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Wystepowanie i o0znaczanie progestagenow

W ukazujacych si¢ w ostatnim czasie licznych publikacjach
coraz czeSciej pojawiaja si¢ spostrzezenia na temat obecnosci
w Srodowisku wodnym progestagenéw, stanowiacych druga
— po estrogenach [1] — grupe zenskich hormonéw plciowych.
Gléwnym zwiazkiem z tej grupy jest endogenny progesteron,
wydzielany w organizmie zeriskim przez ciatko z6tte i jajniki.
W matych iloSciach powstaje w nadnerczach jako metabolit
poSredni w syntezie pozostalych hormonéw steroidowych,
w tym estrogenéw. W medycynie, a w szczeg6lnosci w hor-
monalnej terapii zastgpczej, w skojarzeniu z estrogenami,
wykorzystywane sa dodatkowo dwie pochodne progesteronu,
tj. noretindron i lewonorgestrel.

Identyfikacja tej grupy mikrozanieczyszczeri w §srodowisku
wodnym, od zawsze w nim obecnych, jest mozliwa dzieki
dynamicznie rozwijajacej si¢ w ciagu ostatnich lat technice
badawczej, wykorzystujacej coraz doskonalsza aparature,
ktéra pozwala selektywnie identyfikowaé mikrozanieczysz-
czenia na poziomie zawarto$ci §ladowych. Oznaczanie proge-
stagenow w §r0d0w1sku wodnym na tak niskim poziomie
(ng/m ug/m ) jest do$¢ trudnym zadaniem analitycznym,
z uwagi na ztozono$¢ matrycy wéd naturalnych i $ciekéw,
a takze niski poziom detekcji wymagany od zastosowanego
systemu analitycznego. Opracowane dotychczas metody ana-
lityczne zawieraja zlozony w réznym stopniu etap przygoto-
wania prébki i rézny system oznaczania jako$ciowo-ilocio-
wego. Narysunku 1 przedstawiono uproszczony schemat ana-
lizy progestagenéw w §rodowisku wodnym.
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Rys. 1. Schemat analizy progestagenéw w wodzie

Z uwagi na oddzialywanie progestagen6w na organizmy
istnieje potrzeba opracowania objetej walidacja, szybkiej,
powtarzalnej i precyzyjnej metody oznaczania tych zwiazkéw
w wodzie. W niniejszej pracy przedstawiono osiagniecia
i zaobserwowane potrzeby analityczne w tym zakresie.
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w srodowisku wodnym

Wlasciwosci progestagenow

Progestageny stanowia grupe zwiazkéw stabo polarnych,
w wigkszosci charakteryzujacych sig¢ wysoka temperatura
wrzenia. Wspétczynnik podziatu pomigdzy faza n-oktanol
i woda dla progesteronu wynosi 3,87, co §wiadczy o jego
duzym powinowactwie do thuszczu. Progesteron stabo rozpu-
szcza si¢ w wodzie (ok. 8 81 g/m w temp. 20 °C) i ma
znikoma lotno$¢ (1,3- 107 mmHg). Struktur¢ progesteronu
i jego syntetycznych odpowiednikéw — noretindronu i lewo-
norgestrelu przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Struktura molekularmna progestagenéw

Egzogenne progestageny, w przeciwieristwie do progeste-
ronu, maja grupe¢ hydroksylowa OH przy pier§cieniu aroma-
tycznym D w pozycji wegla C17 1 grupe ketonowa przy pier-
$cieniu A w pozycji wegla Cs, ktéra wystepuje roOwniez w cza-
steczce progesteronu (rys. 3).
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Rys. 3. Struktura molekulama lewonorgestrelu
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Przygotowanie probki

Opublikowane i stosowane metody wydzielania progesta-
genéw ze §rodowiska wodnego opieraja si¢ na filtracji
i ekstrakcji do fazy stalej (SPE — Solid Phase Extraction), jako
technice izolacji i wzbogacania tych mikrozanieczyszczen.
Dodatkowo stosuje si¢ oczyszczanie ekstraktéw, czy tez od-
parowanie nadmiaru rozpuszczalnika [2].

Ekstrakcja typu SPE poprzedzona jest zwykle filtracja me-
chaniczna, w celu oddzielenia zawiesin zawartych w prébce
wody i stosowana jest jako zabezpieczenie przed blokowa-
niem zloza kolumienki ekstrakcyjnej. Stosuje si¢filtry z widk-
na szklanego o $rednicy poréw 0,2+1,2 pm. Zastosowanie
filtréw o §rednicy por6w w podanym przedziale dodatkowo
zapewnia usuni¢cie planktonu i komdrek bakteryjnych, co
wplywa na spowolnienie proceséw biologicznych i wydtuza
czas przechowywania prébki.

Etap ekstrakcji sktada si¢ ze standardowych krokéw, takich
jak przygotowanie kolumienki ekstakcyjnej (kondycjonowa-
nie), nalozenie prébki wody i wymycie wyekstahowanych
mikrozanieczyszczefi (eluacja). Wykorzystany rodzaj roz-
puszczalnika, jego objetos¢ i krotno$§¢ wymywania ztoza eks-
takcyjnego zalezy gtéwnie od typu zastosowanego adsorbentu
i jego rodzaju (kolumienki lub dyski) [2]. Przy zwykle stoso-
wanym adsorbencie Cig (zel krzemionkowy modyfikowany
grupami oktadecylowymi) eluacj¢ prowadzi si¢ w dwéch eta-
pach, a catkowita objeto§¢ rozpuszczalnika wynosi zwykle
1020 cm® dla kolumienki i 15+60 cm® dla dyskéw ekstra-
kcyjnych [2].

Niezbednym i poprzedzajacym krokiem stosowanym przed
analiza metoda GC-MS jest upochodnienie oznaczanych sub-
stancji do zwiazk6w niepolarnych. Otrzymane pochodne s3
bardziej stabilne termicznie i chemicznie, a sam proces upo-
chodnienia wptywa na czuto$¢ i specyficznos¢ oznaczenia
chromatograficznego, tzn. poprawia si¢ czulo$é analizy po-
przez ukierunkowang fragmentacj¢ jonéw o wyzszych ma-
sach (upochodnione zwiazki), ktére maja zarazem wieksza
intensywno$¢. Masa jonéw diagnostycznych powstatych po-
chodnych nie moze przekraczaé zakresu rejestracji mas dete-
ktora, ktérym dysponujemy. Etap upochodnienia jest pomija-
ny przed analiza z wykorzystaniem techniki chromatografii
cieczowej (LC-MS/MS).

Analiza progestagenéw

W procedurach jakosciowo-ilo$ciowej analizy progestage-
néw wykorzystywana jest chromatografia gazowa sprz¢zona
ze spektrometria mas z jonizacja strumieniem elektronéw (EI
— Electron Impact), a najczesciej bardziej ztozone ukiady
GC-MS/MS, a takze GC-MS z ujemna jonizacja chemiczna
(NICI - Negative Ion Chemical Ionization) [3].

Progestageny przed analiza technika GC-MS najczesciej
poddaje sie reakcji sililacji, a uzyskane w ten sposéb pochod-
ne trimetylosililowe (TMS) sa znacznie bardziej dogodne do
analizy chromatograficzej od zwiazkéw pierwotnych. Upo-
chodnienie jest réwniez skutecznym sposobem eliminaciji ta-
kiego zjawiska, jak tzw. ogonowanie pikéw, ktére prowadzi
do obnizenia czutosci kolumny, utrudnia pomiar powierzchni
pikéw i obniza czulo$§¢ oznaczenia. Uproszczony schemat
reakcji sililacji ma nastgpujacy przebieg:

R-OH + Si(CH3)3 — R-O-Si(CH3)3 (@))]

W celu sililacji hydroksylowych grup funkcyjnych obe-
cnych w czasteczkach progestagenéw najczesciej wykorzy-
stuje si¢ mieszaniny upochodniajace na bazie N-metyl-N-
-(tert-butyldimetylosilil)-trifluoroacetamidu (MTBSTFA)
i N,O-di(trimetylosilil)-trifluoroacetamidu (BSTFA) [3]. Pro-
gesteron nie reaguje z podanymi upochodniaczami, z uwagi
na brak w czasteczce grupy hydroksylowej, i oznaczany jest
woéwczas jako zwiazek nieupochodniony. W literaturze opisuje
sie réwniez mata reaktywno$¢ wyzej wymienionych odczyn-
nikéw upochodniajacych z grupa hydroksylowa wystepujaca
przy pier§cieniu aromatycznym D (syntetyczne progestageny)
[4]. Dlatego w badaniach wlasnych zastosowano tréjsktadni-
kowa mieszaning upochodniajaca MSTFA/TMIS/DTE
(MSTFA/TMIS/DTE, N-metyl-N-(trimetylsilyl)-trifluo-
roacetamid/jodotrimetylosilan/ditioerytrol, 1000:4:2 v/v/w,
Sigma-Aldrich), co umozliwito chemiczne upochodnienie
progesteronu i jego syntetycznych odpowiednikéw. Uzyskane
widma progesteronu i jego dwéch pochodnych — noretindronu
i lewonorgestrelu — przedstawiono na rysunku 4.
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Rys. 4. Widma mas pochodnych trimetylosililowych
progestagenéw

Analizy wykonano na chromatografie gazowym sprzezo-
nym z detektorem mas (Varian, model Saturn 2100 T), wypo-
sazonym w kolumne CP-Sil 8 (tej samej firmy) o wymiarach
30 m x 0,25 mm X 0,25 um (grubo$¢ filmu). W tabeli 1 przed-
stawiono charakterystyczne fragmentacje upochodnionych pro-
gestagen6w otrzymane w trybie jonizacji elektronowej (EI).

Uzycie tréjsktadnikowej mieszanki umozliwilo peina re-
akcje sililacji czasteczek progestagenéw, a wigc przereagowa-
ta zar6wno grupa ketonowa (pozycja wegla C3), jak i hydro-
ksylowa (C17). Powstale produkty pochodzace z reakcji
sililacji daja intensywne sygnaly (noretindron — m/z=442,
lewonorgestrel — m/z=456, progesteron — m/z=458) i wskazuja
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Tabela 1. Jon prekursor i produkty obserwowane w trybie jonizaciji
elektronowej El (70 eV) przy oznaczaniu progestagenéw techniky
GC-MS (putapka jonowa)

Progestagen Jon pr;‘e/I;ursor Prcr):]i/u;kt | Prorgyzkt I
Progesteron 314 458 444
Noretindron 298 442 367
Lewonorgestrel 312 456 316

na powigkszenie masy analitéw o dwie grupy sililowe (TMS,
m/z=72) we wszystkich wypadkach. W widmie noretindronu
i lewonorgestrelu zarejestrowano réwniez jon przy m/z=73
zwiazany z obecnoscia struktury [Si(CH3)3]", ktdry informuje
o przebiegu reakcji sililacji. Uzyskane jony pozwalaja w dal-
szej analizie identyfikacyjnej wykorzysta¢ metode rejestracji
wybranych jonéw (SIM — Selected Ion Monitoring), co z kolei
pozwala obnizy¢ granice detekcji badanej substancji.

W ostatnich latach w analizie prébek Srodowiskowych na
zawarto$¢ progestagendw obserwuje sie wzrost zainteresowa-
nia technikami chromatograficznymi, takimi jak chromato-
grafia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas (LC-MS
i LC-MS/MS) [5]. Ich gi6wna zaletg jest mozliwo§¢ ominie-
cia etapu upochodnienia poprzedzajacego analize prébki
z wykorzystaniem uktadu GC-MS. W tabeli 2 przedstawiono
jony wtérne obserwowane przy oznaczaniu progestagenéw
w prébkach wody z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS
w trybie monitorowania wybranych reakcji (SRM — Selected
Reaction Monitoring) [5].

Tabela 2. Jony wtérne obserwowane przy oznaczaniu
progestagenéw technikg LC-MS/MS [4]

Progestagen Tgfe’ r!r?ir(]:izz:gjii Fragr:‘?gtacja
Progesteron 3155297
Noretindron Fotojonizacja (PI) 299171
Lewonorgestrel 3135245

W tabeli 3 przedstawiono uzyskane granice detekcji dla
réznych technik chromatograficznych wykorzystywanych do
analizy progestagendw.

Czutos¢ réznych spektrometréw mas przy oznaczaniu pro-
gestagenéw, w zaleznosci od otrzymanych granic oznaczal-
nosci (LOD - limit of detection), moze by¢ przedstawiona
W nastepujacym szeregu rosnacym [5]:

LC-(APCI)-MS/MS (5+1000 mg/m°)<GC-MS (1+20 mg/m3)<
<LC-(ESI)(NI)-MS(SIM) (0,1+20 mg/m>)< 2)
<LC-(ESI)(NI)-MS/MS(SRM) (0,1+10 mg/m’)
Czuto$¢ oznaczania progestagenéw z wykorzystaniem te-
chniki ESI jest dziesigciokrotnie wyzsza, niz gdy stosowana

jest technika APCI w wypadku LC-MS. Z kolei oznaczanie
z wykorzystaniem techniki GC-MS, pod wzgledem czutosci,

klasyfikuje si¢ przed technika APCI przy zastosowaniu dodat-
niej jonizacji chemicznej. Uzyskany poziom granicy ozna-
czalno$ci dla techniki GC-MS nie eliminuje jej w praktyce
oznaczania progestagenéw w Srodowisku wodnym. Dodatko-
wa przewaga techniki GC-MS nad technika LC-MS polega na
dostepnosci szczegétowych bibliotek widm hormonéw picio-
wych uzytecznych w identyfikacji nieznanych pik6w pocho-
dzacych z prébek §rodowiskowych [3].

Autorzy pracy [5] wskazuja na catkiem nowe kierunki
dotyczace identyfikacji nowych mikrozanieczyszczen. Pro-
ponowana jest technologia bezpo$redniego sprzezenia technik
TOF MS (spektrometr mas przelotu) i Q TOF MS (pofaczenie
analizatora kwadrupolowego z analizatorem czasu przelotu)
z chromatografia cieczowa z magnetycznym rezonansem jadro-
wym LC-NMR-MS, gdy zwigkszona zostanie czutos$¢ techniki
NMR, ktora jest na razie nizsza od techniki MS.

Wyniki badari przedstawione w pracy [6] wskazuja na
zastosowanie zaleznej od temperatury chromatografii inklu-
zyjnej z detekcja spektrofotometryczna w zakresie UV-VIS
typu diode array. Podkreslaja doskonala separacje i oznacza-
nie iloSciowe wielosktadnikowych prébek zawierajacych du-
23 ilos¢ sterydéw, zaréwno polarnych, jak i niepolarnych.
Opracowana metoda analityczna jest prosta, czula, powtarzal-
na, bezposrednia i przede wszystkim nieradioaktywna. Pod-
kreslany przez autoréw mocny atut metody to prostota oraz
jej niski koszt, co umozliwia jej szersza dostepnosé i zastoso-
wanie w ocenie zawarto$ci biologicznie aktywnych substancji
sterydowych w §rodowisku wodnym. Szczeg6ly metody
przedstawiono w pracach [7,8], brak jednak danych dotycza-
cych oznaczania rzeczywistych prébek srodowiskowych.

W tabeli 4 przedstawiono zakresy zawartosci progestage-
néw oznaczonych w prébkach srodowiskowych. Dane pocho-
dza z lat 1982-2004, co wskazuje na coraz szerszy monitoring
tej grupy mikrozanieczyszczefi w Srodowisku wodnym. Ni-
skie zawarto$ci progestagenéw (lub nawet ich brak) zarejestro-
wane w wodach rzecznych sa prawdopodobnie konsekwencja
gromadzenia si¢ tych zwiazkéw w osadach dennych, kt6re moga
stanowi¢ wtérne Zrédlo zasilania wéd w progestageny [13].

Podsumowanie

Endogenne estrogeny, androgeny i progestageny oraz ich
egzogenne formy, uzywane w medycynie i weterynarii od
wielu lat, przedostaja si¢ do naturalnego Srodowiska wodne-
go, jednak brak bylo wiedzy na temat konsekwencji ich od-
dzialywania na organizmy wodne i ludzi. Obecnie jednozna-
cznie powiazano ich obecno$é w wodzie ze zjawiskiem femi-
nizacji organizméw wodnych i hermafrodytyzmu [14].
Dlatego przygotowanie metodyki analitycznej do analizy
mikrozanieczyszczen organicznych na poziomie ug/m3 w §ro-
dowisku wodnym jest wyzwaniem trudnym, ale do$¢ istotnym
problemem obecnego monitoringu $rodowiska naturalnego,

Tabela 3. Granica detekcji (mg/m®) osiagnieta réznymi technikami chromatograficznymi wykorzystujacymi detektor mas [4]

Progestagen G(guu)s LC-MS (SIM) LC-MS/MS
ESI (NI)* APCI (PI)** ESI (NI)* APCI (PI)**
Progesteron 5 0,4 - 10 -
Noretindron 5 0,4 20 10 400
Lewonorgestrel 20 0,4 10 10 40

‘Jonigacje_l przez fozpylanie W polu elektrycznym w trybie ujemne;j jonizacji chemicznej (Elektrospray lonization)
**Jonizacja chemiczna pod cisnieniem atmosferycznym w trybie dodatniej jonizacji chemicznej (Atmospheric Pressure Chemical lonization)
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Tabela 4. Zawarto$¢ progestagenéw w wybranych prébkach wody i ciekéw

Progesteron Noretindron Lewonorgestrel .
Prébka Literatura
pg/m’
Scieki surowe - 8:20 - 2]
- - 1 (9]
Scieki oczyszczone bl - - [10]
0,5 - - [11]
Woda powierzchniowa (13 prébek) - <10 +17* - [12]
<2+10*
Woda podziemna b - - [11]

*prébki pobrane we wrzesniu, **probki pobrane w sierpniu, ***stwierdzono obecno$é, lecz wyniku nie podano ilogciowo

a takze proces6w oczyszczania $ciekéw i uzdatniania wéd
naturalnych. Jest to poziom stezen, do ktérego wspéliczesna
analityka musi si¢ przygotowac.

W Zakladzie Chemii Sanitarnej i Proceséw Membrano-
wych Politechniki Slaskiej prowadzone sa obecnie badania
nad metodyka analizy steroidowych hormonéw piciowych
w Srodowisku wodnym oraz nad okresleniem mozliwosci ich
usuwania w procesach oczyszczania wéd naturalnych, w tym
w procesach membranowych.

Praca naukowa zostata sfinansowana ze srodkéw Komitetu
Badarn Naukowych przeznaczonych na badania w latach
2004-2006, jako projekt badawczy nr 3 TO9D 040 27 ,, Wy-
brane biomimetyki hormonalne (Hormone Disrupters) w Sro-
dowisku wodnym oraz préby usuwania ich z wykorzystaniem
technik membranowych”.
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Abstract: Progestogens are female sex hormones. They are
mainly excreted with human and animal urine and have always
been present in the environment. Exogenous progestogens are
components of drugs, especially of those estrogens-based, which
are commonly used in medicine, hormone-substitutive therapy,
as well as in contraception. Those factors are responsible for the
presence of progestogens in municipal and hospital sewage,
ground and surface waters, as well as in the bottom sediments
of rivers. The developments in analytical methods (especially in
the chromatographic ones) forthe determination of progestogens

made it possible to characterize the progestogen concentration
profilesin the waterenvironment. Based on the literature reports,
this paper presents the range of concentrations at which these
compounds occur in the water environment. Taking into consi-
deration the confirmed harmful effect of progestogens on living
organisms, itis desirable todevelop aquick and accurate analysis
method that can be repeated and valuated. The basic chromato-
graphic methods for determining the concentrations of proge-
stogens in water samples are discussed. Consideration is also
given to the process of identifying particular progestogens and
to the resulting analytical needs.

Keywords: Progestogen, occurrence, determination, surface
water, municipal sewage.



	Dudziak-35.pdf
	Dudziak-36.pdf
	Dudziak-37.pdf
	Dudziak-38.pdf

