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Zastosowanie chromatografii gazowej do rozdzielania i 
oznaczania wybranych estrogenów w próbkach środowi-
skowych  
 
Streszczenie: Estrogeny to związki hormonalne, których obecność w środowisku - nawet w 
bardzo niskich stężeniach (poniżej 1 ng/L) - może wywierać negatywny wpływ na reprodukcje i 
rozwój organizmów żywych. Opracowywanie odpowiednio czułych metodyk przygotowania 
próbki, rozdzielania i oznaczania tych związków w próbkach środowiskowych stało się zatem 
jednym z ważniejszych zadań z zakresu chemii analitycznej oraz ochrony środowiska. W pracy 
przedstawiono przegląd metodyk przygotowania próbki, rozdzielania i oznaczania wybranych 
substancji estrogenowych (estronu, 17β-estradiolu, estriolu, 17α-etynyloestradiolu, dietylostilbe-
strolu) w różnych komponentach środowiska techniką GC-MS (ang. gas chromatography co-
upled with mass spectrometry). 
 
Słowa kluczowe: związki estrogenowe, matryce środowiskowe, chromatografia gazowa, 
spektrometria mas, przygotowanie próbki 

 
Application of gas chromatography for separation and 
determination of selected estrogenic compounds in the 
environmental samples 
 
Abstract: Estrogens are hormonal active compounds, which presence in the environment - also 
in very low concentrations (less than 1 ng/L) – could have a negative influence on reproduction 
and growth of the living organisms. Development of the sensitive methods for determination of 
these compounds in the environmental samples has been found as one of the most important 
tasks of analytical chemistry and environmental protection. In this work, a review of methods for 
determination of selected estrogenic compounds (estrone, 17β-estradiol, estriol, 17α-ethinyle-
stradiol and diethylstilbestrol) in environmental compartments using GC-MS (ang. gas chroma-
tography coupled with mass spectrometry) technique is presented.  
 
Key words: estrogenic compounds, environmental matrices, gas chromatography, mass 
spectrometry, sample preparation 
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1. Wstęp 
 (Introduction) 

 
Estrogeny wraz z gestagenami stanowią żeńskie hormony płciowe, 

które między innymi zapewniają prawidłowy rozwój i funkcjonowanie na-
rządów rodnych [1-3]. Ilość wydalanych estrogenów naturalnych (17β-estra-
diolu - E2, estronu – E1, estriolu - E3 oraz estetrolu - E4) zależy od wieku, 
diety, pory roku, stanu zdrowia [4]. Związki te od zawsze były obecne w śro-
dowisku, ale pierwsze doniesienia o ich wykryciu w wodach powierzchnio-
wych pojawiły się w roku 1980 [5]. Obecnie obserwowany jest wzrost stężeń 
środowiskowych ich syntetycznych odpowiedników (17α-etynyloestradiolu - 
EE2, dietylostilbestrolu - DES czy mestranolu - MES) [6]. Tłumaczy się to 
przede wszystkim stosowaniem doustnych środków antykoncepcyjnych w 
postaci jedno- lub dwuskładnikowej. Zawierają one hormon estrogenowy i 
progestagenowy w różnych proporcjach, zależnych od fazy środka antykon-
cepcyjnego [7].  

W medycynie, estrogeny wykorzystuje się w hormonalnej terapii za-
stępczej (HTZ), której celem jest uzupełnienie niedoboru estrogenów, wy-
stępującym w okresie około menopauzalnym. Zaleca się tę metodę w łago-
dzeniu objawów naczynioruchowych, w zaburzeniach układu kostnego 
(osteoporoza), w suchości pochwy i atrofii układu moczowo-płciowego oraz 
chorobach układu krążenia [8]. U mężczyzn stosowane są wspomagająco w 
leczeniu raka gruczołu krokowego [7].  

W hodowli zwierząt, hormony estrogenowe podawane są jako dodatki 
do pasz (tzw. promotory wzrostu), w celu przyspieszenie wzrostu i zwięk-
szenia masy mięsnej bydła, drobiu, trzody chlewnej [9].  

Metabolity leków wydalane są w formie wolnej oraz związanej i wraz 
ze ściekami trafiają do środowiska. Badania przeprowadzone w ostatnich 
latach wykazały występowanie śladowych ilości hormonów estrogenowych 
nie tylko w ściekach [10] i wodach powierzchniowych [11], ale także w wo-
dzie gruntowej [12] i co jest szczególnie niepokojące - w wodzie pitnej [13]. 
Jedną z głównych przyczyn są nieefektywne metody usuwania tych związ-
ków podczas konwencjonalnych metod oczyszczania ścieków [4].  

Estrogeny wykazują duży potencjał aktywności biologicznej, wpływa-
jąc w istotny sposób na prawidłowy rozwój płciowy organizmów żywych [1, 
13, 14]. Po przeniknięciu do środowiska mogą zakłócać prawidłowe funkcjo-
nowanie układów hormonalnych, stąd zaliczane są do związków zakłócają-
cych działanie endokrynne, w skrócie EDC (ang. Endocrine-Disrupting Com-
pounds). Wpływają na czynniki warunkujące utrzymanie homeostazy, za-
chowanie gatunku i jego reprodukcję [13]. Po raz pierwszy negatywne od-
działywanie EDC na środowisko zaobserwowano 30 lat temu [14]. Były to 
nieprawidłowości w procesach rozrodczych u organizmów wodnych, zwłasz-
cza ryb [14], polegające na feminizacji osobników męskich. Związki te wpły-
wają na indukcję witellogeniny, obniżają produkcję jaj, indeks gonadosoma-
tyczny samców (GSI), wywołują obupłciowość, zmniejszają zachowania 
seksualne samców [15-18]. Zaburzenia rozrodczości i rozwoju organizmów 
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spowodowane ekspozycją na estrogeny objawiają się także zmniejszoną 
płodnością, dystocją (tzw „ciężkimi” porodami), przedwczesnymi porodami, 
skróconym okresem ciąży, poronieniami, zakłóceniami owulacji [19-24]. Na-
leży podkreślić, iż w przypadku EE2 zjawiska te obserwuje się już przy stę-
żeniach oznaczanych w środowisku na poziomie 0,05-10 ng/L. Według wielu 
autorów istnieje możliwość bioakumulacji tych związków w organizmach 
wodnych, a tym samym dotarcia poprzez łańcuch pokarmowy do organi-
zmów wyższych [23]. 

W celu oszacowania ryzyka ekotoksykologicznego konieczne było 
opracowanie bardzo czułych i selektywnych technik analitycznych, które 
pozwalałyby na rozdzielenie i oznaczanie związków z grupy estrogenów w 
złożonych próbkach środowiskowych. 

 
2. Struktura oraz właściwości wybranych estrogenów 
 (Structures and properties of selected estrogens) 

 
Estrogeny należą do hormonów steroidowych, których struktura wy-

wodzi się od cyklopentenoperhydrofenantrenu (steranu) (Rys. 1). Pierścień 
A ma charakter aromatyczny, natomiast obecność grupy fenolowej w pozycji 
C-3 pozwala na odróżnienie hormonów steroidowych od pozostałych związ-
ków steroidowych [2, 25]. 

 

 
 

Rys. 1 Struktura steranu 
Fig. 1 Structure of sterane 

 
Struktury chemiczne oraz właściwości fizykochemiczne wybranych związków 
o działaniu estrogenowym przedstawiono w Tabeli 1. 
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Tabela 1.  Budowa chemiczna oraz właściwości fizykochemiczne wybra-
nych związków o działaniu estrogenowym (M - masa cząstecz-
kowa, log Kow - współczynnik podziału n-oktanol/woda, SH2O - 
rozpuszczalność w wodzie [26-31] 

Table 1.  Chemical structures and physicochemical properties of selected 
estrogenic compounds (M – molecular weight, log Kow - partition 
coefficient of n-octanol / water, SH2O – solubility in water) [26-31] 

 
Związek 
Wzór sumaryczny 
Numer CAS 
Compound 
Chemical formula 
CAS number 

Struktura chemiczna 
Chemical structure 

Wybrane właściwości 
fizykochemiczne 
Selected 
physicochemical 
properties 

 
Estron (E1) 
Estrone (E1) 
C18H22O2 
[57-16-7] 
(naturalny estrogen) 
(natural estrogen) 

 

 
M = 270,4 g/mol 
Log KOW = 3,43 
SH2O = 13,0 mg/L 

 
17β-estradiol 
(Estradiol) (E2) 
Estradiol (E2) 
C18H24O2 

[50-28-2] 
(naturalny estrogen) 
(natural estrogen)  

 
M  = 272,4 g/mol 
Log KOW = 3,94 
SH2O = 13,9 mg/L 

 
Estriol (E3) 
Estriole (E3) 
C18H24O3 

[50-27-1] 
(naturalny estrogen) 
(natural estrogen) 
  

 
M = 288,4 g/mol 
Log KOW = 3,84 
SH2O = 13,2 mg/L 

 
Estetrol (E4) 
C18H24O4 

[15183-37-6]
  

(naturalny estrogen) 
(natural estrogen) 
 

 

 
M = 304,38 g/mol 
Log KOW brak danych 
(bd) 
SH2O = bd 
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17α-
Etynyloestradiol 
(EE2) 
Ethinylestradiol 
(EE2) 
C20H24O2 

[57-63-6] 
(syntetyczny 
estrogen) 
(synthetic estrogen) 
 

 

 
M = 296,4 g/mol 
Log KOW = 4,15 
SH2O = 4,8 mg/L 

 
Dietylostilbestrol 
(DES) 
Diethylstilbestrol 
(DES) 
C18H20O2 

[56-53-1] 
(niesteroidowy 
syntetyczny 
estrogen) 
(non-steroid 
synthetic estrogen) 

 

 
M = 268,4 g/mol 
Log KOW = 5,07 
SH2O = 12,5 mg/L 

 
 
Estradiol (E2), będący najważniejszym naturalnym estrogenem (Ta-

bela 1), występuje w postaci dwóch izomerów: 17α-estradiolu i 17β-estra-
diolu, spośród których 17α-estradiol nie jest syntezowany w organizmie 
człowieka [2, 3, 32]. Estriol (E3) charakteryzuje się najsłabszym działaniem 
biologicznym spośród wymienionych naturalnych hormonów żeńskich [3], 
zaś 17α-etynyloestradiol (EE2) będący półsyntetyczną pochodną estradiolu, 
posiada dodatkową grupę etinylową w pozycji C-17α, której obecność wa-
runkuje 15-20 razy silniejsze działanie niż E2 [33]. Najwięcej grup hydroksy-
lowych występuje w estetrolu (E4) (Tabela 1), który syntezowany jest wy-
łącznie w trakcie ciąży. Z uwagi na fakt, że do oznaczania tego estrogenu w 
środowisku nie stosuje się techniki chromatografii gazowej, nie będzie on 
omawiany w dalszej części pracy. 

Wydalanie estrogenów następuje w dużej mierze z moczem, w mniej-
szym stopniu z kałem. Estrogeny usuwane z moczem występują głównie w 
formie koniugatów, najczęściej w postaci siarczanów i glukuronianów, pod-
czas gdy ze stolcem eliminowane są w formie wolnej [4]. Usuwanie estroge-
nów z organizmu kobiet zależne jest od fazy cyklu: w I fazie – 10-25 
µg/dobę, a w II fazie - 30-50 µg/dobę [3]. Ilość/stężenie estrogenów wydala-
nych u kobiet w ciąży są wielokrotnie większe niż u kobiet w okresie cyklu 
menstruacyjnego. Szczególnie ilość wydalanego estriolu, często nazywa-
nego hormonem ciążowym, jest nawet tysiąckrotnie większa. Pod koniec 
ciąży zawartość tego hormonu stanowi ponad 90% wszystkich estrogenów 
stwierdzanych w moczu [3].  

90% wszystkich wydalanych przez bydło hormonów żeńskich stano-
wią: estron, 17β-estradiol i 17α-estradiol w formie koniugatów i wolnej. W 
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przypadku trzody chlewnej i drobiu wydalany jest 17β-E2, E1 i E3 oraz ich 
siarczany i glukuroniany, rzadziej zaś 17α-estradiol. U bydła 58% całkowitej 
ilości estrogenów usuwane jest z kałem, natomiast u trzody chlewnej (96%) i 
drobiu (69%) wydalanie hormonów następuje głównie z moczem [4, 34].  

Estrogeny naturalne (E1, E2 i E3) mają wyższą rozpuszczalność w 
wodzie, niż ich syntetyczne odpowiedniki (EE2) (Tabela 1), choć dla DES 
jest ona porównywalna. Wartości log KOW świadczą możliwości wbudowy-
wania się do struktury koloidów organicznych i makrocząsteczek występują-
cych w środowisku wodnym, a także informuje o hydrofobowości tych związ-
ków. 
 

3. Rozdzielenie i analityka pozostałości estrogenów w 
próbkach środowiskowych techniką GC 

 (Separation and analytics of estrogenic compounds 
residues in the environmental samples using GC 
technique) 

 
Analiza pozostałości estrogenów i ich syntetycznych odpowiedników 

w środowisku nie jest zadaniem łatwym z dwóch zasadniczych powodów: 
złożoności matryc środowiskowych oraz bardzo niskich stężeń oznaczanych 
związków (rzędu pg – ng/L). Metody analityczne muszą charakteryzować się 
zatem niezwykle wysoką czułością oraz selektywnością. Jest to możliwe w 
przypadku zastosowania odpowiednich sposobów pobierania i przechowy-
wania próbki oraz czaso- i pracochłonnych procedur przygotowania do ana-
lizy właściwej [35, 36]. Dotychczas, najczęściej wybieraną techniką anali-
tyczną stosowaną do śladowej analityki pozostałości estrogenów jest chro-
matografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią mas (LC-MS) lub tande-
mową spektrometrią mas (LC-MS/MS) [35. 36]. Mimo dogodności jaką daje 
ta metoda analityczna, głównie w zakresie znacznego uproszczenia etapu 
przygotowania próbek do analizy, ma ona szereg ograniczeń [37], do których 
należą m.in. interferencje analitów ze składem matrycy wpływające bezpo-
średnio na granice oznaczalności i wykrywalności, znaczący wpływ rodzaju 
fazy ruchomej na proces jonizacji i fragmentacji związków, problemy z po-
wtarzalnością i odtwarzalnością wyników, wąski zakres liniowości odpowie-
dzi ilościowej detektora mas, konieczność optymalizacji parametrów pracy 
spektrometru mas praktycznie dla każdego analizowanego związku by 
zwiększyć czułość i selektywność metody, brak biblioteki widm mas czy wy-
soki koszt analizy. Z kolei słabością techniki chromatografii cieczowej z de-
tekcją spektrofotometryczną (UV) lub fluorescencyjną jest zbyt niska wiary-
godność identyfikacji substancji, bazująca jedynie na czasie retencji (zgod-
nie z najnowszymi dyrektywami identyfikacja ksenobiotyków (w tym farma-
ceutyków) w środowisku powinna opierać się na przynajmniej 4 punktach 
identyfikacyjnych, przy czym czas retencji dostarcza tylko jednego [38]). 
Interesującą alternatywą jest zastosowanie chromatografii gazowej połączo-
nej ze spektrometrią mas, szczególnie w tych przypadkach, gdy badane leki 
występują na bardzo niskim poziomie stężeń, a skład matrycy zakłóca pra-
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widłową detekcję tych związków techniką LC-MS/MS. Niższe koszty analizy 
oraz mniejsze zużycie rozpuszczalników także przemawiają na korzyść tego 
rozwiązania. Z uwagi na fakt, iż związki estrogenowe mają charakter średnio 
polarny, wymagane jest jednak przeprowadzenie ich w postać odpowied-
nich, lotnych pochodnych, które dodatkowo zwiększą ich stabilność ter-
miczną. 
 
3.1.  Pobieranie i przechowywanie próbek 

(Collection and sample storage) 
 

Jak już wspomniano, estrogeny wydalane są z organizmu głównie w 
formie koniugatów (przeważnie siarczanów i glukuronianów), co podnosi ich 
charakter polarny. Sprawia to, że związki estrogenowe w środowisku kumu-
lują się przede wszystkim w układzie wodnym. Z tego powodu analizie pod-
dawane są głównie ścieki, wody powierzchniowe, wody gruntowe oraz woda 
pitna. Ilość próbki, którą należy pobrać zależy od spodziewanego stężenia 
oraz czułości metody analitycznej i waha się od 200 ml do nawet 80 litrów 
[36]. Objętość próbki nie powinna przekraczać jednak 5 litrów, gdyż zawarte 
w niej kwasy humusowe mogą przeszkadzać w dalszej analizie. Z reguły 
wynosi ona od 250 ml do 1000 ml.  

Najlepszą metodą przechowywania próbki jest przepuszczenie jej 
przez złoże Carbograph-4, przemycie metanolem i przechowywanie meta-
nolowych roztworów analitów w temperaturze -18°C [39]. Stwierdzono bo-
wiem, że w takich warunkach związki estrogenowe są stabilne przez mini-
mum 60 dni. Alternatywą może być konserwacja próbki 1% roztworem for-
maldehydu i przechowywanie jej w butelkach z ciemnego szkła bursztyno-
wego w temperaturze 4°C [40]. Wprowadzenie formaldehydu zapobiega 
rozwojowi mikroorganizmów, dzięki czemu może być ona stabilna w ciągu 
24 dni [41]. Do konserwacji próbki stosuje się także metanol [42], chlorek 
rtęci [43] oraz kwas siarkowy [44].  

Próbki wód ściekowych przechowywane są z reguły przez 24 godziny 
w temperaturze 4°C bez stosowania zabiegów konserwujących. W niektó-
rych badaniach okres ten przedłuża się do tygodnia [45], albo są one za-
mrażane i trzymane do czasu analizy w temp. -20°C [46]. 

Alternatywną metodą pobierania próbek jest zastosowanie technik 
pasywnych, tj. adsorpcji analitów na specjalnych, półprzepuszczalnych 
membranach, umieszczonych przez okres od 1 do 10 tygodni w analizowa-
nych próbkach wody. Zaadsorbowane na nich estrogeny ekstrahuje się na-
stępnie dichlorometanem (100 ml CH2Cl2 na 900 ml wody) i poddaje dalszej 
procedurze oczyszczania [47-49]. Zhang i Hibbered testowali membrany 
polieterosulfonowe i polisulfonowe do izolacji estrogenów i uznali, iż te 
pierwsze są bardziej efektywne [50].  

W przypadku badania osadów dennych suszy się je na powietrzu, 
przepuszcza przez sita o wielkości porów 0,5 mm i przechowuje do czasu 
analizy w temperaturze 0°C (mniej niż 15 godzin) [51]. Inna metoda polega 
homogenizacji pobranych osadów, przeniesieniu ich do skrzynek wykona-
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nych ze stali nierdzewnej, szczelnym zamknięciu i przechowywaniu w temp. 
4°C do czasu analizy [52].  

Próbki gleby pobiera się z głębokości 40 cm wycinając 5 cm seg-
menty, które następnie łączy się i miesza uzyskując uśrednioną próbkę [53].  

Innym rodzajem próbek stałych analizowanych pod kątem obecności 
związków estrogenowych są organizmy wodne. I tak na przykład małże płu-
cze się pod bieżącą wodą przez 10 godzin, wydziela się z nich tkankę 
miękką, łączy ją, homogenizuje, a następnie przechowuje w temp. - 20°C 
[44].  
 

3.2.  Przygotowanie próbki 
(Sample preparation) 

 
3.2.1.  Filtracja 

(Filtration) 
 

Filtracja jest zwykle pierwszym etapem przygotowania próbek wod-
nych, szczególnie wtedy gdy izolacja analitów odbywa się za pomocą eks-
trakcji do fazy stałej (SPE, ang. Solid-Phase Extraction). Dzięki temu usu-
wane są cząstki stałe, które mogą zapychać złoże. Rodzaj stosowanego 
filtra (sączek, włókno szklane, itp.) oraz jego rozmiar zależą od rodzaju oraz 
ilości analizowanej próbki. Najczęściej wykorzystuje się filtry szklane o roz-
miarach porów pomiędzy 0,22 a 1,20 μm [35, 36, 52]. Aby uniknąć strat ana-
litów niektórzy przemywają filtry metanolem (3 - 10 ml), a uzyskany ekstrakt 
dołączają do próbki [37, 54]. Czasami usuwanie zawiesin odbywa się po-
przez odwirowanie próbki [55]. 

 
3.2.2. Ekstrakcja - wzbogacanie 

(Extraction) 

 
Ekstrakcja naturalnych oraz syntetycznych związków estrogenowych z 

wodnych próbek środowiskowych odbywa się najczęściej za pomocą SPE. 
Ekstrakcja w układzie ciecz-ciecz (LLE, ang. Liquid-Liquid Extraction) jest 
stosowana sporadycznie [35, 36], tak samo jak technika mikroekstrakcji do 
fazy stałej (SPME, ang. Solid Phase Microextraction) [11, 31, 44, 56-71] 
(patrz Tabela 4). Izolacja estrogenów z próbek stałych przeprowadzana jest 
najczęściej z zastosowaniem ekstrakcji za pomocą rozpuszczalnika wspo-
maganej ultradźwiękami (UAE, ang. Ultrasound-Assisted Extraction) [46, 70, 
72], ekstrakcji za pomocą rozpuszczalnika wspomaganej promieniowaniem 
mikrofalowym (MAE, ang. Microwave Assisted Extraction) [69] czy przyspie-
szonej ekstrakcji za pomocą rozpuszczalnika (ASE, ang. Accelerated 
Solvent Extraction) [73].  

Z uwagi na dominujące znaczenie techniki SPE w ekstrakcji estroge-
nów z próbek środowiskowych zostanie ona omówiona nieco szerzej.  

Do wzbogacania i izolacji analitów wykorzystuje się zarówno kolu-
mienki, jak i krążki ekstrakcyjne (Tabela 4). Początkowo jako złoże stoso-
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wano krzemionkę modyfikowaną ugrupowaniami oktadecylowymi (C18) [36]. 
Sorbent ten jest wciąż używany [31, 44, 62, 66, 68], ale coraz częściej za-
stępuje się go złożem kopolimerowym polistyrenu i diwinylobenzenu (SDB), 
dostępnym jako kolumienki Isolut ENV+ [42, 54] lub jako krążki ekstrakcyjne 
SDB-XC [11, 63] oraz złożem kopolimerowym polistyrenu i diwinylobenzenu 
modyfikowanym winylopirolidonu (kolumienki Oasis HLB, firmy Waters) [10, 
60, 64, 69-71]. Czasami, aby zwiększyć selektywność, stosuje się kombina-
cję dwóch kolumienek, np. LiChrolut RP18 z LiChlorut EN [65] czy Oasis 
HLB z krzemionką lub tlenkiem glinu [70]. Procedura postępowania zależy 
od rodzaju analitów i zastosowanego wypełnienia. Doskonałe porównanie 
skuteczności ekstrakcji naturalnych oraz syntetycznych związków estroge-
nowych z próbek środowiskowych z zastosowaniem różnych złóż i procedur 
ekstrakcji SPE przedstawili Lopez de Alba i Balcero [74] oraz Hájková i inni 
[72].  

Przykładowe procedury ekstrakcji techniką SPE estronu, 17β-estra-
diolu, estriolu, 17α-etynylestradiolu i dietylstilbestrolu z wodnych próbek śro-
dowiskowych oraz uzyskane odzyski analitów przedstawiono w Tabeli 2. 
 
Tabela 2. Przykładowe procedury wzbogacania i ekstrakcji za pomocą SPE 

oraz uzyskane odzyski estronu, 17β-estradiolu, estriolu, 17α-ety-
nylestradiolu i dietylstilbestrolu z wodnych próbek środowisko-
wych 

Table 2.  Examples of SPE extraction procedures and obtained recoveries 
of estrone, 17β-estradiol, estriol, 17α-ethynylestradiol, diethylstil-
bestrol from environmental water samples 

 

Procedura 
ekstrakcji 
Extraction 
procedure 

Rodzaj kolumienki Type of SPE cartridges 

Isolute 
ENV 
 [74]  

LiChrolut 
EN 
[74] 

LiChrolut 
RP-18  

[74] 

C18 
(Honeyw

ell 
Burdick 

& 
Jackson, 

MI, 
USA) 
[76] 

Oasis 
HLB 
[69] 

Oasis HLB 
[75] 

Kondycjonowa
nie 

Conditioning 
step 

7 ml MeOH 
5 ml ACN 
5 ml H2O 
 

7 ml 
MeOH 
5 ml ACN 
5 ml H2O 
 

7 ml 
MeOH 
5 ml ACN 
5 ml H2O 
 

3 ml 
ACN  
3 ml 
H2O 

3 ml EtAC 
3 ml 
MeOH 
3 ml H2O 
(pH 
próbki) 

5 ml 
CH2Cl2  

5 ml  
MTBE (eter 
t-butylowo-
metylowy) 

5 ml MeOH  
5 ml H2O 

Nanoszenie 
próbki 

Loading step 

5 ml /min 
v = 200 ml 

woda 
rzeczna 

5 ml /min 
v = 200 

ml 
woda 

rzeczna 

5 ml /min 
v = 200 ml 

woda 
rzeczna 

5 ml/min 
 

v = 200 
ml 

ścieki 

15 – 20 
ml /min 

v = 2000 
ml 

woda 
rzeczna  

15 ml/min 
pH = 2 

v = 1000 
ml 

ścieki 

Przemywanie 5 ml H2O 5 ml H2O 5 ml H2O Brak tylko 5 ml H2O 
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Flushing step  suszenie   Suszenie suszenie danych suszenie Suszenie 

Wymywanie 
Elution step 

2 x 4 ml 
ACN 

2 x 4 ml 
ACN 

2 x 4 ml 
ACN 

3 x 1 ml 
ACN 

3 ml ACN 

5 ml MeOH                 
5 ml 

MeOH/MT
BE (10/90; 

v/v) 

 
Odzysk 

Recovery 

E1 98 
E2 83 
E3 38 

EE2 89 
DES 68  

E1 100 
E2 90 
E3 39 

EE2 90 
DES 59 

E1 100 
E2 87 
E3 88 

EE2 79 
DES 58 

E1 102 
E2 106 
E3 106 

EE2 106 
 

E1 104 
E2 96 
E3 97 

EE2 87 
DES 101 

E1 90 
E2 92 

E3 101 
EE2 92 

 

 
Do elucji analitów stosuje się najczęściej acetonitryl, metanol, bądź 

kombinację tych rozpuszczalników z innymi rozpuszczalnikami. Odzysk ana-
lizowanych związków (poza E3 na złożu Isolute ENV i LiChlorut EN) kształ-
tują się na zadawalającym poziomie tzn. w zakresie 58-104%.  

Pomimo, iż w literaturze dostępnych jest szereg procedur wydzielania 
i wzbogacania związków estrogenowych techniką SPE często należy dosto-
sować je do potrzeb aktualnie analizowanych próbek. Dotyczy to w szcze-
gólności konieczności modyfikacji sposobu oczyszczania i elucji analitów. 
Jednym ze sposobów optymalizacji procesu SPE jest zastosowanie metody 
krzywych przebicia, przy czym należy zaznaczyć iż procedura ta jest bardzo 
pracochłonna i wymaga użycia znacznych ilości substancji wzorcowych, 
które z reguły nie są tanie (77,78). Doboru odpowiednich warunków oczysz-
czania można dokonać także metodami obliczeniowymi, w oparciu o wy-
brane parametry fizykochemiczne rozpuszczalników i analitów [79] lub po-
przez badanie odzysku analitów, przy ustalonej arbitralnie (na podstawie 
polarności analizowanych związków oraz układu faz SPE) objętości i składu 
cieczy czyszczącej matrycę i wymywającej anality [80, 81, 82]. 

Jedną z nowszych propozycji ekstrakcji naturalnych i syntetycznych 
estrogenów z próbek środowiskowych jest zastosowanie techniki mikroek-
strakcji na upakowanym sorbencie (MEPS, ang. Microextraction by Packed 
Sorbents) oraz polimerów z nadrukiem molekularnym (MIP, ang. Molecularly 
Imprinted Polimer) [83]. Użycie w pełni zautomatyzowanego połączenia 
MEPS z dozownikiem zestawu GC-MS, pozwalającym na wprowadzanie 
dużych objętości próbki i in-port upochodnienie (system on-line) sprawiło, że 
można oznaczać estrogeny w zakresie stężeń ng/L do μg/L dysponując je-
dynie 800 μL próbki [83].  
 
3.2.2.1. Oczyszczanie ekstraktów 

(Extracts purification) 

 
Ekstrakty uzyskane z silnie zanieczyszczonych ścieków, osadów, gleb 

czy tkanek ryb bądź skorupiaków, przed analizą właściwą muszą być często 
poddane dodatkowemu procesowi oczyszczania. Może być ono przeprowa-
dzone za pomocą ekstrakcji w układzie ciecz-ciecz [75], ekstrakcji do fazy 
stałej (w kolumience C18 [44, 52, 64], Oasis HLB [76]), chromatografii ko-
lumnowej ze złożem krzemionkowym [84], chromatografii wykluczania / że-
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lowej stosując wypełnienie CO785 [52], wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej [85, 86], czy dowolnej kombinacji wymienionych wyżej technik [36]. 
 
3.2.3. Hydroliza koniugatów 

(Conjugates hydrolysis) 
 

Jak wspomniano, część estrogenów usuwanych z organizmu wystę-
pują w formie koniugatów, najczęściej w postaci siarczanów i glukuronianów 
[4]. Aby oznaczyć je w środowisku techniką chromatografii gazowej nie-
zbędne jest przeprowadzenie hydrolizy enzymatycznej tych związków do 
postaci wolnych hormonów. Najczęściej posługujemy się enzymem zwanym 
glukuronidazą. Zawartość koniugatów w próbce wyznacza się na podstawie 
różnicy zawartości estrogenów przed i po hydrolizie [40, 46]. Należy przy 
tym pamiętać, że o ile konwersja glukuronianu estradiolu do E2 zachodzi ze 
100% wydajnością, to siarczanu estradiolu do E2 jedynie z 30% [40]. Inną 
skuteczną metodą uwolnienia estrogenów z koniugatów jest zastosowanie 
hydrolizy kwasowej. Porównanie tych dwóch podejść znajduje się m.in. w 
publikacji Carignana i Lodgetych’ego [87]. 
 
3.2.4. Derywatyzacja 

(Derivatization) 
 

Z uwagi na to, że estrogeny mają charakter średnio polarny oraz ce-
chują się niewielką lotnością, ich bezpośrednia analiza za pomocą chroma-
tografii gazowej jest rzadko stosowana [10, 68]. Derywatyzację związków 
estrogenowych przeprowadza się zatem by zwiększyć lotność i stabilność 
termiczną analitów, a tym samym poprawić czułość, selektywność i spraw-
ność układu chromatograficznego. Najczęściej stosowanymi metodami kon-
wersji związków estrogenowych w lotne pochodne jest: sililowanie, acylowa-
nie i alkilowanie (Tabela 4). Na Rys. 2 przedstawiono przykładowe reakcje 
upochodnienia 17β-estradiolu. 
 
A) 

 
   MSTFA                     17β-E2                 pochodna trimetylosililowa 17β-E2   
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B) 
 

 
        PFPA                              17β-E2                         pochodna acylowa 17β-E2   
C)  

      
PFBBr                          17β-E2                     pochodna alkilowa 17β-E2   
 
Rys. 2. Schemat reakcji upochodnienia 17β-estradiolu odczynnikiem: A) MSTFA (N,O 

bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid) – sililowanie; B) PFPA (bezwodnik 
pentafluoropropionowy) – acylowanie; C) PFBBr (bromek pentafluorobenzylowy) –
alkilowanie. 

Fig. 2.  Derivatization schematic of 17β-estradiol using: A) MSTFA (N,O   
bis(trimethylsilil)trifluoroacetamide) – silylation; B) PFPA (pentafluoropropionic 
anhydrate) – acylation; C) PFBBr (pentafluorobenzyl bromide) –alkylation. 

 
Do upochadniania grup hydroksylowych obecnych w strukturze tych związ-
ków stosuje się następujące odczynniki derywatyzujące: 
- sililujące: MSTFA [31, 57, 58, 69, 61, 63, 65, 66, 89], mieszaninę 99 % 
BSTFA (N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoroacetamid)+ 1 % TMCS (trimetylochlo-
rosilan) [10, 44, 60, 62, 64, 70, 71], TMSI (N-trimetylosililoimidazol) [31, 56, 
61, 62, 65, 66], MTBSTFA (N-metylo-N-(tert-butylodimetylosilylo)trifluoro-
acetamid) [90], 
- acylujące: PFPA (bezwodnik pentafluoropropionowy) [88], TFAA (bez-
wodnik trifluorooctowy) [57] i HFBI (heptafluorobutyryloimidazol) [59],  
- alkilujące: PFBBr (bromek pentafluorobenzylowy) [56].  
Różnią się one między sobą reaktywnością względem grup hydroksylowych 
przyłączonych do układu aromatycznego i alifatycznego związków estroge-
nowych (Tabela 1) oraz stabilnością tworzących się pochodnych. Pochodne 
tert-butylodimetylosililowe (t-BDMS) oraz pentafluoropropylowe (PFP), cho-
ciaż tworzą się szybciej i są mniej wrażliwe na hydrolizę niż pochodne tri-
metylosililowe (TMS), prowadzą do powstawania monopodstawionych, mniej 
lotnych pochodnych, co prowadzi do obniżenia czułości metodyki anali-
tycznej [91 ,92].  

Ważnymi etapami procesu optymalizacji reakcji spochadniania jest: 
wybór odczynnika derywatyzującego, jego ilości, czasu reakcji, temperatury, 
dodatku katalizatora, czy rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika. Przykła-
dowe procedury upochodnienia hormonów estrogenowych przedstawiono w 
Tabeli 3. 
 



19 

 

 
Vol. 4, No 1/2012 Camera Separatoria  

 

Zastosowanie chromatografii gazowej do rozdzielania i oznaczania wybranych… 

 

 
Tabela 3.  Wybrane procedury konwersji chemicznej związków 

estrogenowych do postaci lotnych pochodnych 
Table 3.  Selected procedures for chemical conversion of estrogen 

compounds to volatile derivatives form 
 

Odczynnik 
Derivatizin

g agent 

Przebieg procedury 
Procedure 

Literatura 
Literature 

MSTFA 50 µl MSTFA; 120 min;  temp. 60 °C [89] 

MSTFA 50 µl MSTFA; 50 µl pirydyny; 30 min;  temp. 50 °C [93] 

99% BSTFA 
+ 1% TMCS 

50 µl BSTFA + 1% TMCS; 50 µl pirydyny; 30 min;  temp. 50 °C [62] 

TMSI 50 µl TMSI; 50 µl pirydyny; 30 min; temp. 50 °C [62] 

PFPA 
100 µl PFPA; 120 min;  temp. 60 °C; - oddmuchanie w 
strumieniu azotu; 100 µl n-heksanu 

[88] 

HFBI 
250 µl mieszaniny n-heksan:eter diizopropylowy (1:1, v/v); 20 
µl HFBI; 45 min;  temp.55 °C 

[59] 

TFAA 150 µl toluenu; 6 µl TFAA; 5 min; temp. pokojowa [59] 

 
Porównanie różnych metod derywatyzacji związków estrogenowych przed-
stawiono w pracy [93]. Najwyższą skutecznością spochadniania związków 
estrogenowych zaobserwowano przy użyciu mieszaniny 99 % BSTFA + 1% 
TMCS i pirydyny (1:1, v/v) w temperaturze 60 °C przez 30 min. Wykazano 
także wysoką efektywność działania mieszaniny MSTFA i pirydyny (1:1, v/v) 
przy tym samym czasie reakcji i przy temperaturze 50 °C. 
 
3.3.  Rozdzielanie i analiza chromatograficzna 

(Chromatographic analysis) 

 
Technika chromatografii gazowej połączonej ze spektrometrią mas 

jest najczęściej wykorzystywana do rozdzielania i analizy związków estroge-
nowych, pomimo iż wymagana jest wcześniejsza derywatyzacja analitów 
(Tabela 4). Szczególnie układ GC-MS z rejestracją wybranych jonów (SIM, 
ang. Single Ion Monitoring) jest powszechnie stosowany [10, 31, 56, 58, 60, 
63, 64, 65]. Dzieje się tak dlatego, ponieważ metody immunochemiczne [94-
97] charakteryzują się niższą selektywnością i co za tym idzie kłopotami z 
poprawną identyfikacją estrogenów. Podczas rozdzielania I analityki LC-MS 
(ang. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) i LC-MS/MS (ang. Liquid 
Chromatography-tandem Mass Spectrometry) [98-104], szczególnie gdy 
jonizacja próbki odbywa się techniką elektrorozpraszania (ESI, ang. Electro-
spray Ionization) obecność wielu substancji w złożonych próbkach środowi-
skowych może znacząco modyfikować wyniki [46, 105]. Spowodowane jest 
to wpływem substancji interferujących na odpowiedź detektora (jej zmniej-
szaniem poprzez supresję jonów, bądź zwiększaniem z powodu nakładania 
się sygnałów). W efekcie pojawiają się problemy z powtarzalnością i dokład-
nością metodyk (tzw. efekty matrycy). Takie zjawiska są znacznie rzadziej 
obserwowane gdy używana jest technika GC-MS. Na korzyść stosowania 



20              J. Kumirska, M. Potrykus, N. Migowska, E. Mulkiewicz 

Camera Separatoria Vol. 4, No 1/2012 
 

układu GC-MS w porównaniu z LC-MS/MS przemawia dodatkowo stosun-
kowo łatwa optymalizacja procedury oraz niższy koszt analizy. 
 

3.3.1. Warunki pracy aparatu chromatograficznego 
(Operating conditions of chromatographic system) 

 
Do rozdzielenia estrogenów za pomocą GC wykorzystuje się najczę-

ściej kolumny kapilarne średnio polarne (DB-5, HP-5, BP-5, XTI-5), w której 
fazą stacjonarną jest kopolimer 5% fenylu i 95% metylopolisiloksanu (Tabela 
4). Niskie granice wykrywalności i oznaczalności analitów techniką GC uzy-
skuje się poprzez wprowadzanie do kolumny od 1 do 4 μl próbki bez dziele-
nia strumienia (tryb splitless). Jako gaz nośny stosuje się najczęściej hel, a 
program temperaturowy, w zależności od rodzaju analitów, mieści się w za-
kresie od 50 do 300°C.  
  
3.3.2. Warunki pracy spektrometru mas  

(Mass spectrometer operating conditions) 

 
Jonizację próbki przeprowadza się zwykle za pomocą bombardowania 

wiązką elektronów o energii 70 eV (EI, ang. Electron Impact Ionization), 
chemicznej jonizacji (CI, ang. Chemical Ionization) czasami techniką elektro-
rozpraszania (ESI) lub z wykorzystaniem jonizacji chemicznej pod ciśnie-
niem atmosferycznym (APCI, ang. Atmospheric Pressure Chemical Ioniza-
tion) [35, 36] (Tabela 4). Detekcję można prowadzić w trybie rejestracji jo-
nów dodatnich (PI, ang. Positive Ions), jonów ujemnych (NI, ang. Negative 
Ions), z zastosowaniem zapisu całkowitego prądu jonowego (ang. full scan), 
bądź monitorowania wybranych jonów (SIM). Wprowadzenie do układu 
detekcyjnego tandemowej spektrometrii mas (układ GC-MS/MS) pozwala na 
znaczne obniżenie granic wykrywalności i oznaczalności analizowanych 
związków, a także poprawia parametry analizy jakościowej (m.in. poprzez 
używanie trybu monitorowania wybranych reakcji fragmentacji (MRM, ang. 
Multiple Reaction Monitoring). Gazem kolizyjnym jest wówczas argon o 
ciśnieniu 1 x 10

-4
 mbar, a energia kolizji dla wszystkich przejść (tranzycji) 

wynosi 12 V [np. 106]. Najczęściej stosowanymi układem detekcyjnym jest 
potrójny kwadrupol (QqQ), kwadrupol połączony z analizatorem czasu prze-
lotu (QTof) oraz pułapka jonowa (IT, ang. Ion Trap). Porównując metodę 
GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS i LC-MS/MS stwierdzono, iż czułość oznaczeń 
wzrasta w kolejności LC-ESI(NI)MS < GC-(EI)MS < GC-(EI)MS/MS ≤ LC-
ESI(NI)MS/MS [94]. 
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3.4. Wybrane metody oznaczania wybranych związków 
estrogenowych w próbkach środowiskowych z wykorzystaniem 
techniki GC 
(Selected methods for the determination of selected estrogen 
compounds in environmental samples using GC) 

 
 

Zestawienie metodyk oznaczania wybranych substancji estrogeno-
wych (estronu, 17β-estradiolu, estriolu, 17α-etynyloestradiolu, dietylostilbe-
strolu) w próbkach środowiskowych wykorzystujących technikę GC przed-
stawiono w Tabeli 4. 
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4. Podsumowanie 
 

Pomimo, iż do analityki związków estrogenowych w próbkach środo-
wiskowych stosuje się zarówno metody immunochemiczne jak i bazujące na 
chromatografii cieczowej, technika chromatografii gazowej wykorzystywana 
jest najczęściej. Dzieje się tak, ponieważ metody immunochemiczne cha-
rakteryzują się niższą selektywnością, natomiast analizy LC-MS i LC-MS/MS 
kłopotami z powtarzalnością i dokładnością metody z powodu silnych efek-
tów matrycy. Takie zjawiska są znacznie rzadziej obserwowane, gdy do 
rozdzielania i oznaczania używana jest technika GC-MS z upochodnieniem 
przed-kolumnowym i z jonizacją próbki za pomocą wiązki elektronów oraz 
detekcją w trybie monitorowania wybranych jonów SIM. Na korzyść stoso-
wania układu GC-MS w porównaniu z LC-MS/MS przemawia dodatkowo 
niższy koszt analizy oraz prostota obsługi aparatury. Wprowadzenie do 
układu detekcyjnego tandemowej spektrometrii mas (układ GC-MS/MS) 
pozwala na znaczne obniżenie granic wykrywalności (LOD) i oznaczalności 
(LOQ) analizowanych związków, a także poprawia parametry analizy jako-
ściowej (identyfikacji) m.in. poprzez używanie trybu monitorowania wybra-
nych reakcji fragmentacji (MRM). Najczęściej stosowanymi układami anali-
zatorów w tandemowej spektrometrii mas jest potrójny kwadrupol (QqQ) 
oraz kwadrupol połączony z analizatorem czasu przelotu (QTof). Z uwagi na 
średnio polarny charakter analitów oraz ich niską lotność konieczna jest 
jednak derywatyzacja analitów. Ponieważ poprawność oznaczeń w dużym 
stopniu zależy od sposobu pobierania i przechowywania próbki oraz przy-
gotowania jej do analizy właściwej, także te etapy procedury analitycznej 
muszą być poddane optymalizacji. W pracy przedstawiono najważniejsze 
informacje dotyczące metodyk przygotowania próbki, rozdzielania i ozna-
czania naturalnych i syntetycznych estrogenów w próbkach środowiskowych 
z wykorzystaniem techniki GC, ze szczególnym uwzględnieniem analizy 
estronu, 17β-estradiolu, estriolu, 17α-etynyloestradiolu i dietylostilbestrolu. 

 
Summary 

 
Although for the analysis of estrogen compounds in environmental  

samples are used both immunochemical methods and based on liquid 
chromatography, gas chromatography is used the most often. This is be-
cause the immunochemical methods are characterized by a lower selectivity, 
while the analysis of LC-MS and LC-MS/MS by troubles with repeatability 
and accuracy of the method because of strong matrix effects. These phe-
nomena are much less frequently observed when for the separation and 
identification GC-MS technique is used with pre-column derivatization and 
the ionization of the sample using an electron impact and detection in se-
lected SIM ion monitoring mode. In favour of the usage of GC-MS in com-
parison with LC-MS/MS also speak a lower cost of analysis and ease of 
using the apparatus. Introduction to the detection of tandem mass spectro-
metry (GC-MS/MS system) enables a significant reduction in the limit of de-
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tection (LOD) and quantification (LOQ) of the analysed compounds and also 
improves the qualitative analysis (identification), inter alia by using monitor-
ing mode of selected fragmentation reactions (MRM). The most commonly 
used systems of analyzers in tandem mass spectrometry is a triple quadru-
pole (QQQ) and quadrupole connected to the analyser of the time of flight 
(QTof). Due to the  medium polar nature of the analytes and their low volatil-
ity however, derivatization of analytes is required. Since the correctness of 
determination to a large extent depends on method of collecting sample, its 
storage and preparing it for proper analysis, also those steps of the analyti-
cal procedure must be subjected to optimization. The paper presents key 
information about the methodology of sample preparation, separation and 
identification of natural and synthetic  estrogens in environmental samples 
using GC technique, with particular emphasis on the analysis of estrone, 
17ß -estradiol, estriole, 17α-ethinylestradiol and diethylstillbestrol. 
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