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Zastosowanie chromatografii gazowej do rozdzielania i
oznaczania wybranych estrogenéw w prébkach srodowi-
skowych

Streszczenie: Estrogeny to zwigzki hormonalne, ktérych obecno$¢ w Srodowisku - nawet w
bardzo niskich stezeniach (ponizej 1 ng/L) - moze wywiera¢ negatywny wplyw na reprodukcje i
rozwdj organizméw Zzywych. Opracowywanie odpowiednio czutych metodyk przygotowania
probki, rozdzielania i oznaczania tych zwigzkéw w probkach Srodowiskowych stafo sie zatem
Jednym z wazniejszych zadan z zakresu chemii analitycznej oraz ochrony $rodowiska. W pracy
przedstawiono przeglagd metodyk przygotowania probki, rozdzielania i oznaczania wybranych
substancji estrogenowych (estronu, 17B-estradiolu, estriolu, 17a-etynyloestradiolu, dietylostilbe-
strolu) w réznych komponentach $rodowiska technika GC-MS (ang. gas chromatography co-
upled with mass spectrometry).

Stowa kluczowe: zwigzki estrogenowe, matryce S$rodowiskowe, chromatografia gazowa,
spektrometria mas, przygotowanie probki

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, 178-estradiol, estriol, 17a-ethinyle-
stradiol and diethylstilbestrol) in environmental compartments using GC-MS (ang. gas chroma-
tography coupled with mass spectrometry) technique is presented.
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spectrometry, sample preparation



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

1. Wstep
(Introduction)

Estrogeny wraz z gestagenami stanowig zenskie hormony piciowe,
ktére miedzy innymi zapewniajg prawidtowy rozwéj i funkcjonowanie na-
rzgdéw rodnych [1-3]. llos¢ wydalanych estrogendw naturalnych (173-estra-
diolu - E2, estronu — E1, estriolu - E3 oraz estetrolu - E4) zalezy od wieku,
diety, pory roku, stanu zdrowia [4]. Zwigzki te od zawsze byty obecne w $ro-
dowisku, ale pierwsze doniesienia o ich wykryciu w wodach powierzchnio-
wych pojawity sie w roku 1980 [5]. Obecnie obserwowany jest wzrost stezen
srodowiskowych ich syntetycznych odpowiednikéw (17a-etynyloestradiolu -
EE2, dietylostilbestrolu - DES czy mestranolu - MES) [6]. Tlumaczy sie to
przede wszystkim stosowaniem doustnych srodkéw antykoncepcyjnych w
postaci jedno- lub dwusktadnikowej. Zawierajg one hormon estrogenowy i
progestagenowy w réznych proporcjach, zaleznych od fazy $rodka antykon-
cepcyjnego [7].

W medycynie, estrogeny wykorzystuje sie w hormonalnej terapii za-
stepczej (HTZ), ktérej celem jest uzupetnienie niedoboru estrogenow, wy-
stepujgcym w okresie okoto menopauzalnym. Zaleca sie te metode w tago-
dzeniu objawdéw naczynioruchowych, w zaburzeniach uktadu kostnego
(osteoporoza), w suchosci pochwy i atrofii uktadu moczowo-piciowego oraz
chorobach uktadu krazenia [8]. U mezczyzn stosowane sg wspomagajgco w
leczeniu raka gruczotu krokowego [7].

W hodowli zwierzat, hormony estrogenowe podawane sg jako dodatki
do pasz (tzw. promotory wzrostu), w celu przyspieszenie wzrostu i zwiek-
szenia masy miesnej bydta, drobiu, trzody chlewnej [9].

Metabolity lekéw wydalane sg w formie wolnej oraz zwigzanej i wraz
ze $ciekami trafiajg do srodowiska. Badania przeprowadzone w ostatnich
latach wykazaty wystepowanie $Sladowych ilosci hormondéw estrogenowych
nie tylko w $ciekach [10] i wodach powierzchniowych [11], ale takze w wo-
dzie gruntowej [12] i co jest szczegdlnie niepokojgce - w wodzie pitnej [13].
Jedng z gtéwnych przyczyn sg nieefektywne metody usuwania tych zwigz-
kéw podczas konwencjonalnych metod oczyszczania $ciekow [4].

Estrogeny wykazujg duzy potencjat aktywnosci biologicznej, wptywa-
jac w istotny sposob na prawidtowy rozwdj ptciowy organizmow zywych [1,
13, 14]. Po przeniknieciu do srodowiska mogg zakitécaé prawidtowe funkcjo-
nowanie uktadéw hormonalnych, stad zaliczane sg do zwigzkoéw zaktédcajg-
cych dziatanie endokrynne, w skrocie EDC (ang. Endocrine-Disrupting Com-
pounds). Wplywajg na czynniki warunkujgce utrzymanie homeostazy, za-
chowanie gatunku i jego reprodukcje [13]. Po raz pierwszy negatywne od-
dziatywanie EDC na Srodowisko zaobserwowano 30 lat temu [14]. Byty to
nieprawidtowosci w procesach rozrodczych u organizmoéw wodnych, zwlasz-
cza ryb [14], polegajgce na feminizacji osobnikow meskich. Zwigzki te wpty-
wajg na indukcje witellogeniny, obnizajg produkcje jaj, indeks gonadosoma-
tyczny samcow (GSI), wywotujg obupiciowos¢, zmniejszajg zachowania
seksualne samcow [15-18]. Zaburzenia rozrodczos$ci i rozwoju organizmoéw
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spowodowane ekspozycjg na estrogeny objawiajg sie takze zmniejszong
ptodnoscia, dystocjg (tzw ,ciezkimi” porodami), przedwczesnymi porodami,
skréconym okresem cigzy, poronieniami, zakiéceniami owulacji [19-24]. Na-
lezy podkresli¢, iz w przypadku EE2 zjawiska te obserwuje sie juz przy ste-
zeniach oznaczanych w srodowisku na poziomie 0,05-10 ng/L. Wedtug wielu
autoréw istnieje mozliwosé bioakumulacji tych zwigzkéw w organizmach
wodnych, a tym samym dotarcia poprzez fancuch pokarmowy do organi-
zmoéw wyzszych [23].

W celu oszacowania ryzyka ekotoksykologicznego konieczne bylo
opracowanie bardzo czutych i selektywnych technik analitycznych, ktére
pozwalatyby na rozdzielenie i oznaczanie zwigzkéw z grupy estrogendéw w
ztozonych prébkach srodowiskowych.

2.  Struktura oraz wlasciwosci wybranych estrogenéw
(Structures and properties of selected estrogens)

Estrogeny nalezg do hormondéw steroidowych, ktérych struktura wy-
wodzi sie od cyklopentenoperhydrofenantrenu (steranu) (Rys. 1). Pierscien
A ma charakter aromatyczny, natomiast obecnos¢ grupy fenolowej w pozycji
C-3 pozwala na odrdznienie hormonéw steroidowych od pozostatych zwigz-
kéw steroidowych [2, 25].

Rys. 1 Struktura steranu
Fig. 1 Structure of sterane

Struktury chemiczne oraz wtasciwosci fizykochemiczne wybranych zwigzkow
o dziataniu estrogenowym przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Budowa chemiczna oraz wilasciwosci fizykochemiczne wybra-
nych zwigzkéw o dziataniu estrogenowym (M - masa czastecz-
kowa, log Koy - wspoiczynnik podziatu n-oktanol/woda, Sh,o -
rozpuszczalno$¢ w wodzie [26-31]

Table 1. Chemical structures and physicochemical properties of selected
estrogenic compounds (M — molecular weight, log Ko, - partition
coefficient of n-octanol / water, Sy,0 — solubility in water) [26-31]

Zwigzek Struktura chemiczna Wybrane wiasciwosci
Wz6r sumaryczny Chemical structure fizykochemiczne
Numer CAS Selected
Compound physicochemical
Chemical formula properties
CAS number
Estron (E1) o M = 270,4 g/mol
Estrone (E1) Log Kow = 3,43
C18H2202 Sh2o = 13,0 mg/L
[67-16-7]
(naturalny estrogen)
(natural estrogen) HO

; OH
17B-estradiol M =272,4 g/mol
(Estradiol) (E2) Log Kow = 3,94
Estradiol (E2) Shzo = 13,9 mg/L
C18H2402
[50-28-2]
(naturalny estrogen) HO

(natural estrogen)

Estriol (E3) M = 288,4 g/mol
Estriole (E3) OH Log Kow = 3,84
Ci18H2403 S0 = 13,2 mg/L
[60-27-1]

(naturalny estrogen)

(natural estrogen) HO

Estetrol (E4)
Ci18H2404
[15183-37-6]
(naturalny estrogen)
(natural estrogen)

M = 304,38 g/mol
Log Kow brak danych
(bd)

Shzo = bd
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17a- c=ch | M=296,4 g/mol
Etynyloestradiol Log Kow = 4,15
(EEZ) Sh2o0 = 4,8 mg/L
Ethinylestradiol
(EE2)

C20H2402

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

Dietylostilbestrol OH | M =268,4 g/mol
(DES) Log Kow = 5,07
AN

Diethylstilbestrol Shzo0 = 12,5 mg/L
(DES)
C18H2002 HO

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

HO

Estradiol (E2), bedacy najwazniejszym naturalnym estrogenem (Ta-
bela 1), wystepuje w postaci dwéch izomerow: 17a-estradiolu i 17B-estra-
diolu, sposrod ktérych 17a-estradiol nie jest syntezowany w organizmie
cztowieka [2, 3, 32]. Estriol (E3) charakteryzuje sie najstabszym dziataniem
biologicznym sposréd wymienionych naturalnych hormonéw zenskich [3],
zas 17a-etynyloestradiol (EE2) bedacy poétsyntetyczng pochodng estradiolu,
posiada dodatkowg grupe etinylowg w pozycji C-17a, ktérej obecnosé¢ wa-
runkuje 15-20 razy silniejsze dziatanie niz E2 [33]. Najwiecej grup hydroksy-
lowych wystepuje w estetrolu (E4) (Tabela 1), ktéry syntezowany jest wy-
tacznie w trakcie cigzy. Z uwagi na fakt, ze do oznaczania tego estrogenu w
srodowisku nie stosuje sie techniki chromatografii gazowej, nie bedzie on
omawiany w dalszej cze$ci pracy.

Wydalanie estrogendéw nastepuje w duzej mierze z moczem, w mniej-
szym stopniu z katem. Estrogeny usuwane z moczem wystepujg gtéwnie w
formie koniugatéw, najczesciej w postaci siarczanéw i glukuronianéw, pod-
czas gdy ze stolcem eliminowane sg w formie wolnej [4]. Usuwanie estroge-
néw z organizmu kobiet zalezne jest od fazy cyklu: w | fazie — 10-25
pg/dobe, a w 1l fazie - 30-50 pg/dobe [3]. llos¢/stezenie estrogendéw wydala-
nych u kobiet w cigzy sg wielokrotnie wigksze niz u kobiet w okresie cyklu
menstruacyjnego. Szczegdlnie ilos¢ wydalanego estriolu, czesto nazywa-
nego hormonem cigzowym, jest nawet tysigckrotnie wieksza. Pod koniec
cigzy zawartos¢ tego hormonu stanowi ponad 90% wszystkich estrogenow
stwierdzanych w moczu [3].

90% wszystkich wydalanych przez bydto hormonéw zenskich stano-
wig: estron, 17B-estradiol i 17a-estradiol w formie koniugatéw i wolnej. W
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przypadku trzody chlewnej i drobiu wydalany jest 173-E2, E1 i E3 oraz ich
siarczany i glukuroniany, rzadziej zas 17a-estradiol. U bydta 58% catkowitej
ilosci estrogenéw usuwane jest z katem, natomiast u trzody chlewnej (96%) i
drobiu (69%) wydalanie hormonéw nastepuje gtéwnie z moczem [4, 34].

Estrogeny naturalne (E1, E2 i E3) majg wyzszg rozpuszczalnosé w
wodzie, niz ich syntetyczne odpowiedniki (EE2) (Tabela 1), cho¢ dla DES
jest ona poréwnywalna. Wartosci log Kow $wiadczg mozliwosci wbudowy-
wania sie do struktury koloidéw organicznych i makroczgsteczek wystepuja-
cych w srodowisku wodnym, a takze informuje o hydrofobowo$ci tych zwigz-
kéw.

3. Rozdzielenie i analityka pozostatosci estrogenéw w
probkach srodowiskowych technika GC
(Separation and analytics of estrogenic compounds
residues in the environmental samples using GC
technique)

Analiza pozostatosci estrogendéw i ich syntetycznych odpowiednikéw
w Srodowisku nie jest zadaniem fatwym z dwdch zasadniczych powodow:
ztozonosci matryc srodowiskowych oraz bardzo niskich stezen oznaczanych
zwigzkéw (rzedu pg — ng/L). Metody analityczne muszg charakteryzowac sig
zatem niezwykle wysokg czutoscig oraz selektywnoscia. Jest to mozliwe w
przypadku zastosowania odpowiednich sposobow pobierania i przechowy-
wania probki oraz czaso- i pracochtonnych procedur przygotowania do ana-
lizy wiasciwej [35, 36]. Dotychczas, najczesciej wybierang technikg anali-
tyczng stosowang do Sladowej analityki pozostatosci estrogendéw jest chro-
matografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas (LC-MS) lub tande-
mowg spektrometrig mas (LC-MS/MS) [35. 36]. Mimo dogodnosci jaka daje
ta metoda analityczna, gtéwnie w zakresie znacznego uproszczenia etapu
przygotowania probek do analizy, ma ona szereg ograniczen [37], do ktérych
nalezg m.in. interferencje analitow ze sktadem matrycy wplywajgce bezpo-
srednio na granice oznaczalnosci i wykrywalnos$ci, znaczacy wplyw rodzaju
fazy ruchomej na proces jonizacji i fragmentacji zwigzkow, problemy z po-
wtarzalnos$cig i odtwarzalnoscig wynikéw, waski zakres liniowosci odpowie-
dzi ilosciowej detektora mas, koniecznos¢ optymalizacji parametréw pracy
spektrometru mas praktycznie dla kazdego analizowanego zwigzku by
zwiekszy¢ czutos¢ i selektywnosé metody, brak biblioteki widm mas czy wy-
soki koszt analizy. Z kolei staboscig techniki chromatografii cieczowej z de-
tekcjg spektrofotometryczng (UV) lub fluorescencyjng jest zbyt niska wiary-
godnosc¢ identyfikacji substancji, bazujgca jedynie na czasie retencji (zgod-
nie z najnowszymi dyrektywami identyfikacja ksenobiotykéw (w tym farma-
ceutykdw) w srodowisku powinna opiera¢ sie na przynajmniej 4 punktach
identyfikacyjnych, przy czym czas retencji dostarcza tylko jednego [38]).
Interesujgca alternatywa jest zastosowanie chromatografii gazowej potgczo-
nej ze spektrometrig mas, szczegolnie w tych przypadkach, gdy badane leki
wystepujg na bardzo niskim poziomie stezen, a skiad matrycy zakiéca pra-
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widtowg detekcje tych zwigzkdw technikg LC-MS/MS. Nizsze koszty analizy
oraz mniejsze zuzycie rozpuszczalnikdw takze przemawiajg na korzy$é tego
rozwigzania. Z uwagi na fakt, iz zwigzki estrogenowe majg charakter $rednio
polarny, wymagane jest jednak przeprowadzenie ich w postaé odpowied-
nich, lotnych pochodnych, ktére dodatkowo zwiekszg ich stabilnosc¢ ter-
miczna.

3.1. Pobieranie i przechowywanie prébek
(Collection and sample storage)

Jak juz wspomniano, estrogeny wydalane sg z organizmu gtdwnie w
formie koniugatéw (przewaznie siarczandéw i glukuronianéw), co podnosi ich
charakter polarny. Sprawia to, ze zwigzki estrogenowe w srodowisku kumu-
lujg sie przede wszystkim w ukfadzie wodnym. Z tego powodu analizie pod-
dawane sg gtéwnie scieki, wody powierzchniowe, wody gruntowe oraz woda
pitna. llos¢ prébki, ktérg nalezy pobra¢ zalezy od spodziewanego stezenia
oraz czuto$ci metody analitycznej i waha sie od 200 ml do nawet 80 litrow
[36]. Objetos¢ probki nie powinna przekraczac jednak 5 litréw, gdyz zawarte
w niej kwasy humusowe mogg przeszkadza¢ w dalszej analizie. Z reguty
wynosi ona od 250 ml do 1000 ml.

Najlepszg metodg przechowywania prébki jest przepuszczenie jej
przez ztoze Carbograph-4, przemycie metanolem i przechowywanie meta-
nolowych roztworéw analitéw w temperaturze -18°C [39]. Stwierdzono bo-
wiem, ze w takich warunkach zwigzki estrogenowe sg stabilne przez mini-
mum 60 dni. Alternatywg moze by¢ konserwacja prébki 1% roztworem for-
maldehydu i przechowywanie jej w butelkach z ciemnego szkta bursztyno-
wego w temperaturze 4°C [40]. Wprowadzenie formaldehydu zapobiega
rozwojowi mikroorganizméw, dzieki czemu moze by¢é ona stabilna w ciggu
24 dni [41]. Do konserwacji probki stosuje sie takze metanol [42], chlorek
rteci [43] oraz kwas siarkowy [44].

Prébki wod Sciekowych przechowywane sg z reguty przez 24 godziny
w temperaturze 4°C bez stosowania zabiegow konserwujgcych. W niekto-
rych badaniach okres ten przedtuza sie do tygodnia [45], albo sg one za-
mrazane i trzymane do czasu analizy w temp. -20°C [46].

Alternatywng metodg pobierania prébek jest zastosowanie technik
pasywnych, tj. adsorpcji analitdw na specjalnych, potprzepuszczalnych
membranach, umieszczonych przez okres od 1 do 10 tygodni w analizowa-
nych prébkach wody. Zaadsorbowane na nich estrogeny ekstrahuje sie na-
stepnie dichlorometanem (100 ml CH,Cl, na 900 ml wody) i poddaje dalszej
procedurze oczyszczania [47-49]. Zhang i Hibbered testowali membrany
polieterosulfonowe i polisulfonowe do izolacji estrogenéw i uznali, iz te
pierwsze sg bardziej efektywne [50].

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

Prébki gleby pobiera sie z gtebokosci 40 cm wycinajagc 5 cm seg-
menty, ktére nastepnie fgczy sie i miesza uzyskujgc usredniong prébke [53].

Innym rodzajem probek statych analizowanych pod katem obecnos$ci
zwigzkow estrogenowych sg organizmy wodne. | tak na przyktad matze ptu-
cze sie pod biezacg wodg przez 10 godzin, wydziela sie z nich tkanke
miekka, taczy jg, homogenizuje, a nastepnie przechowuje w temp. - 20°C
[44].

3.2. Przygotowanie prébki
(Sample preparation)

3.2.1. Filtracja
(Filtration)

Filtracja jest zwykle pierwszym etapem przygotowania probek wod-
nych, szczegdlnie wtedy gdy izolacja analitdw odbywa sie za pomocg eks-
trakcji do fazy statej (SPE, ang. Solid-Phase Extraction). Dzieki temu usu-
wane sg czgstki state, ktére moga zapycha¢ ztoze. Rodzaj stosowanego
filtra (sgczek, wtokno szklane, itp.) oraz jego rozmiar zalezg od rodzaju oraz
ilosci analizowanej prébki. Najczesciej wykorzystuje sie filtry szklane o roz-
miarach poréw pomiedzy 0,22 a 1,20 ym [35, 36, 52]. Aby unikng¢ strat ana-
litdw niektdrzy przemywaja filtry metanolem (3 - 10 ml), a uzyskany ekstrakt
dotgczajg do probki [37, 54]. Czasami usuwanie zawiesin odbywa sie po-
przez odwirowanie prébki [55].

3.2.2. Ekstrakcja - wzbogacanie
(Extraction)

Ekstrakcja naturalnych oraz syntetycznych zwigzkéw estrogenowych z
wodnych prébek srodowiskowych odbywa sie najczesciej za pomocg SPE.
Ekstrakcja w ukfadzie ciecz-ciecz (LLE, ang. Liquid-Liquid Extraction) jest
stosowana sporadycznie [35, 36], tak samo jak technika mikroekstrakcji do
fazy statej (SPME, ang. Solid Phase Microextraction) [11, 31, 44, 56-71]
(patrz Tabela 4). Izolacja estrogendw z prébek statych przeprowadzana jest
najczesciej z zastosowaniem ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika wspo-
maganej ultradzwiekami (UAE, ang. Ultrasound-Assisted Extraction) [46, 70,
72], ekstrakcji za pomocg rozpuszczalnika wspomaganej promieniowaniem
mikrofalowym (MAE, ang. Microwave Assisted Extraction) [69] czy przyspie-
szonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika (ASE, ang. Accelerated
Solvent Extraction) [73].

Z uwagi na dominujgce znaczenie techniki SPE w ekstrakcji estroge-
now z probek srodowiskowych zostanie ona oméwiona nieco szerzej.

Do wzbogacania i izolacji analitéw wykorzystuje sie zaréwno kolu-
mienki, jak i krgzki ekstrakcyjne (Tabela 4). Poczatkowo jako ztoze stoso-
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wano krzemionke modyfikowang ugrupowaniami oktadecylowymi (C18) [36].
Sorbent ten jest wcigz uzywany [31, 44, 62, 66, 68], ale coraz czesciej za-
stepuje sie go ztozem kopolimerowym polistyrenu i diwinylobenzenu (SDB),
dostepnym jako kolumienki Isolut ENV+ [42, 54] lub jako krazki ekstrakcyjne
SDB-XC [11, 63] oraz ztozem kopolimerowym polistyrenu i diwinylobenzenu
modyfikowanym winylopirolidonu (kolumienki Oasis HLB, firmy Waters) [10,
60, 64, 69-71]. Czasami, aby zwiekszy¢ selektywnos$é¢, stosuje sie kombina-
cje dwoch kolumienek, np. LiChrolut RP18 z LiChlorut EN [65] czy Oasis
HLB z krzemionkg lub tlenkiem glinu [70]. Procedura postepowania zalezy
od rodzaju analitéw i zastosowanego wypetnienia. Doskonate poréwnanie
skutecznosci ekstrakcji naturalnych oraz syntetycznych zwigzkéw estroge-
nowych z prébek srodowiskowych z zastosowaniem réznych zt6z i procedur
ekstrakcji SPE przedstawili Lopez de Alba i Balcero [74] oraz Hajkova i inni
[72].

Przyktadowe procedury ekstrakcji technikg SPE estronu, 17(3-estra-
diolu, estriolu, 17a-etynylestradiolu i dietylstilbestrolu z wodnych probek sro-
dowiskowych oraz uzyskane odzyski analitdw przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Przykfadowe procedury wzbogacania i ekstrakcji za pomocg SPE
oraz uzyskane odzyski estronu, 17@-estradiolu, estriolu, 17a-ety-
nylestradiolu i dietylstilbestrolu z wodnych prébek Srodowisko-
wych

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

Rodzaj kolumienki Type of SPE cartridges
Cc18 Oasis
(Honeyw HLB
Procedura ell [69]
ekstrakcji Isolute LiChrolut LiChrolut Burdick Oasis HLB
Extraction ENV EN RP-18 & [75]
procedure [74] [74] [74] Jackson,
MI,
USA)
[76]
5mil
. 7 ml 7 ml
Kondycjonowa | 7 ml MeOH MeOH MeOH 3ml 3ml 5mil
nie 5 ml ACN ACN MeOH MTBE (eter
e 5mIACN | 5mlACN
Conditioning 5 ml H,O 5 ml H.0 5 ml H.0 3ml 3 ml H,O t-butylowo-
step 2 2 H.O (pH metylowy)
probki) 5 ml MeOH
5ml Hzo
. . 15-20 .
. 5 ml /min 5 nll /min 5 ml /min 5 mi/min ml /min 15 ”"K”’"”
Nanoszenie _ v =200 _ _ pH=2
PO v =200 ml v =200 ml _ v = 2000 _
probki woda ml woda v =200 ml v = 1000
Loading step rzeczna woda rzeczna . r_nI . woda . r_nI .
rzeczna Scieki Scieki
rzeczna
Przemywanie 5 ml H,O 5 ml H,O 5 ml H,0 Brak tylko 5 ml H,O
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Flushing step suszenie Suszenie suszenie danych suszenie Suszenie
5 ml MeOH
. 5mil
Wymywanle 2x4ml 2x4ml 2x4ml 3x1ml 3mlACN | MeOH/MT
Elution step ACN ACN ACN ACN BE (10/90;
vIv)
E198 E1 100 E1 100 E1 102 E1 104 E190
E2 83 E2 90 E2 87 E2 106 E2 96 E2 92
Odzysk E3 38 E3 39 E3 88 E3 106 E3 97 E3 101
Recovery EE2 89 EE2 90 EE2 79 EE2 106 EE2 87 EE2 92
DES 68 DES 59 DES 58 DES 101

Do elucji analitow stosuje sie najczesciej acetonitryl, metanol, badz
kombinacje tych rozpuszczalnikdw z innymi rozpuszczalnikami. Odzysk ana-
lizowanych zwigzkéw (poza E3 na ztozu Isolute ENV i LiChlorut EN) ksztal-
tujg sie na zadawalajgcym poziomie tzn. w zakresie 58-104%.

Pomimo, iz w literaturze dostepnych jest szereg procedur wydzielania
i wzbogacania zwigzkéw estrogenowych technikg SPE czesto nalezy dosto-
sowac je do potrzeb aktualnie analizowanych prébek. Dotyczy to w szcze-
golnosci koniecznosci modyfikacji sposobu oczyszczania i elucji analitow.
Jednym ze sposobdéw optymalizacji procesu SPE jest zastosowanie metody
krzywych przebicia, przy czym nalezy zaznaczy¢ iz procedura ta jest bardzo
pracochfonna i wymaga uzycia znacznych ilosci substancji wzorcowych,
ktére z reguty nie sg tanie (77,78). Doboru odpowiednich warunkéw oczysz-
czania mozna dokonaé¢ takze metodami obliczeniowymi, w oparciu o wy-
brane parametry fizykochemiczne rozpuszczalnikéw i analitow [79] lub po-
przez badanie odzysku analitdw, przy ustalonej arbitralnie (na podstawie
polarnosci analizowanych zwigzkéw oraz uktadu faz SPE) objetosci i sktadu
cieczy czyszczgcej matryce i wymywajgcej anality [80, 81, 82].

Jedng z nowszych propozycji ekstrakcji naturalnych i syntetycznych
estrogenéw z prébek srodowiskowych jest zastosowanie techniki mikroek-
strakcji na upakowanym sorbencie (MEPS, ang. Microextraction by Packed
Sorbents) oraz polimeréw z nadrukiem molekularnym (MIP, ang. Molecularly
Imprinted Polimer) [83]. Uzycie w petni zautomatyzowanego pofgczenia
MEPS z dozownikiem zestawu GC-MS, pozwalajagcym na wprowadzanie
duzych objetosci prébki i in-port upochodnienie (system on-line) sprawito, ze
mozna oznacza¢ estrogeny w zakresie stezen ng/L do pg/L dysponujgc je-
dynie 800 uL prébki [83].

3.2.2.1. Oczyszczanie ekstraktow
(Extracts purification)

Ekstrakty uzyskane z silnie zanieczyszczonych sciekéw, osadéw, gleb
czy tkanek ryb badz skorupiakéw, przed analizg wtasciwg muszg by¢ czesto
poddane dodatkowemu procesowi oczyszczania. Moze by¢ ono przeprowa-
dzone za pomocg ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz [75], ekstrakcji do fazy
statej (w kolumience C18 [44, 52, 64], Oasis HLB [76]), chromatografii ko-
lumnowej ze ztozem krzemionkowym [84], chromatografii wykluczania / Zze-
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lowej stosujgc wypetnienie CO785 [52], wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej [85, 86], czy dowolnej kombinacji wymienionych wyzej technik [36].

3.2.3. Hydroliza koniugatéw
(Conjugates hydrolysis)

Jak wspomniano, czes¢ estrogendw usuwanych z organizmu wyste-
pujg w formie koniugatéw, najczesciej w postaci siarczanéw i glukuronianow
[4]. Aby oznaczyé je w Srodowisku technikg chromatografii gazowej nie-
zbedne jest przeprowadzenie hydrolizy enzymatycznej tych zwigzkéw do
postaci wolnych hormondéw. Najczesciej postugujemy sie enzymem zwanym
glukuronidazg. Zawarto$¢ koniugatéw w prébce wyznacza sie na podstawie
réznicy zawartosci estrogendw przed i po hydrolizie [40, 46]. Nalezy przy
tym pamietaé, ze o ile konwersja glukuronianu estradiolu do E2 zachodzi ze
100% wydajnoscia, to siarczanu estradiolu do E2 jedynie z 30% [40]. Inng
skuteczng metodg uwolnienia estrogenéw z koniugatéw jest zastosowanie
hydrolizy kwasowej. Poréwnanie tych dwoch podejsé znajduje sie m.in. w
publikacji Carignana i Lodgetych’ego [87].

3.2.4. Derywatyzacja
(Derivatization)

Z uwagi na to, ze estrogeny majg charakter srednio polarny oraz ce-
chujg sie niewielkg lotnoscia, ich bezposrednia analiza za pomocg chroma-
tografii gazowej jest rzadko stosowana [10, 68]. Derywatyzacje zwigzkéw
estrogenowych przeprowadza sie zatem by zwiekszy¢ lotnosc i stabilnosé
termiczng analitow, a tym samym poprawi¢ czutos¢, selektywnosc i spraw-
nos$¢ uktadu chromatograficznego. Najczesciej stosowanymi metodami kon-
wersji zwigzkéw estrogenowych w lotne pochodne jest: sililowanie, acylowa-
nie i alkilowanie (Tabela 4). Na Rys. 2 przedstawiono przyktadowe reakcje
upochodnienia 17B-estradiolu.

A)
CH,
|
oA 0-Si—CH
|
O CH,CH, CH, 0
oo S
2CF,—C—N-Si—CH, ¥ — +2CF,—C I‘I-J CH,
I CH-5i0
HO i H
CH, L.
MSTFA 17B-E2 pochodna trimetylosililowa 173-E2
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B)
OH N
0—C—C,F,
PR 1
1
2C,F,—C—0—C—C,F .+ R + 2C,F,—C-OH
o
HO CZFS—CI -0
PFPA 17B8-E2 pochodna acylowa 173-E2
C)
OH O-CH,—C;F;
2C,F,CH, Br + — + 2H—Br
C;F;—CH,—
HO 83 2—0

PFBBr 17B-E2 pochodna alkilowa 173-E2
Rys. 2. Schemat reakcji upochodnienia 173-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  17B-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 zwigz-
kéw stosuje sie nastepujgce odczynniki derywatyzujgce:

- sililujgce: MSTFA [31, 57, 58, 69, 61, 63, 65, 66, 89], mieszanine 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],

- acylujgce: PFPA (bezwodnik pentafluoropropionowy) [88], TFAA (bez-
wodnik trifluorooctowy) [57] i HFBI (heptafluorobutyryloimidazol) [59],

- alkilujgce: PFBBr (bromek pentafluorobenzylowy) [56].

Réznig sie one miedzy sobg reaktywnoscig wzgledem grup hydroksylowych
przytaczonych do uktadu aromatycznego i alifatycznego zwigzkéw estroge-
nowych (Tabela 1) oraz stabilnoscig tworzgcych sie pochodnych. Pochodne
tert-butylodimetylosililowe (t-BDMS) oraz pentafluoropropylowe (PFP), cho-
ciaz tworzg sie szybciej i sg mniej wrazliwe na hydrolize niz pochodne tri-
metylosililowe (TMS), prowadzg do powstawania monopodstawionych, mniej
lotnych pochodnych, co prowadzi do obnizenia czutosci metodyki anali-
tycznej [91 ,92].

Waznymi etapami procesu optymalizacji reakcji spochadniania jest:
wybér odczynnika derywatyzujgcego, jego ilosci, czasu reakcji, temperatury,
dodatku katalizatora, czy rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika. Przyktfa-
dowe procedury upochodnienia hormondéw estrogenowych przedstawiono w
Tabeli 3.
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Tabela 3. Wybrane procedury konwersiji chemicznej zZwigzkow
estrogenowych do postaci lotnych pochodnych

Table 3. Selected procedures for chemical conversion of estrogen
compounds to volatile derivatives form

Odgzyn_njk Przebieg procedury Literatura
Derivatizin .
Procedure Literature
g agent
MSTFA 50 pl MSTFA; 120 min; temp. 60 °C [89]
MSTFA 50 pl MSTFA; 50 pl pirydyny; 30 min; temp. 50 °C [93]
99% BSTFA | 50 I BSTFA + 1% TMCS; 50 i pirydyny; 30 min; temp. 50 °C 62]
+ 1% TMCS M o ) Ml pirydyny; ) p.
TMSI 50 pl TMSI; 50 pl pirydyny; 30 min; temp. 50 °C [62]
PEPA 100 u! PFPA; 129 min; temp. 60 °C; - oddmuchanie w [88]
strumieniu azotu; 100 pl n-heksanu
HEBI 250 pl mieszaniny n-heksan:eter diizopropylowy (1:1, v/v); 20 [59]
ul HFBI; 45 min; temp.55 °C
TFAA 150 pl toluenu; 6 pl TFAA; 5 min; temp. pokojowa [59]

Poréwnanie réznych metod derywatyzacji zwigzkow estrogenowych przed-
stawiono w pracy [93]. Najwyzszg skutecznoscig spochadniania zwigzkow
estrogenowych zaobserwowano przy uzyciu mieszaniny 99 % BSTFA + 1%
TMCS i pirydyny (1:1, v/v) w temperaturze 60 °C przez 30 min. Wykazano
takze wysokg efektywnos$¢ dziatania mieszaniny MSTFA i pirydyny (1:1, v/v)
przy tym samym czasie reakgcji i przy temperaturze 50 °C.

3.3. Rozdzielanie i analiza chromatograficzna
(Chromatographic analysis)

Technika chromatografii gazowej potgczonej ze spektrometrig mas
jest najczesciej wykorzystywana do rozdzielania i analizy zwigzkéw estroge-
nowych, pomimo iz wymagana jest wczesniejsza derywatyzacja analitow
(Tabela 4). Szczegdlnie uktad GC-MS z rejestracjg wybranych jonéw (SIM,
ang. Single lon Monitoring) jest powszechnie stosowany [10, 31, 56, 58, 60,
63, 64, 65]. Dzieje sie tak dlatego, poniewaz metody immunochemiczne [94-
97] charakteryzujg sie nizszg selektywnoscig i co za tym idzie kiopotami z
poprawng identyfikacjg estrogendéw. Podczas rozdzielania | analityki LC-MS
(ang. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) i LC-MS/MS (ang. Liquid
Chromatography-tandem Mass Spectrometry) [98-104], szczegdlnie gdy
jonizacja probki odbywa sie technikg elektrorozpraszania (ESI, ang. Electro-
spray lonization) obecnos¢ wielu substancji w ztozonych prébkach srodowi-
skowych moze znaczgco modyfikowa¢ wyniki [46, 105]. Spowodowane jest
to wptywem substancji interferujgcych na odpowiedz detektora (jej zmniej-
szaniem poprzez supresje jondw, bgdz zwiekszaniem z powodu naktadania
sie sygnatow). W efekcie pojawiajg sie problemy z powtarzalnoscia i doktad-
noscig metodyk (tzw. efekty matrycy). Takie zjawiska sg znacznie rzadziej
obserwowane gdy uzywana jest technika GC-MS. Na korzys¢ stosowania
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uktadu GC-MS w poréwnaniu z LC-MS/MS przemawia dodatkowo stosun-
kowo tatwa optymalizacja procedury oraz nizszy koszt analizy.

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

Do rozdzielenia estrogenéw za pomocg GC wykorzystuje sie najcze-
Sciej kolumny kapilarne srednio polarne (DB-5, HP-5, BP-5, XTI-5), w ktorej
fazg stacjonarng jest kopolimer 5% fenylu i 95% metylopolisiloksanu (Tabela
4). Niskie granice wykrywalnos$ci i oznaczalnosci analitow technikg GC uzy-
skuje sie poprzez wprowadzanie do kolumny od 1 do 4 pl probki bez dziele-
nia strumienia (tryb splitless). Jako gaz nosny stosuje sie najczesciej hel, a
program temperaturowy, w zaleznosci od rodzaju analitow, miesci sie w za-
kresie od 50 do 300°C.

3.3.2. Warunki pracy spektrometru mas
(Mass spectrometer operating conditions)

Jonizacje probki przeprowadza sie zwykle za pomocg bombardowania
wigzkg elektronéw o energii 70 eV (El, ang. Electron Impact lonization),
chemicznej jonizacji (Cl, ang. Chemical lonization) czasami technikg elektro-
rozpraszania (ESI) lub z wykorzystaniem jonizacji chemicznej pod cisnie-
niem atmosferycznym (APCI, ang. Atmospheric Pressure Chemical loniza-
tion) [35, 36] (Tabela 4). Detekcje mozna prowadzi¢ w trybie rejestracji jo-
néw dodatnich (PI, ang. Positive lons), jonéw ujemnych (NI, ang. Negative
lons), z zastosowaniem zapisu catkowitego pradu jonowego (ang. full scan),
badz monitorowania wybranych jonéw (SIM). Wprowadzenie do uktadu
detekcyjnego tandemowej spektrometrii mas (uktad GC-MS/MS) pozwala na
znaczne obnizenie granic wykrywalnosci i oznaczalnosci analizowanych
zwigzkéw, a takze poprawia parametry analizy jakosciowej (m.in. poprzez
uzywanie trybu monitorowania wybranych reakcji fragmentacji (MRM, ang.
Multiple Reaction Monitoring). Gazem kolizyjnym jest woéwczas argon o
ci$nieniu 1 x 10 mbar, a energia kolizji dla wszystkich przej$é (tranzycji)
wynosi 12 V [np. 106]. Najczesciej stosowanymi uktadem detekcyjnym jest
potréjny kwadrupol (QqQ), kwadrupol potgczony z analizatorem czasu prze-
lotu (QTof) oraz putapka jonowa (IT, ang. lon Trap). Poréwnujgc metode
GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS i LC-MS/MS stwierdzono, iz czutos¢ oznaczen
wzrasta w kolejnoéci 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 zwigzkéw
estrogenowych w prébkach srodowiskowych 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, 173-estradiolu, estriolu, 17a-etynyloestradiolu, dietylostilbe-
strolu) w prébkach srodowiskowych wykorzystujgcych technike GC przed-
stawiono w Tabeli 4.
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4, Podsumowanie

Pomimo, iz do analityki zwigzkéw estrogenowych w prébkach srodo-
wiskowych stosuje sie zarébwno metody immunochemiczne jak i bazujgce na
chromatografii cieczowej, technika chromatografii gazowej wykorzystywana
jest najczesciej. Dzieje sie tak, poniewaz metody immunochemiczne cha-
rakteryzuja sie nizszg selektywnoscia, natomiast analizy LC-MS i LC-MS/MS
ktopotami z powtarzalnoscig i doktadnoscig metody z powodu silnych efek-
tow matrycy. Takie zjawiska sg znacznie rzadziej obserwowane, gdy do
rozdzielania i oznaczania uzywana jest technika GC-MS z upochodnieniem
przed-kolumnowym i z jonizacjg probki za pomoca wigzki elektronéw oraz
detekcjg w trybie monitorowania wybranych jonéw SIM. Na korzys¢ stoso-
wania ukladu GC-MS w poréwnaniu z LC-MS/MS przemawia dodatkowo
nizszy koszt analizy oraz prostota obstugi aparatury. Wprowadzenie do
uktadu detekcyjnego tandemowej spektrometri mas (uktad GC-MS/MS)
pozwala na znaczne obnizenie granic wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnos$ci
(LOQ) analizowanych zwigzkow, a takze poprawia parametry analizy jako-
sciowej (identyfikacji) m.in. poprzez uzywanie trybu monitorowania wybra-
nych reakcji fragmentacji (MRM). Najczesciej stosowanymi uktadami anali-
zatorow w tandemowej spektrometrii mas jest potrojny kwadrupol (QqQ)
oraz kwadrupol potgczony z analizatorem czasu przelotu (QTof). Z uwagi na
srednio polarny charakter analitow oraz ich niskg lotnos¢ konieczna jest
jednak derywatyzacja analitéw. Poniewaz poprawnos¢ oznaczen w duzym
stopniu zalezy od sposobu pobierania i przechowywania probki oraz przy-
gotowania jej do analizy wtasciwej, takze te etapy procedury analitycznej
muszg by¢ poddane optymalizacji. W pracy przedstawiono najwazniejsze
informacje dotyczgce metodyk przygotowania probki, rozdzielania i ozna-
czania naturalnych i syntetycznych estrogenéw w préobkach srodowiskowych
z wykorzystaniem techniki GC, ze szczegdlnym uwzglednieniem analizy
estronu, 173-estradiolu, estriolu, 17a-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-

Vol. 4, No 1/2012 Camera Separatoria



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

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,
1713 -estradiol, estriole, 17a-ethinylestradiol and diethylstillbestrol.
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