius CPA225D-0CE
Pipety Eppendorf® Reference (0,5 — 10 pl, 10 =100 pl, 100 — 1000 pl)
Thermomixer (Eppendorf ThermoMixer C, ThermoFisher Scientific)
Termostat blokovy (Bio TDB 100, Biosan)
Kapalinovy chromatograf: Dionex UltiMate 3000 RS (ThermoFisher
Scientific)
Binarni vysokotlaké c&erpadlo HPG-3400RS spojené s vakuovym
odplyrnovacem
Kolonovy termostat TCC-3000
Detektor diodového pole DAD 3000
Programy Chromeleon 6.80 a Microsoft Excel 2016
Hmotnostni spektrofotometr: Q Exactive Plus (ThermoFisher Scientific)
Program Xcalibur 3.0.63 pro vyhodnocovani hmotnostnich spekter
pH metr (Hanna edge, HI 2020)

laboratorni sklo, vialky s vi¢ky, eppendorf zkumavky
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4.1.1.5 Testované kolony

Tabulka 2: Prehled testovanych stacionarnich fazi.

. L . . Max.
I:‘aze" Staclonarni | o opnce Délkalpramer | Velikost | Pory | ok
olony faze éastic (A) (bar)
Excel C18-PFP ACE 100 mmx2,1mm| 1,7um | 100 | 2-8 | 1000
Excel C18-AR ACE 100 mmx21mm| 1,7um | 100 | 2-8 | 1000
Hypersil ThermoFisher
GOLD C4 Scientific 100 mmx21mm| 1,9um | 175 | 2-8 | 1250
Hypersil ThermoFisher
GOLD C8 Scientific 100mmx21mm| 1,9um | 175 | 2-9 | 1250
Kinetex | C18 | Phenomenex | 50 mm x 21 mm | 1,7 pm | 100 | g> | 1000
Kinetex | EVO C18 | Phenomenex | 50 mm x 2,1 mm | 1,7 um | 100 115 1000

4.1.1.6 MS detekéni podminky

Tabulka 3: Nastaveni detekcnich parametra.

Typ ionizace
Teplota na kapilare
Napéti na kapilare

Napéti na RF ¢occe

Pritok pomocného plynu

Pratok protismérného plynu

Pratok susiciho plynu

4.1.2 Priprava roztoku

4.1.2.1 Zasobni roztoky

APCI

260 °C
2500-3500 V
50 V

12,5 arb. unit
2,5 arb. unit
50 arb. unit

Pfi vyvoji a optimalizaci metody pro stanoveni endokrinnich disruptoru

byly pfipraveny nasledujici zasobni roztoky:

e 3 mM roztok parabent (MP, EP, PP) v methanolu
e 100 uM roztok ftalati (DEHP, DINP), bisfenolu A a triclosanu
v methanolu

e 200 pg/ml polychlorovanych bifenyld (Aroclor 1232, 1016, 1248,

1254, 1260, 1221, 1242) v methanolu
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4.1.2.2 Pracovni roztoky
VSechny pracovni roztoky byly ziskany nafedénim zasobnich roztoku
methanolem, pfiCemz kazda skupina disruptord byla pfipravena na tfech

koncentracdnich hladinach.

e Smés parabenu: koncentrace 30 uM, 300 nM, 3 nM
e Smés ftalatu, BPA, TCS: koncentrace 25 uM, 250 nM, 2,5 nM

e Smés PCB: koncentrace 20 ug/ml, 200 ng/ml, 2 ng/ml

VSechny pfipravené zasobni i pracovni roztoky byly uchovavany v lednici pfi
4 °C.
4.1.2.3 Priprava vodnych roztokt mobilnich fazi

VSechny vodné mobilni faze byly pfipraveny z ultracisté vody. Po pfipraveni

byly mobilni faze odplynény na ultrazvukové lazni po dobu 10 minut.

V experimentalni ¢asti byly pouZzity tyto mobilni faze:
Mobilni faze A (MF A)

e H20+ 0,02% HCOOH (v/v)

e H20+ 0,1% HCOOH (v/Vv)

e H20+ 0,5% HCOOH (wv)

e H20+ 0,1% CH3COOH (v/v)

e H20+ 10 mM HCOONH4

e H20+ 10 mM CH3COONHq4

Mobilni faze B (MF B)
e ACN +0,1% HCOOH (v/v)
e ACN +0,5% HCOOH (v/v)
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4.1.3 Uprava vzorku pred analyzou

Postup Upravy vzorku pfed analyzou je znazornén na Obrazek 15.

[‘ I.Iﬁlﬁlﬁlﬁlﬁlﬁl

Obrazek 15: Postup pfipravy vzorku pred analyzou.
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4.1.3.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)

K10 pl pracovniho roztoku standardu endokrinnich disruptord bylo
pfidano 90 pl plodové vody. Po kratkém promichani byl pfidan 1 ml
extrakéniho ¢inidla. Smés byla 10 minut tfepana, pfi 1000 otaek za minutu
(rpm) a centrifugovana po dobu 5 minut pfi 12000 rpm. Nasledné bylo
odebrano 800 ul organické faze, ktera byla odpafena ve vakuové odparce
pfi 40 °C dosucha. Tento postup byl proveden pro vSechny koncentrace
stanovovanych disruptord pro vSechna organicka rozpoustédla uvedena
v kapitole 4.1.1.2.

4.1.3.2 Derivatizace

HO

K dosucha odpafenym vzorkim bylo pfidano 50 pyl 100 mM bikarbonatu
sodného o pH 10,5 a 50 pl dansylchloridu v acetonu (1 mg/ml). Smés byla
kratce vortexovana a poté inkubovana 5 minut pfi 60 °C a 400 rpm [73].
Nasledné byly vzorky opét za stejnych podminek odpafeny ve vakuové

odparce do sucha a skladovany v —80 °C.

K derivatizaci bylo pfistoupeno u parabenut, BPA a TCS (viz nasledujici
Rovnice 4-6).

OR

O
o \N/ |
O0=—=S=0
OR OO
+ OO
paraben O:T:O N
ol NG

dansylchlorid dansylovany paraben

Rovnice 4: Dansylace parabend.
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bisphenol a cl
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dansylchlorid
dansylovany bisfenol A

Rovnice 5: Dansylace bisfenolu A.

Ny
cl ~y~
o)
/©i ) OO ’
[EEE— .
Cl OH Cl cl 0 0—S=0
0=s=0 I
! 0

triclosan cl

dansylchlorid

Cl
dansylovany triclosan

Rovnice 6: Dansylace triclosanu.

4.1.3.3 Rekonstituce
K odpafenym derivatizovanym vzorkim bylo pfidano 100 uyl MeOH [73].
Vzorek byl po rozpusténi kratce protfepan a viozen na 5 minut do
ultrazvukové lazné. Po sonikaci byl vzorek opét protfepan, nasledné
centrifugovan (aby se kapalina dostala na dno zkumavky a vzorek 3el
odebrat bez vétSich ztrat) 3 minuty pfi 7000 rpm, a poté pfenesen do insertu

ve vialce k nasledné HPLC-MS analyze.
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4.1.4 Experiment uvoliovani disruptorid z laboratornich

pomucek

4.1.4.1 Eppendorf zkumavky

Experiment uvolfiovani disruptord z 1,5 ml eppendorf zkumavek byl
provadén v kyselém, neutralnim a bazickém prostfedi. PouZité roztoky a jejich
pH jsou uvedeny v Tabulce 4. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 200 ul
prislusného roztoku o daném pH avzorky byly inkubovany za extrémnich
podminek pfi 80 °C 60 minut v termomixéru. Z mikrozkumavky bylo po inkubaci
odebrano 90 ul vzorku, byl pfidan 1 ml 4-methyl-pentan-2-onu (m-Penta) a byla
provedena extrakce dle metodiky uvedené v kapitole 4.1.3. Jako kontrolni
blankové vzorky byly pouzity roztoky s vySe uvedenymi pH hodnotami, které

podstoupily stejnou inkubaci ve sklenénych zkumavkach.

Tabulka 4: Roztoky pouZité pri experimentu uvolriovani disruptord ze

zkumavek.
Prostredi| pH roztok
Kyselé 4 mravencan amonny
Neutralni | 7,4 fosfatovy pufr
Bazické | 10,5 bikarbonat sodny

4.1.4.2 Spicky

V experimentu byly pouzity modré (1000 ul) a Zluté (200 pl) Spi¢ky od firmy
Eppendorf, a poté modré 3picky od firmy VWR International. Spicky byly
rozstfihany do kadinek na malé kousky a byly ponechany 30 minut ve
fosfatovém pufru (pH 7,4) pfi 60 °C (Obrazek 16). Na 1 g SpiCek bylo vzdy
pouzito 50 ml rozpoustédla. K 200 ul inkubovaného roztoku byl pfidan 1 ml m-
Penta a opét byla provedena extrakce podle bodu 4.1.3. Jako kontrolni
blankovy vzorek byl pouzit roztok fosfatového pufru, ktery podstoupil stejnou
inkubaci ve sklenéné nadobé bez Spicek.

Experiment s modrymi SpiCkami probihal rovnéz v prostfedi m-Penta, kde
byla testovana moznost uvolnéni disruptorl do optimalizovaného cinidla pro
extrakci. Po inkubaci (30 min. v m-Penta pfi 60 °) bylo odebrano 200 pl vzorku
a odpareno do sucha. Rekonstituce byla provedena podle bodu 4.1.3.3. Jako
kontrolni blankovy vzorek byl pouzit m-Penta, ktery podstoupil stejnou inkubaci

ve sklenéné nadobé.
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Obrazek 16: Nastfihané Spicky pro experiment uvolriovani disruptord.
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5 Vysledky a diskuse

Pro zvySeni MS odezvy bylo nutné nékteré disruptory derivatizovat. Ze
stanovovanych endokrinnich disruptort podléhaji dansylaci parabeny, bisfenol

A a triclosan (viz kapitola 4.1.3.2, Rovnice 4, Rovnice 5, Rovnice 6)

5.1.1 Optimalizace upravy vzorku pred analyzou

Prvnim krokem k optimalizaci metody pro stanoveni endokrinnich disruptor
byla volba vhodné upravy vzorku pfed analyzou. Jako metoda upravy byla
zvolena extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction, LLE) a pro jeji
optimalizaci byla testovana sada Sestnacti extrakCnich Ccinidel uvedena
v kapitole 4.1.1.2. Cilem optimalizace bylo nalézt extrak¢ni Cinidlo s nejvyssi
souhrnnou extrakcni ucinnosti pro stanovované disruptory.

Extrakéni ucinnost jednotlivych €inidel byla stanovena na koloné EVO C18
(2,1 x 50 mm/1,7 um), za vyuziti gradientové eluce (viz Tabulka 5) s mobilnimi
fazemi A (0,1% (v/v) HCOOH) a B (0,1% (w/) HCOOH v ACN), pratokem
0,5 ml/min a nastfikem vzorku 5 ul. MS detekce probihala za pouziti ionizace
elektrosprejem (ESI).

Tabulka 5: Profil gradientu.

Cas [min] MFA[%] MF B [%]

0,3 95 5
3,3 0 100
4,0 0 100
4,0 95 5
7,5 95 5

Vyhodnoceni probihalo na zakladé porovnani intenzity a zaroven i plochy
pikd jednotlivych analytd pfi vyuziti rdznych extrak&nich Cinidel, jelikoz piky
nékterych analytd byly asymetrické. ProtoZze standardy PCB jsou smési
izobaricky polohové se liSicich izomer(, byla u nich porovnavana pouze plocha
pod piky. Reprezentativni vysledky vyhodnoceni jsou uvedeny v Tabulkach 6-8.
Extrakcni Cinidla byla nasledné ocislovana od jedné do Sestnacti dle vytéznosti
extrakce (jedniCka byla pfifazena pro extrakéni Cinidlo poskytujici nejvysSi

v v

1-3). Cisla k extrakénim ¢&inidlim byla pfifazena samostatné pro kazdy
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stanovovany disruptor, nasledné pro jednotlivé extrakéni cCinidla sedtena

v v

Tabulka 6: Intenzita odezvy detektoru u parabend, ftalati, BPA a TCS na

nejvy8S8i koncentracni trovni za vyuZiti rdznych extrakénich ¢&inidel.

Extrakcni
rozpoustedlo 2, 5 p.M 2, 5 p.M

'S5  830E+07 2,67E+07 5,26E+07 2,94E+08 2,71E+07 9,45E+06 3,18E+05
1,29E+408 2,16E+07 2,74E+07 1,97E+08 1,38E+07 6,68E+06 8,80E+04
1,91E+08 3,94E+07 539E+07 1,98E+08 2,67E+07 9,53E+06 3,25E+05
Clf 1,25E408 5,08E+07 5,68E+07 2,69E+08 1,10E+07 5,25E+06 9,00E+04
Thme 4,25E+07 1,76E+07 4,20E+07 2,68E+08 2,17E+07 6,40E+06 3,06E+05
B0 6596406 1,26E+06 9,49E+06 2,79E+07 1,16E+07 5,58E+06 1,11E+05
Th 4,11E+07 4,56E+06 4,38E+06 2,55E+08 3,76E+07 7,97E+06 4,99E+05
2m-Thf 1,84E+08 3,91E+07 1,61E+08 2,09E+08 3,05E+07 1,54E+07 7,93E+05
LT 2526406 2,89E+05 1,82E+06 2,73E+07 7,61E+06 3,10E+06 1,06E+05
1,87E+08 4,06E+07 4,67E+07 1,72E+08 3,41E+07 6,64E+06 3,75E+05
1,776+08 1,43E+07 1,80E+07 2,51E+08 2,16E+07 6,61E+06 4,18E+05
Tol 3,48E+07 7,69E+06 1,71E+07 1,92E+08 1,72E+07 2,91E+06 1,02E+05
1,43E+08 5,62E+07 6,50E+07 2,46E+08 2,61E+07 1,50E+07 3,84E+05
m 2,03E+08 1,61E+07 2,41E+07 2,04E+08 3,15E+07 4,50E+06 8,47E+05
3,96E+08 2,38E+07 2,65E+07 2,11E+08 2,94E+07 6,04E+06 3,32E+05
ACN 3,05E+08 2,67E+07 3,91E+07 1,77E+08 5,21E+07 6,74E+06 4,37E+05
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Graf 1: Vybér extrakcniho Cinidla pro parabeny, ftalaty, BPA a TCS na zakladé
intenzity odezvy signalu.

Tabulka 7: Plocha pod pikem u parabend, ftalati, BPA a TCS na nejvySsi
koncentracni urovni za vyuZiti riznych extrakénich cinidel.

Extrakcni BPA TCS
rozpoustédlo 2,5 uMm 2,5 uM

137165571

L 200075630
S 391682902
223687353
79267142
OO 12693147
75075938
334257991
LS 4803794

354797866
PR 292571048
63022834
L 269936362
363170539
559399580
ACN 563448312

48534316
34802561
74161267
81407730
30563605
2407280
7215818
77915743
393023
72204008
23213307
13453558

81052594
48681746
88113007
96297924
69563788
14226748
16259725
320304856
3871266
85124780
30044043
33796312

101009731 125047383

30875530
37941161
48124187

44209203
48405817
63338712

428628732
360548238
330021750
377093207
443758910
46566838
404848738
396858414
46378880
341091240
447170770
343284909
406987483
331314364
339938320
347171761

41677771
24325567
46440753
23164184
40991229
23735466
53375021
60468925
14828004
64269592
37475281
31513451
48412071
56494523
47339017
75320554

15124933
12257501
17458435
9998971
12970061
9875925
14749283
25477800
5942340
12439091
12384818
6646971
20545937
9477880
12087752
13672982

1211370
382819
1574111
398782
1357595
446329
1927317
2254536
513150
1427668
1658451
417527
1489218
1316069
1401429
1699088
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Graf 2: Vybér extrakcniho Cinidla pro parabeny, ftalaty BPA a TCS na zakladé

velikosti plochy pod piky.

Tabulka 8: Plocha pod pikem u polychlorovanych bifenylt na nejvy$si
koncentracni Grovni za vyuZiti riznych extrakcnich Cinidel.

Extrakcni

rozpoustédlo

186864 1034728 537607 894768

337073 746111 239253 767805
183642 1214860 654237 854488
447893 832547 274705 1013044
27285 871914 355375 534388
215243 773496 332100 714112
1854735 2902401 909701 4534259
3343307 2368524 866876 4457218
167349 696382 304145 570211
320125 475138 202213 627121
101977 1164638 584872 1087838
384179 616257 178084 687977
171705 1913009 738389 1777669
128011 503963 187279 497606
92712 1074708 587605 838246

X X 589685 764946
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Graf 3: Vybér extrakcniho Cinidla pro polychlorované bifenyly na zakladé
velikosti plochy pod piky.

Na nejvysSi méfené koncentracni urovni byla vybrana jako vhodna extrakéni
¢inidla 2m-Thf, m-Penta a Thf (viz Graf 1-3), ktera prokazala nejnizSi souhrnné
bodové skoére. Velmi podobnych vysledkl bylo dosazeno i na dalSich
testovanych koncentracnich urovnich. Thf prokazal velmi dobrou extrakéni
ucinnost pro extrakci polychlorovanych bifenyld, nicméné nedostatecnou
ucinnost pro extrakci ostatnich testovanych disruptord. DalSim vhodnym
extrakénim Cinidlem pro PCB podle bodového skére byl 2m-Thf a poté m-Penta.
Kritériem pro volbu mezi 2m-Thf a m-Penta byl zvolen pokles odezvy pod limit
urovni (v fadu stovek pmol) v pfipadé pouziti 2m-Thf. Rovnéz byly testovany
rizné smési uvedenych rozpoustédel, nicméné ke zvySeni ucinnosti extrakce
nedoslo. Pro naSe potfeby jsme vyuZili univerzalni extrakéni Cinidlo jako

kompromis a to m-Penta.

5.1.2 Optimalizace chromatografickych podminek
Pfed optimalizaci chromatografickych podminek bylo nutné nastudovat

a porovnat zakladni informace o analyzovanych latkach, véetné jejich struktur,
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schopnosti ionizace, lipofility, acidobazickych vlastnosti apod. Metody separace
jednotlivych ED nalezené v literatufe jsou shrnuty v Tabulce 9. Jelikoz jsou pro
rizné analyty pouzivané rizné metody a cilem prace bylo analyzovat vSech

14 ED najednou, bylo nutné vyvinout zcela novou metodu.

Tabulka 9: Pfehled metod pouzivanych k separaci jednotlivych ED.

ZOBRADEX Eclipse
XDB-C18 Rapid

Pa';?;ny HPLC resolution, H20 MeOH gradientova U\:]anS4
(4.6 mm x 150 mm,
3.5 um)
0,1% 0,1 % roztok
Ftalaty Synergi Polar-RP vodny HCOOH v . .
(75] HPLC-MS/MS 2.5 um roztok ACN:MeOH, gradientova MS APCI
HCOOH 50:50
Hypersil Gold
Ftalty Column 5 mmt?l octan . )
[76] HPLC-MS/MS (1.9 um, 2.1 x 50 MeOH amonny + 0,1 % gradientova MS ESI
mm, Thermo, Palo (v/v) HCOOH
Alto, CA)
Waters XSELECT
F;;Bi HPLC-MS/MS (100::1Sx;?1mm, H20 MeOH gradientova MS APPI
2.5um)
Paraben
+ ftalét: HPLC e ({03 H20 MeOH gradientova DAD 230
78] 4.6 mm, 3 um) nm

Na zakladé vyhledanych informaci byly testovany pro separaci jednotlivych
analytl rizné druhy stacionarnich a mobilnich fazi. Dale byl optimalizovan
prubéh gradientové eluce a nastavena optimalni teplota na koloné.

Hlavnim cilem bylo optimalizovat chromatografické podminky abychom
ziskali uzké, symetrické, oddélené piky s dostateCnou intenzitou. Zaroven bylo

Zadouci nastavit podminky tak, aby byla doba analyzy co nejkratsi.

5.1.2.1 Optimalizace slozeni mobilni faze

Prvotnim cilem bylo optimalizovat sloZeni mobilni faze s ohledem na
intenzitu, symetrii a tvar pikl a jejich retenéni C€as. Zakladni screening
testovanych MF byl provadén na koloné Phenomenex Kinetex EVO C18 2,1 x
50 mm/1,7 uym. Pribéh gradientové eluce pro screeningovou metodu je uveden
v kapitole 5.1.1 v Tabulce 5.

Byly testovany d&tyfi zakladni mobilni faze A: 0,1% HCOOH (v/), 0,1%
CH3COOH (v/v), 10 mM HCOONH4 a 10 mM CH3COONHa4. Jako mobilni faze B
byl pouzit ACN s pfidavkem 0,1% HCOOH (v/v).
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Zaznamy jednotlivych extrahovanych chromatogramu z testovani mobilnich
fazi jsou demonstrovany na pfikladu EP (Obrazek 17) a DINP (Obrazek 18).

Jelikoz pro v8echny testované mobilni faze byla odezva MS detektoru pro
jednotlivé analyty naméfena na podobnych hladinach, rozhodujicim faktorem
pro volbu MF tedy byl hlavné tvar piku (viz Obrazek 17). Vizualni §tépeni piku je
dano nevhodnymi podminkami analyzy, které byly dale optimalizovany a ve
finalni metodé ke Stépeni nedochazelo. Nejvice symetrické piky byly ziskany za

pouziti kyseliny mravenci, tudiz byla vybrana jako optimalni mobilni faze.

4_ . v 4_ . -
4x10 kyselina mravenéi 5x10 kyselina octova
m/z=400.0-400.2 m/z=400.0-400.2
4%104-| /\
4] | |
3x10 |
> “‘ \“ >.3x1047 ‘
£ o I £ |
@ 2x10 I\ [ |
£ | £ 2104 |
1%104- [ J
[ 1x104 |
\ |
\ | A
0 o \_/ o\
T T T T 1 T
35 3.6 37 3.8 3.9 4.0 35 36 37 3.8 3.9
tr (min) tr(min)
4_ v . 4_ ,
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m/z=400.0-400.2 m/z=400.0-400.2
4x10%+ 4%10%+ I\
[
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2 2 ‘
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| \\
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Obrazek 17: Extrahované iontové chromatogramy dansylovaného
ethylparabenu v riiznych mobilnich fazich.
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Obrazek 18: Extrahované iontové chromatogramy di-isononyl ftalatu v riznych
mobilnich fazich.

Nasledné byl vliv pfidavku kyseliny mravenc¢i do mobilni faze testovan ve

(0,02%:

jednotlivé

tfech koncentracich

chromatogram(i  pro

0,1%;

0,5%).

koncentrace

Zaznamy

kyseliny mravenci

extrahovanych

jsou

demonstrovany na pfikladu DEHP (Obrazek 19) a TCS (Obrazek 20).
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Obrazek 19: Extrahované iontové chromatogramy bis-2-ethylhexylftalatu pri
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Obrazek 20: Extrahované iontové chromatogramy dansylovaného triclosanu pri

testovani vlivu koncentrace kyseliny mravenci v MF.
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Odezva MS detektoru byla pro jednotlivé disruptory na vSech
testovanych koncentranich urovnich podobna (Graf 4 a Graf 5), pfi vybéru tedy
opét rozhodoval pfevazneé tvar piku a symetrie pikd. PFi pouziti 0,02% a 0,1%
kyseliny mraven&i dochazelo ke S3tépeni analytu z ddvodu nevhodnych
podminek separace. Nejvice symetrické piky byly ziskany za pouziti 0,5%

kyselina mravenci, ktera byla nasledné zvolena jako optimalni mobilni faze.

1,40E+10

1,20E+10

1,00E+10

8,00E+09

6,00E+09

4,00E+09

2,00E+09 III III
0,00E+00 mEm Il. III

MP EP PP BPA TCS DEHP DINP

m0,1%HCOOH m0,02%HCOOH mO0,5%HCOOH

Graf 4: Porovnani intenzity odezvy disruptort pfi testovani vlivu koncentrace
kyseliny mravenci v MF.

2,50E+05

2,00E+05

1,50E+05
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5,00E+04 I I I I I
0,00E+00 I

Aroclor 1016 Aroclor 1248 Aroclor 1254 Aroclor 1260

m0,1%HCOOH m0,02%HCOOH mO0,5%HCOOH

Graf 5: Porovnani intenzity odezvy disruptort pfi testovani vlivu koncentrace
kyseliny mravenci v MF.
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5.1.2.2 Vybér chromatografické kolony

Pro stanoveni endokrinnich disruptort byl jako chromatograficky méd zvolen
systém s reverznimi fazemi, kde stacionarni faze ma nepolarni charakter a faze
mobilni charakter polarni. Cilem testovani jednotlivych kolon bylo najit takovou
kolonu, na niz dojde k separaci analytd na zakladni linii a vyhovujicimu tvaru
eluovanych pikd v pfijatelném Case analyzy. Testované kolony, v&etné jejich
zakladni charakteristiky, jsou uvedeny v Tabulka 2 (kapitola 4.1.1.5)

Pro testovani ucinnosti kolon byla vyuzita jiz optimalizovana mobilni faze
0,5% HCOOH (v/v) a gradientova eluce uvedena v Tabulce 5 v kapitole 5.1.1.
Kolony se stacionarni fazi EVO C18 a C18 byly vybrany jako zakladni
screeningové kolony. Z dlivodu predpokladu vysoké lipofility a s tim spojené
predpokladané vysoké retence stanovovanych analytl byly do testovani kolon
zarazeny také stacionarni faze C4 a C8. Aromatické jadro na koloné C18-AR je
vhodné pro separaci latek obsahujicich aromaticky kruh, ktery mize zapficinit
zménu selektivity stacionarni faze. V neposledni fadé byla testovana kolona
s navazanym pentafluorfenylem (PFP), kterd je vhodna k separaci
halogenovanych aromatickych slouéenin, hlavné diky 1r-1r interakcim. Ug&innost
separace testovanych kolon je demonstrovana na pfikladech DEHP a DINP
(Obrazek 21 a Obrazek 22).
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Obrazek 21: Retence DEHP pfi testovani riiznych SF.
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Obrazek 22: Retence DINP pri testovani rdznych SF.

Vybér kolony byl provadén predevSim vyluCovaci metodou na zakladé
retennich €asu analytl a tvaru jejich pikd. NejCastéjSi komplikaci byla eluce
rozmytych pikl, kdy se objevoval bud frontujici nebo chvostujici pik (Obrazek
21 a Obrazek 22). Jako vhodnéjSi stacionarni faze byla vybrana kolona Hypersil

GOLD C4.

5.1.2.3 Optimalizace teploty a gradientové eluce
Po volbé stacionarni faze byla dalSim krokem optimalizace teploty
kolonového termostatu. Z principll HPLC separace vyplyva, ze zvySenim teploty

na koloné klesa viskozita MF, zvySuje se u€innost separace a obvykle klesa
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retence analytl. K optimalizaci metody byly testovany teploty 15, 27, 35
a40 °C.

Z pfilozeného Obrazku 23 je zfejmé, Ze s naruUstajici teplotou se analyty
eluuji dfive a zaroven dochazi k eluci uzsich pika. Jelikoz pfi teploté 40 °C
dochazelo ke koeluci nékterych analytd s velmi nizkymi retenénimi Casy,
a vzhledem k mozné pritomnosti matricovych efektd v téchto retencnich

Casech, byla jako vhodna teplota zvolena teplota 35 °C.
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Obrazek 23: Extrahované iontové chromatogramy DINP pri testovani teploty

kolonového termostatu.

Dale bylo nutné optimalizovat pribéh gradientové eluce. Zmény gradientu
byly testovany za pouziti MF A 0,5% (v/v) HCOOH, MF B 0,5% (v/v) HCOOH
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v ACN s prutokem 0,5 ml/min. Testované gradienty jsou uvedeny v Tabulce
9-11.

Tabulka 10: Profil gradientu 2.
Cas [min] MFA[%] MF B [%]

0,3 70 30
3,3 0 100
4,0 0 100
4,0 70 30
7,5 70 30

Tabulka 11: Profil gradientu 3.
Cas [min] MFA[%] MF B [%]

0,3 50 50
3,3 0 100
4,0 0 100
4,0 50 50
7,5 50 50

Tabulka 12: Profil gradientu 4.
Cas [min] MFA[%] MF B [%]

0,3 30 70
3,3 0 100
4,0 0 100
4,0 30 70
7,5 30 70

Hlavnim cilem upravy gradientové eluce bylo optimalizovat retencni
Casy, vylepSit separaci jednotlivych analytd a dosahnout vhodné symetrie
eluovanych piku. PFi gradientové eluci 2 (Tabulka 10), ktera zacinala na 70 %
MF A a 30 % MF B se prvni analyt (MP) eluoval v ¢ase 4,05 min. a posledni
(DINP) se eluoval v ¢ase 5,25 min. Kdyz gradient zacinal v poméru 50 % MF A
a 50 % MF B (gradientova eluce 3, Tabulka 11), eluoval se MP v ¢ase 2,96 min.
a DINP v ¢ase 4,99 min. U tohoto gradientu bylo pozorovano vyrazné vylepSeni

separace a symetrie pikl arovnéz nedochazelo ke koeluci zadnych ze
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stanovovanych analytd. V pfipadé gradientové eluce 4 (Tabulka 12)
pocatecnimi podminkami 30 % MF A a 70 % MF B, byl pozorovan vyrazny
pokles ucinnosti separace a dochazelo také k rozSifovani zon jednotlivych
analytd (Obrazek 25, Obrazek 26) v porovnani s ostatnimi testovanymi
gradienty. Pozorovana byla rovnéZz koeluce jednotlivych analytl, a zaroven
retencni Casy nékterych analytt byli jiz velmi nizké (Obrazek 24), coz by mohlo
potencialné vyustit v koeluci s polarnimi balastnimi latkami. Jako optimalni

gradient byl tedy zvolen gradient zacCinajici na 50 % MF A a 50 % MF B.

Gradientova eluce 2

5%10° m/z=386.05-386.15

4%x10°+
2 3x10°
[’
§ 2x10°
£ 1x10°

0
T T T T 1
1 2 3 4 5
tr (min)
9_

5x1°9 Gradientova eluce 3
0 m/z=386.05-386.15
£ 3x10°-
< 9|
§ 2x10
£ 1x10°

0
T T T T 1
1 2 3 4 5
tr (min)
9_ . -

510 Gradientova eluce 4
>.4"10‘°’* m/z=386.05-386.15
2 3%10°
_?_, 2x%10° |
£ 1x1094

0
T T T T 1
1 2 3 4 5
tr (min)

Obrazek 24: Extrahované iontové chromatogramy dansylovaného MP pfi
rtznych gradientovych elucich
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Obrazek 25: Extrahované iontové chromatogramy DINP pri
ruznych gradientovych elucich.
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Obrazek 26: Extrahované iontové chromatogramy

dansylovaného TCS pfi riznych gradientovych elucich.
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5.1.2.4 Volba iontového zdroje

Pfi vyvoji této metody byly testovany ioniza¢ni techniky ESI a APCI. V obou
pfipadech ionizace probihala v pozitivnim médu.

Jako vhodnéjSi zdroj pro detekci dansylovanych parabeni se ukazala
ionizace pomoci ESI, jelikoz byla zaznamenana dvojnasobna hodnota jejich
odezvy. Pro skupinu dansylovaného BPA, dansylovaného TCS, DEHP a DINP
byla odezva obou zdroju viceméné shodna. Hlavni vyhodou iontového zdroje
APCI, byla moznost detekce Arocloru, které nebylo mozné zaznamenat pfi
pouziti ionizace elektrosprejem. Nicméné pokud by nebylo nutné analyzovat
bifenyly, jako vhodny ionizacni zdroj se ukazal elektrosprej. Jako ionizacni
technika byla tedy z ddvodu své univerzalnosti pouziti pro nami stanovované

disruptory vybrana ionizace pomoci APCI.

5.1.3 Souhrn optimalizovanych parametri HPLC-MS metody

V Tabulce 13 jsou uvedeny finalné optimalizované parametry metody.

Tabulka 13: Zakladni optimalizované parametry pro separaci a detekci skupiny
endokrinnich disruptord.

Hypersil GOLD C4 (2,1 x 100 mm/1,9 um)

MF A 0,5 % (v/v) HCOOH
MF B ACN + 0,5 % (v/v) HCOOH
gradientova

0,5 (ml/min)
5ul
35°C
APCI

Na Obrazku 27 a Obrazku 28 jsou zaznamenany extrahované iontové
chromatogramy vSech stanovovanych latek naméfené pfi optimalizovanych
podminkach. V pfipadé standardu aroclor(l, vyrobce deklaruje jejich koncentraci
a uvadi pouze pocet chlord na bifenylu, nikoliv jejich polohu. Z extrahovanych
iontovych chromatogramu jednotlivych aroclord je patrné, Ze se jedna o smeési
polohovych izomert PCB (Obrazek 28). Nami optimalizované podminky byly
bez jakychkoliv modifikaci aplikovany pro analyzu realnych vzorkd (realna
méfeni ale nebyla soucasti diplomové prace). Taktéz cilem diplomové prace

nebyla validace metody.
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Obrazek 27: Extrahované iontové chromatogramy dansylovanych parabend,
ftalatu, dansylovaného BPA a dansylovaného TCS.
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Obrazek 28: Extrahované iontové chromatogramy PCB.

5.1.4 Experiment uvolnovani disruptort z pouzitych

laboratornich pomiicek

Cilem experimentu bylo stanovit, zda se z pouzitych mikrozkumavek
a SpiCek od pipet v pribéhu pfipravy vzorkl neuvolfuji nami stanovované
disruptory a tim padem nezkresluji namérené vysledky.

PFiprava inkubovanych vzorkd a kontrolnich blankovych roztoku je uvedena
v kapitole 4.1.4. Vysledky jsou vyjadfeny jako narust mnozstvi disruptort
v extraktu ze 3piCek a eppendorf zkumavek oproti blankovym vzorkim
v procentech (Tabulka 14, Tabulka 15).
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Tabulka 14: Uvolriovani parabenda, ftalatd, BPA a TCS z Eppendorf zkumavek.

Inkubace MP NarUst | EP NarUst | PP Narlst | BPA NarUst | DEHP Narlst | DINP Narlst
[Area] [%] [Area] [%] [Area] [%] [Area] [%] [Area] [%] [Area] [%]
blank (pH=4) 1,00E+05 5,57E+07 1,55E+07
inkubace zkumavek (pH=4) 3,28E+05 227 n.d. n.d. n.d. 5,77E+07 3 2,08E+07 35
blank (pH=7,4) 9,70E+04 5,08E+07 1,91E+07
inkubace zkumavek (pH=7,4) 1,47E+05 52 n.d. n.d. n.d. 5,62E+07 11 |1,99E+07 4
blank (pH=10,5) 1,37E+05 6,81E+07 2,05E+07
inkubace zkumavek (pH=10,5) | 1,67E+05 22 n.d. n.d. n.d. 1,24E+08 82 |1,91E+07 -7
n.d.= not detected (odezva detektoru 4,00E+04 a nizsi)
zvyraznéné narGsty vyssi néz 15 % oproti blankovému vzorku
Tabulka 15: Uvolriovani parabenu, ftalati, BPA a TCS z pipetovacich Spicek.

Inkubace MP Nardst EP Nardst PP Narlst BPA [NarGst| DEHP |Narlst| DINP |NarGst

[Area] [%] [Area] [%] [Area] [%] [Area] [%] [Area] [%] [Area] [%]
blank (pH=7,4) 9,70E+04 6,64E+05 5,17E+04 5,08E+07 1,91E+07
modré Spicky (pH=7,4) 1,67E+05 72 n.d. 2,66E+05 -60 |5,51E+04 4,58E+07 -10 | 1,93E+07 1
blank (pH=7,4) 9,70E+04 6,64E+05 5,08E+07 1,91E+07
Zluté spicky (pH 7,4) 1,52E+05 57 n.d. 6,72E+05 1 n.d. 1,09E+08 115 | 1,94E+07 2
blank (pH=7,4) 9,70E+04 6,64E+05 5,08E+07 1,91E+07
VWR $pitky modré (pH=7,4) 1,33E4+05 37 n.d. 3,08E+05 -54 n.d. 3,82E4+07 -25 |1,88E+07 -1
blank (m-Penta) 4,24E+04 2,37E+05 3,55E+07 1,67E+07
modré Spicky v m-Penta 1,00E+05 137 n.d. 2,62E+05 10 n.d. 1,83E+08 414 | 1,82E+07 9

n.d.= not detected (odezva detektoru 4,00E+04 a nizsi)
zvyraznéné nar(sty vyssi néz 15 % oproti blankovému vzorku
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Ve v8ech inkubovanych vzorcich, jak u Spiek, tak u eppendorf zkumavek
bylo detekovano zvySené mnozstvi MP v porovnani s blankovym vzorkem
(Tabulka 14, Tabulka 15). Nejvice MP se uvolnilo z eppendorf zkumavek
v kyselém prostifedi (konkrétné narust o 227 % oproti blanku) (viz Tabulka 14).
V alkalickém prostfedi k tak vysokému uvolfiovani MP nedoslo pravdépodobné
z ddvodu, Ze parabeny jsou obecné stabilni vpH 4,5-7,5 a v alkalickém
prostfedi hydrolyzuji na p-hydroxybenzoovou kyselinu a pfislusny alkohol. [79]
Dale bylo z Eppendorf zkumavek prokazano uvolfovani DEHP v zasaditém
prostfedi a mensi mnozstvi DINP v prostfedi kyselém. V pfipadé experimentu
se SpiCkami se kromé MP pomérné vyrazné uvolfioval i DEHP, u kterého
v prostfedi m-Penta doSlo k narlstu detekovaného mnozstvi o 414 %
v porovnani s blankem.

V proméfovanych vzorcich jsme nezaznamenali Zadné mnozstvi TCS
a Aroclord. Tyto latky se do naSich vzorku neuvolfovaly nebo pravdépodobnéji
se v pouzitych laboratornich pomuckach vibec nevyskytovaly.

Uvolfiovani disruptort ze Spicek a eppendorf zkumavek bylo mimo ramec
diplomové prace pozorovano v niz§i mife i vramci experimentl s realnymi
vzorky, které prochazely vySe uvedenou optimalizovanou upravou vzorku
a analyzou. Ukazalo se tedy, Ze uvolfiovani nékterych disruptord neni
zpusobeno pouze extrémnimi podminkami, které jsme zamérné zvolili pro nas
experiment, a ze je tedy nutné ho v dalSim postupu pfi analyze realnych vzorku
zohlednit.

Z vysledku provedeného experimentu je patrné, ze pro pfesnou kvantifikaci
stanovovanych disruptort a dal$i vyzkum v této oblasti bude z divodu moznosti
uvolnovani téchto latek zlaboratornich pomuicek pravdépodobné nutné
v prubéhu pfipravy vzorku pouzivat vyhradné sklenéné laboratorni pomucky
vCetné sklenénych pipetovacich $picek. Sklenéné Spicky jsou dostupné
napfiklad od firmy Merck (Nichipet Eco pipette). Spicky Ize po pouziti recyklovat

za vyuziti ddkladného promyti a odstranéni vSech rezidui.
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6 ZAVER

Endokrinni disruptory svymi ucinky na lidské télo méni funkce endokrinniho
systému, coz mize zpusobovat mnoho negativnich G€inkd u lidi i zvifat. Byla
vznesena hypotéza o vlivu ED v plodové vodé u téhotnych Zen na predCasny
porod. Z tohoto divodu bylo tfeba vyvinout analytickou metodu pro stanoveni
dvanacti ED. Spektrum sledovanych latek bylo navrzeno skupinou lékaru
gynekologického a porodnického oddéleni FNHK, ktefi se dlouhodobé zabyvaji
vlivem exogennich latek v plodové vodé na prabéh téhotenstvi.

V ramci prace byla vyvinuta a optimalizovana analytickd metoda pro
stanoveni dvanacti vybranych disruptord. Jako univerzalni extrakéni Cinidlo
s nejvysSi extrakCni ucinnosti byl vybran 5-methyl-2-pentanon. Separace
disruptor( byla provedena pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na
reverzni fazi s gradientovou eluci. Jako mobilni faze A byla pouzita 0,5 % (v/v)
kyselina mravenéi a jako mobilni faze B 0,5 % roztok (v/v) kyseliny mravenci
v acetonitrilu. Separace probihala na analytické koloné Hypersil GOLD C4
(ThermoFisher Scientific), s gradientovou eluci zacinajici v poméru 50:50
(MF A:MF B) a teplotou na koloné 35 °C. Jako vhodna ionizaéni technika byla
zvolena chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Na optimalizované
metodé jiz probiha proméfeni realnych vzorku, ¢im brzy mize byt vznesena
hypotéza potvrzena &i vyvracena.

Jelikoz v ramci upravy vzorku pfed analyzou dochazi ke kontaktu analytd
s plastovymi mikrozkumavkami a SpiCkami, byl proveden test uvoliovani
stanovovanych ED z laboratornich pomdcek, ktery uvolfiovani nékterych ED
z plastovych materialt potvrdil. Pro zamezeni tohoto uvolfiovani navrhujeme pfi
dalSim stanoveni a kvantifikaci disruptord pouzivat vyhradné sklenéné

laboratorni pomucky.
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