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Metody rozdzielania i oznaczania pozostatosci 3-blokerow i
B-agonistow w probkach srodowiskowych

Streszczenie: Duza konsumpcja lekéw z grup -blokeréw i B-agonistéw, niepetny metabolizm
oraz niecatkowite usuwanie w oczyszczalniach Sciekow sprawiajg, ze pozostatosci tych farma-
ceutykow sg czesto wykrywane w probkach Srodowiskowych, szczegdlnie w ekosystemach
wodnych. Pomimo, iz stezenia tych zwigzkéw nie sg wysokie, stanowig one realne zagrozenie
dla ekosystemu wodnego oraz zdrowia cztowieka. Do oszacowania stopnia zanieczyszczenia
Srodowiska tymi farmaceutykami oraz do oceny ryzyka ekotoksykologicznego wykorzystywane
sg metody chromatografii cieczowej i gazowej z detekcjg masowa. Obie te techniki wymagajg
wstepnej izolacji z probek Srodowiskowych oraz wzbogacenia analitéw powyzej granicy ozna-
czalnosci uzytej metody analitycznej. NajczesSciej wykorzystuje sie w tym celu ekstrakcje do
fazy state. Trwajg rowniez prace na wykorzystaniem technik mikroekstrakcji. Ponizsza praca
przedstawia metody oznaczania [3-blokerdéw i 3-agonistéw w prébkach $rodowiskowych.

Stowa kluczowe: B-blokery, B-agonisci, chromatografia gazowa, chromatografia cieczowa,
spektrometria mas, analiza pozostatosci farmaceutykéw w Srodowisku, ekstrakcja do fazy statej

Methods of separation and determination of B-blockers and
B-agonist residues in environmental samples

Abstract: High consumption of B-blockers and B-agonists drugs, exhaustive metabolism and
incomplete removal in wastewater treatment plants make these pharmaceutical most frequently
detected in environmental samples, especially in the water ecosystem. Although the concentra-
tions of these compounds are not high, they represent a real risk to the aquatic ecosystem and
human health. To estimate the degree of pollution and ecotoxicological risk assessment, gas
and liquid chromatography with mass detection methods are used. Both
of these techniques require the isolation and pre-concentrate of analytes from environmental
matrices. Most commonly used is solid-phase extraction, although microextraction technigues
are tested and adapted. The presented work provides a summary of methods for determining
B-blockers and B-agonists in environmental samples.

Key words: B-blockers and B-agonists, gas chromatography, liquid chromatography, mass
spectrometry, analysis of residues of pharmaceuticals, solid-phase extraction
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1. Farmaceutyki jako zanieczyszczenia srodowiska
(Pharmaceuticals as environmental pollution)

Farmaceutyki to stosunkowo nowe zanieczyszczenia srodowiska, kto-
rych obecnos¢, szczegdlnie w ekosystemach wodnych, jest coraz czesciej
notowana. Pomimo iz ich poziomy stezeh tych zwigzkéw nie sg wysokie
(rzedu ng/l do pg/l), moga one stanowic realne zagrozenie dla organizméw
wodnym i glebowych. Fakt ten potwierdzajg badania modelowe QSAR (ang.
Quantitative Structure — Activity Relationship models), ktére wykazujg efekt
toksykologiczny farmaceutykéw na niektére organizmy (m.in. Daphnia
magna, Synechococcus leopoliensis) w stezeniach oznaczanych w srodowi-
sku [1]. Istnieje niewiele danych na temat toksycznosci dtugoterminowej
farmaceutykéw, stgd badania takie muszg by¢ nadal kontynuowane [2].
Obecnosé tych substancji w wodzie pitnej sprawia, ze stanowig one realne
zagrozenie takze dla zdrowia cziowieka. Nalezy podkresli¢, ze metabolity
lekéw oraz produkty ich rozkfadu, powstajgce w procesach oczyszczania
sciekéw lub podczas uzdatniania wody pitnej mogg potencjalnie zwiekszac
ich wlasciwosci toksykologiczne [3].

Doniesienia literaturowe wskazujg, ze farmaceutyki oznaczane sg
gtéwnie w Sciekach, wodach odprowadzanych z oczyszczalni $ciekéw (za-
réwno miejskich jaki i przemystowych), wodach powierzchniowych, grunto-
wych oraz odciekach ze sktadowisk odpaddéw [4]. Monitorowaé nalezy za-
réwno miejsca przedostawania sie farmaceutykéw do $rodowiska jak i ich
drogi rozprzestrzeniania sie w ekosystemie. Waznym aspektem badan na-
ukowych jest analiza loséw $rodowiskowych farmaceutykéw, m.in. podat-
no$¢ na rozktad pod wptywem mikroorganizmow, $wiatta, wody, uleganie
procesom sorpcji do gleb czy osadéw. Zgodnie z dyrektywag Unii Europej-
skiej (Dyrektywa 2001/83/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 6
listopada 2001 r. w sprawie wspolnotowego kodeksu odnoszgcego sie do
produktéw leczniczych stosowanych u ludzi, Dz. U. L 311 z 28.11.2001)
badania te sg wymagane dla lekow wprowadzanych dopiero do uzytku [5].
Przepisy te zalecajg przeprowadzenie takiej oceny takze dla farmaceutykdw
obecnych juz na rynku, szczegdlnie, gdy ich produkcja i zuzycie jest bardzo
wysokie. Takg wtasnie grupe lekow stanowig B-blokery i $-agonisci.

2.  Charakterystyka pB-blokeréw i B-agonistow oraz ich losy
srodowiskowe
(Characteristics of B-blockers and B-agonists and their
environmental fate)

B-blokery i p-agonisci bedgce tematem niniejszej pracy (Tabela 1),
nalezg do grupy lekéw nie tylko czesto przepisywanych pacjentom,-ale takze
powszechnie wykrywanych w $rodowisku. Stosowane sg do leczenia chordb
cywilizacyjnych, ktérych czesto$¢ wystepowania (takze w Polsce) stale
wzrasta. B-blokery sg stosowane w kardiologii, m.in. do leczenia choroby
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niedokrwiennej serca, arytmii, nadcisnienia tetniczego oraz guza
chromochtonnego rdzenia nadnerczego [6, 7]. Wykorzystywane sg takze
w terapii stanéw lekowych, drzen, jaskry, boléw migrenowych oraz nadczyn-
nosci tarczycy [8]. B-blokery wykazujg wlasciwosci dopingujgce [9]. Pomimo,
iz widniejg na liscie substancji zabronionych czesto stosowane sg przez
sportowcow jako srodki wspomagajace [9, 10].

Pierwszym lekiem nalezgcym do grupy B-blokeréw (B-adrenolitykéw)
wprowadzonym do lecznictwa w potowie lat 60 XX wieku byt propranolol
(Tabela 1) [6, 7]. Obecnie stosowanych jest ponad 20 [-blokerow
0 podobnej strukturze oraz wiasciwosciach fizykochemicznych. Nalezy pod-
kresli¢, iz [-blokery charakteryzuja sie zréznicowang polarnoscia.
Na Rysunku 1 przedstawiono wybrane leki z omawianej grupy, uszerego-
wane wedtug wzrastajgce;j lipofilowosci.

Lipofilowos¢
Lipophilicity

[

atenolol, nadolol, acebutolol, metoprolol, pindolol, propranolol

Rys 1. Uszeregowanie wybranych B-blokeréw wzgledem lipofilowosci.
Fig 1. The order of selected B-blockers against to lipophilicity.

Leki z grupy B-agonistow (B-adrenomimetyczne) od bardzo dawna
wykorzystywane sg do leczenia astmy oskrzelowej. Jako pierwsza - w 1903
roku - do lecznictwa wprowadzona zostata epinefryna (adrenalina) [11].
Obecnie na 75%-ach recept przepisywanych pacjentom chorujgcym na to
schorzenie widniejg leki B-adrenomimetyczne. Najczesciej podaje sie
je w postaci inhalacji. Salbutamol i terbutalina (Tabela 1) podobnie jak leki
B-adrenolityczne wykazujg dziatanie dopingujace [12].

Tabela 1. Charakterystyka wybranych B-blokeréw i 3-agonistow
Table 1. Characteristics of selected B-blockers and B-agonists

Zwigzek Wz6ér strukturalny Zwigzek Wzér strukturalny
Compound Structure Compound Structure
B-blokery
B-blocers
H=0, 0-H
v Mo " ° >_<\
Acebutolol ko Nadolol /
33643gimol | ) P 309,40 g/mol - 0@
PKq 9,2 ! PK. 9,7 o)~
- X
H H\o A M
Atenolol r\‘l\){'/o Pindolol =
266,34 g/mol Y 248,32 g/mol . ”'}_/0 \_ 4
PKa 9,6 L PKa 9,7 »
oY —~
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W latach 1999-2001 odnotowano 50% wzrost przepisywania omawia-
nych lekdw przez francuskich lekarzy. Na przyktad w 1999 roku we Franciji
zuzyto 35 ton propranololu [13]; podaz tego farmaceutyku wcigz rosnie.
Szacuje sie, ze tgczne spozycie atenololu i metoprololu w krajach europej-
skich przekracza 80% ogdlnej ich konsumpciji.

Skutecznos¢ usuwania B-blokeréw i B-adrenomimetykéw w procesach
oczyszczania $ciekéw nie jest zadowalajgca. Przyktadem jest acebutolol,
ktérego usuniecie mozliwe jest w 64%. Atenolol usuwany jest w 76%, nato-
miast metoprolol jedynie w 10% [14]. W oczyszczonych sciekach stwierdza
sie powszechnie obecnosc¢ takze propranololu i nadololu (0,117+0,318 g/l i
0,07440,204 pg/l) [15]. Najlepsze metody usuwania tych zwigzkéw to ozo-
nowanie oraz zaawansowane procesy utleniania (UV/H,0,, O3/H,0, UV/O3)
[19]. Warto dodaé, ze zadna metoda eliminaciji nie jest skuteczna w 100%.

Analizy wod gruntowych wykazujg obecnos¢ metoprololu, sotalolu
i bisoprololu (od 10 do 560 ng/l) [16]. W wodach powierzchniowych najcze-
sciej wykrywany jest: metoprolol, propranolol, nadolol, atenolol, sotalol oraz
betaxolol. Do tej pory istnieje niewiele danych dotyczacych oceny stopnia
zanieczyszczenia lekami nasercowymi i przeciwastmatycznymi obszaru
Polski. Analiza wody rzeki Warty wykazata obecnos¢ atenololu
i metoprololu w stezeniu ppt [17], podczas gdy ilos¢ propranololu byta
ponizej granicy wykrywalno$ci (IDL, ang. Instrumental Detection Limit, 0,05
Hall).

B-blokery i B-adrenomimetyki sg zwigzkami biologicznie aktywnymi
w $rodowisku. W wyniku procesu fotodegradacji, biotransformacji oraz
sorpcji ulegajg przemianie i rozktadowi [18]. Gidwnym czynnikiem
wplywajacym na fotodegradacje [-blokeréow i B-adrenomimetykow jest
intensywnos¢ promieniowania stonecznego zwigzana z porg roku oraz
szerokoscig geograficzng [19]. Badania przeprowadzane 2z uzyciem
wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej (HPLC) (ang. High-
Performance Liquid Chromatography) z detektorem UV-VIS dowiodty,
ze [(B-blokery i B-adrenomimetyki najszybciej ulegajg degradacji latem, zas
najwolniej zimg. Wedlug danych literaturowych czas potrzebny na
fototransformacje propranololu w okresie letnim wynosi 1,3 dnia, zas zimg -
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16,8 dnia. Stwierdzono réwniez, ze rozkifad hydrolityczny propranalolu
zachodzi stosunkowo szybko, gdyz czas potowicznego rozpadu jest rowny
16 godzin [20]. Dla atenololu i metoprololu czas ten jest o wiele dtuzszy i
wynosi odpowiednio 350 i 630 godzin [20].

Leki nasercowe i przeciwastmatyczne w $rodowisku naturalnym ule-
gajg rowniez degradacji pod wptywem mikroorganizméw [21]. Proces ten
zachodzi diuzej niz fotodegradacja, gdyz propranolol ulega biodegradacji
w ciggu 6 - 26 dni, za$ atenolol w ciggu 14 - 120 dni [18]. Omawiane zwigzki
sg optycznie czynne. Nie wptywa to na ich dziatanie farmakologiczne, ale
moze miec istotny wptyw na ich losy $rodowiskowe.

3. Metody oznaczania pozostatosci -blokeréw
i B-agonistéw w probkach srodowiskowych
(Methods for determining of B-blockers and B-agonists
residues in environmental samples)

Sposréd wszystkich metod analitycznych stosowanych do oznaczania
B-blokeréw i B-agonistow w prébkach srodowiskowych najwazniejszg role
odgrywajg techniki chromatograficzne [22]. Do niedawna wykorzystywano
gtéwnie chromatografie cieczowg potgczong ze spektrometrig mas lub tan-
demowg spektrometrig mas [15-18, 21, 26-31, 36-38]. W chwili obecnej co-
raz czesciej pomiary wykonuje sie za pomocg techniki GC/MS [22-23, 25,
31,33-35]. W zwigzku z podobng strukturg oraz zblizonymi wiasciwosciami
chemicznymi bardzo czesto obie te grupy lekéw oznaczane sg jednoczesnie
[17, 26, 29, 31]. Przed oznaczeniem wymagane jest jednak wstepne przy-
gotowanie probki.

3.1. Technikiizolacji i wzbogacania
(Isolation and concentration techniques)

W skfad prébek s$rodowiskowych wchodzg zaréwno zwigzki orga-
niczne jak i nieorganiczne, zréznicowane pod wzgledem polarnosci.
Ze wzgledu na bardzo niskie stezenia omawianych zwigzkéw w srodowisku,
przed przystgpieniem do oznaczenia konieczna jest ich izolacja
z matrycy pierwotnej oraz wzbogacanie w celu osiggniecia odpowiednigj
granicy wykrywalno$ci i oznaczalnosci [34]. Chociaz stezenia tych lekow
w $ciekach sg znacznie wyzsze (rzedu pg/l) niz w wodach powierzchnio-
wych (okoto ng/l) analizy ekstraktow z takich matryc sg znacznie trudniejsze
(bardziej czaso- i pracochionna procedura optymalizacji warunkow ekstrakciji
i wzbogacania). Z kolei podczas oznaczania farmaceutykéw w wodach po-
wierzchniowych proces ekstrakcji jest stosunkowo prosty, ale niskie stezenia
analitdw wymagajg stosowania efektywnych proceséw wzbogacania.

Najczesciej wykorzystywang technikg ekstrakcji  [3-blokerow
i B-agonistow z wodnych probek srodowiskowych jest ekstrakcja do fazy
statej (SPE) (ang. Solid-Phase Extraction) [26, 28-30, 34-41]. Trwajg takze
prace nad wykorzystaniem SPE w trybie on-line (ekstrakcja przeprowadzana
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jest w uktadzie przeptywowym tuz przed analizg koncowsg) [21, 42, 43]. W
tym celu stosuje sie¢ modyfikacje dozownika typu zaworu z petlg. 1zolacje
wykonuje sie rowniez stosujgc ekstrakcje w skali mikro [44, 46] w tym
mikroekstrakcje do fazy statej (SPME) (ang. Solid Phase Microextraction)
[46]. Ekstrakcje z probek statych przeprowadza sie takze przy pomocy tech-
niki ciecz-ciecz (LLE) (ang Liquid-Liquid Extraction) [23].

3.1.1. Ekstrakcja do fazy statej (SPE)
(Solid-phase extraction (SPE))

Pierwotnie jako zloze do ekstrakcji B-blokeréw i B-agonistow stoso-
wana byta krzemionka zmodyfikowana ugrupowaniami oktadecylowymi [39].
Jednak  szybko zostata ona  zastgpiona przez  adsorbenty
z kopolimeru polistyrenu i diwinylobenzenu (PS-DVB) [40], ktére sg stabilne
w wiekszym zakresie pH oraz bardziej odporne mechanicznie. Ztoze takie
charakteryzuje sie znacznie lepszymi wtasciwosciami sorpcyjnymi dla polar-
nych analitéw, jakimi sg B-blokery i B-agonisci. W celu zwiekszenia selek-
tywnosci moze by¢ ono dodatkowo zmodyfikowane, na przykfad grupami
jonowymiennymi. W ten sposéb tworzy sie ukiad mieszany, gdzie proces
adsorpcji jest wynikiem dziatania oddziatywan jonowych i niejonowych. Ko-
lumienka ekstrakcyjng dziatajgcg na zasadzie zloza kationowymiennego jest
ztoze Strata-X-C (firmy Phenomenex) oraz Oasis-MCX (firmy Waters). Gdy
w trakcie produkcji do ztoza PS-DVB dodawany jest monomer o wiasciwo-
Sciach polarnych mozna zwiekszy¢ site wigzania zwigzkéw polarnych. Przy-
ktadem takiej modyfikacji jest wprowadzenie winylopirolidonu do kopolimeru
polistyrenu i diwinylobenzenu, w wyniku czego powstaje zioze Strata-X
(firmy Phenomenex) oraz Oasis HLB (firmy Waters). Kolumienki Oasis HLB
sg obecnie powszechnie stosowane do jednoczesnej ekstrakcji wielu grup
lekéw, w tym B-blokeréow i B-agonistow [27, 29-30, 41]. Z kolei ztoza Oasis
MCX sa uzywane do selektywnej ekstrakcji farmaceutykéw o wiasciwo-
Sciach zasadowych [32, 37-38].

W Tabeli 2 przedstawiono przyktadowe procedury ekstrakcji omawia-
nych lekébw 2z wodnych prébek $rodowiskowych. Izolacje lekow
z uzyciem kolumienki Oasis HLB wykonywano przy réznym pH prébki (od 3
do 10,5) [13-14, 18, 44]. Anality wystepowaty wowczas zaréwno w formie
zjonizowanej (gdy pH prébki byto ponizej punktu pK, analitéw, Tabela 1) jak
i obojetnej (pH prébki powyzej punktu pK, analitéw). Przy pH 3 zaobserwo-
wano niewielki odzyski dla metoprololu i propranololu (odpowiednio 42% i
57%). Najwyzszg skuteczno$¢ ekstrakcji B-blokeréw uzyskano przy pH od 7
do 10,5, co Swiadczy o tym, ze warto$¢ pH prébki nie musi przekraczac
wartosci pK, B-blokeréw, aby osiagngé wysokg efektywnos¢ procesu eks-
trakcji do fazy statej [13-14, 44].

Izolacja analitbw za pomocg ztoza Oasis MCX wymaga, aby wyste-
powaty one w formie zjonizowanej. Poniewaz omawiane zwigzki nalezg do
grupy stabych zasad, pH prébki nalezy doprowadzi¢ do pH ponizej punktu
pKa analitéw, (Tabela 1). Najczesciej pH doprowadzane jest do wartosci
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ponizej 3 [18, 28, 30]. Z kolei do wymywania analitdbw nalezy uzy¢ roztworu
zasady w rozpuszczalniku organicznym (stosuje sie gtdwnie 5% roztwor
NH,OH w MeOH).Odzysk analitbw miesci sie w przedziale 40 - 95% (z wy-
taczeniem pindololu, dla ktérego wynosi ponizej 10 %) [17, 27, 30]. Sytuacja
wyglada podobnie w przypadku zastosowania kolumienek Oasis HLB.

Tabela 2. Przyktadowe etapy ekstrakcji na wybranych kolumienkach SPE

Table 2. Examples of extraction steps on selected SPE cartridges
Rodzaj kolumienki
Etap ekstrakcji Type of cartidges
Extraction step C18 -EC Oasis HLB Oasis HLB Oasis MCX
[31] [14] [32] [17]
3 x 2 ml heksan 2 ml heksan, 2 ml MeOH
Kondycjonowanie 3 x 2 ml MeOH 2 ml aceton, Brak >
Conditioning 1 ml HO 10 ml metanol, no step opH=21
opH=75 10 ml wody ’
pH=8 _
pH=75 v=soom |  PHSS
Nanoszenie probki v :,190(.) mi pH =10 . scieki woda
S e loadi Scieki woda gruntowa nieoczyszczo . hnio-
ample loading powierzchnio
oczyszczone ground water -ne wa
treated raw
wastewater wastewater surface water
Przemywanie K | 50 Brak 2 ml 2%
Flushing Bral 2 ml 5% MeOH no step HCS%H w
2
1 ml MeOH,
Wg‘m?\”'e 4 x 1 ml MeOH 4 mi MeOH 5 ml MeOH ,\fHT('fHO/SV
MeOH

Odzyski bezwzgledne i wzgledne (wzgledem dodanego wzorca) (-blokerow
uzyskane podczas ekstrakcji prébek sSciekédw nieoczyszczonych
i oczyszczonych z zastosowaniem kolumienek Oasis MCX zamieszczono
w Tabeli 3. Wartosci odzyskéw bezwzglednych sg niewielkie w poréwnaniu
z warto$ciami wzglednymi, szczegdlnie w przypadku analizy $ciekdéw nie-
oczyszczonych. Spowodowane jest to negatywnym wplywem skfadnikow
matrycy na wydajnos¢ ekstrakcji, a takze problemami z analizg ilosciowg
technikg LC-MS, wynikajgca z supresji jondw w zrodle, ktéra moze siegaé
nawet 80%.
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Tabela 3. Wartosci odzyskéw bezwzglednych i wzglednych [-blokerow
z prébek sciekdw nieoczyszczonych i oczyszczonych (SD -
odchylenie standardowe) [28]

Table 3. Absolute and relative recoveries of S-blockers from raw and
treated wastewater (SD - standard deviation) [28]
Scieki nieoczyszczone Scieki oczyszczone
Raw wastewater Treated wastewater
Zwi Odzysk Odzysk Odzysk Odzysk
wigzek bezwzgledny wzgledny bezwzgledny wzgledny
Compound Absolute Relative Absolute Relative
recovery recovery recovery recovery
% (SD) % (SD) % (SD) % (SD)
Atenolol 20 (2) 111 (4) 40 (1) 99 (3)
Metoprolol 16 (1) 82 (4) 64 (2) 83 (6)
Nadolol 43 (2) 94 (5) 59 (1) 77 (8)
Propranolol 20 (2) 104 (4) 76 (5) 99 (2)

3.1.2. Mikroekstrakcja do fazy statej (SPME)
(Solid phase microextraction (SPME))

llo§¢ prac dotyczacych izolacji i wzbogacania (3-blokeréw technikg
mikroekstrakcji do fazy statej (SPME) jest bardzo ograniczona [46, 47], a dla
B-adrenomimetykéw brakuje ich zupetnie. Badania przeprowadzone m. in.
dla atenololu, pindololu i propranololu dowiodty, ze widkno MIP (ang.
Molecularly Imprinted Polymer) jest efektywniejsze niz NIP (ang. Non-
Imprinted Polymer) (Rys. 1) [46], gdyz na pierwszym z nich ilos¢ zaabsor-
bowanego analitu byta dwukrotnie wyzsza. Podczas przeprowadzonych ba-
dan testowano réwniez widkna PA (poliakrylan), PDMS (polidimetylosilok-
san) i PDMS/DVB (kopolimer polidimetylsiloksanu z diwinylobenzenem) [46],
jednak uzyskane wydajnosci ekstrakcji byty duzo nizsze, co eliminuje mozli-
wos$¢ zastosowania tego typu widkna do wydzielania 3-blokerow.

3.2. Metody oznaczen koncowych
(Final determination methods)

3.2.1. Chromatografia cieczowa
(Liquid chromatography)

Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas jest jedng
z najpopularniejszych metod oznaczania iloSciowego i jakosciowego lekéw
nasercowych i przeciwastmatycznych [14, 18, 21, 26-31]. Analizy z uzyciem
innych detektoréw, takich jak spektrofotometryczny UV lub fluorescencyjny
charakteryzujg sie wyzszymi granicami oznaczalnosci (LOQ, ang. Limit of
Quantification), z tego wzgledu sg rzadko stosowane [47]. Rozdzielenie ana-
litbw zachodzi na kolumnach dziatajacych w odwréconym ukfadzie faz, naj-
czesciej na ztozu C18 [26, 28-30, 48] z elucjg gradientowg, podczas ktérej
zmienia sie ilosciowy stosunek fazy ruchomej A do fazy ruchomej B. Detek-
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cja analitéw prowadzona jest w trybie SIM (ang. Selective lon Monitoring),
MRM (ang. Multiple Reaction Monitoring) lub SRM (ang. Selected Reaction
Monitoring). Do jonizacji zwigzkéw wykorzystuje sie technike elektrorozpra-
szania (ESI, ang. Electrospray lonization). Nowg technikg oznaczania tych
lekéw jest ultraszybka chromatografia cieczowa (UPLC) (ang. Ultra Perfor-
mance Liquid Chromatography) z detekcjg masowg [18], z tym, ze ze
wzgledu na wysoki koszt aparatury oraz problemy z uzyskaniem prawidto-
wych ksztattdw sygnatéw chromatograficznych wynikajgcych z niekontrolo-
wanych efektéw termicznych zwigzanych z tarciem fazy ruchomej o ziarna
wypetnienia kolumny (lub strukture porowatg w przypadku kolumn monoli-
tycznych), jest niezbyt czesto stosowana. Granice oznaczalnosci sg poréw-
nywalne do uzyskiwanych z wykorzystaniem standardowej chromatografii
cieczowej, jednak po zoptymalizowaniu warunkéw rozdzielenia chromato-
graficznego analiza staje sie szybsza i zuzywane sg mniejsze ilosci orga-
nicznych rozpuszczalnikéw.

3.2.2. Chromatografia gazowa
(Gas chromatography)

Chromatografia gazowa (GC, ang. Gas Chromatography) to technika
rozdzielania, ktoéra ze wzgledu na nizsze koszty oraz korzystniejsze para-
metry rozdzielen chromatograficznych jest coraz czesciej wykorzystywana
do analizy B-blokeréw i B-agonistéw. Polarny charakter analitéw sprawia, ze
przed analizg GC niezbedne jest przeprowadzenie analizowanych zwigzkéw
w posta¢ lotnych pochodnych. Pochodne omawianych lekéw tworzg sie
szybko i sg stabilne termicznie. Ze wzgledu na podobng budowe chemiczng
B-blokeréw i B-adrenomimetykéw z powodzeniem moga byé rownoczesnie
przeprowadzane w lotne pochodne [31].

Rozdzielenie lekéw nasercowych i przeciwastmatycznych przeprowa-
dza sie gtéwnie na fazach stacjonarnych s$redniopolarnych, ktére sktadajg
sie z 5% fenylu i 95% metylopolisiloksanu (kolumny: HP5Sms, DB5ms, XTI-5)
[31, 44, 49-53]. Sporadycznie analizy wykonuje sie na fazie niepolarnej za-
wierajgcej metylopolisiloksan (kolumna HP-ULTRA-1) [33]. Aby osiggnaé¢
niskie granice wykrywalnos$ci i oznaczalnosci probki wprowadza sie do do-
zownika ogrzanego do temperatury od 230-280°C najczesciej bez dzielenia
strumienia (tryb splitless). Rozdziat przeprowadza sie stosujgc program
temperaturowy, przy czym poczatkowa temperatura miesci sie w zakresie
50-150°C, natomiast korncowa w przedziale 280-320°C.

Do oznaczania B-blokeréw i B-agonistow w prébkach srodowiskowych
stosowany jest prawie wylgcznie detektor masowy. Jak dotad brakuje donie-
sien naukowych o zastosowaniu detektoréw bardziej selektywnych — fosfo-
rowo-azotowego (NPD) (ang. Nitrogen Phosphorus Detector) oraz wychwytu
elektronéw (ECD) (ang. Electron Capture Detector). Drugi z wymienionych
detektorow mogtby by¢ stosowany po przeprowadzeniu analitéw w po-
chodne z bezwodnikami kwaséw perfluorowanych.
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3.2.2.1. Derywatyzacja
(Derivatization)

Sposrod wszystkich metod derywatyzacji najczesciej korzysta sie z
trimetylosililowania za pomocg MSTFA (N-metylo-N-trimetylosililo-trifluoro-
acetamid) [49, 51-52] lub BSTFA (N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoroacetamid)
[44]. Reakcje prowadzi sie najczesciej w temperaturze 60°C w czasie 30 min
w obecnosci katalizatora — 33% TMCS (trimetylochlorosilanu). Przyktadowa
reakcje metoprololu z odczynnikiem sililujgcym BSTFA przedstawiono na
Rysunku 2. Produktem jest lotna pochodna zawierajgca w grupie hydroksy-
lowej zamiast atomu wodoru grupe trimetylosililowg (TMS) (metoprolol O-
TMS). Dla innych przedstawicieli B-blokeréw i B-agonistéw tworzg sie po-
dobnie, podstawione przy atomie tlenu pochodne O-TMS. Jedynie w nielicz-
nych przypadkach (jak dla pindololu) mozliwe jest tworzenie sie pochodnych,
w ktérych grupa TMS przytgcza sie do atomu azotu (pochodne N-TMS) [53].

CH,

1
CH, o :3C—E\—CH3
H,C—Si-CH, H
I | H | H
? C‘;H3 + N\)</O _— \(N\K/O + OH ?Hs
l»'gc—c:r\l—‘&-CHE \r FSC—C:Nfs‘EifCH3
O, o0 hod o~ CH,
BSTFA Metoprolol pochodna
P Metoprolol O-TMS

Rys. 2. Schemat reakg;ji sililowania metoprololu z zastosowaniem odczynnika BSTFA.
Fig. 2. Metoprolol silylation reaction scheme using BSTFA.

Mozna takze przeprowadzi¢ sililowanie przy pomocy MTBSTFA (N-
tert-butylodimetylosililo-N-metylotrifluoroacetamidu). Uzyskuje sie woéwczas
pochodne tert-butylodimetylosililowe (pochodne O- i N-TBDMS) [50]. Otrzy-
mywanie acetylowych pochodnych lekéw nasercowych i przeciwastmatycz-
nych ogranicza sie do zastosowania jako reagenta PFPA (bezwodnika
kwasu pentafluoropropionowego) w obecnosci octanu etylu (PFPA: octan
etylu, 1:1, v/v) [34]. Wykorzystywana jest takze derywatyzacje sekwencyjng
z uzyciem MSTFA i MBTFA (N-metylo-bis(trifluoroacetamidu) [31]. Pierwszy
etap tej procedury przebiega z odczynnikiem sililujgcym. Nastepnie prébke
schiadza sie, dodaje odczynnik acylujgcy i ponownie inkubuje.

Do derywatyzacji B-blokeréw i B-agonistow stosowane sg takze in-
nego rodzaju odczynniki spochadniajgce (np. HMDS, TMSI, TFAA). Poréw-
nania metod derywatyzacji tych dwéch grup lekéw dokonano w publikaciji
[53].
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4, Podsumowanie

Analityka farmaceutykdw w prébkach srodowiskowych rozwija sie w
szybkim tempie. Dzigki temu coraz wigcej lekow (w tym 3-blokeréw i 3-ago-
nistow) wystepujgcych w $srodowisku na niskich poziomach stezen moze
zosta¢ wykryta i oznaczona. Spowodowane jest to z jednej strony znacza-
cym postepem w opracowaniu efektywnych technik ekstrakcji farmaceuty-
koéw, z drugiej - rozwojem metod analitycznych, szczegdlnie chromatografii
cieczowej i chromatografii gazowej potaczonej ze spektrometrem mas
(ukfady LC-MS; LC-MS/MS; GC-MS i GC-MS/MS). Zwiekszona niezawod-
no$¢ oznaczen wynika przede wszystkim z mozliwosci zastosowania trybu
MRM, zwtaszcza podczas analizy prébek wieloskladnikowych. Dzieki temu
analityka B-blokeréw i B-agonistow w probkach srodowiskowych na pozio-
mach stezen ng/l, nie jest ktopotliwa, pod warunkiem, ze anality zostaty wia-
Sciwie wyizolowane, oczyszczone i wzbogacone.

Najpopularniejszg technikg izolacji B-blokeréw i B-agonistéw z wod-
nych probek srodowiskowych jest ekstrakcja do fazy statej (SPE). B-Blokery i
-agonisci sg zwigzkami o charakterze zasadowym, zatem mogg by¢ selek-
tywnie wychwytywane za pomocg zt6z kationowymiennych (np. Strata-X-C,
Oasis MCX), badz tacznie z innymi polarnymi zwigzkami z uzyciem uniwer-
salnych sorbentéw kopolimerycznych (m.in. Strata-X, Oasis HLB). Odzysk (-
blokeréow i B-agonistéw z uzyciem obu rodzajow zi6z jest zadowalajacy,
takze podczas analizy prébek $ciekdéw. Nalezy podkresli¢, ze w literaturze
prezentowany jest najczesciej odzysk wzgledny, podczas gdy wartos¢ odzy-
sku bezwzglednego, szczegdlnie w przypadku sciekdw nieoczyszczonych,
moze by¢ znacznie nizsza.

Duza warto$¢ odzysku nie musi sie taczy¢ z wystarczajgcym stopniem
oczyszczenia probki, stgd moga pojawic sie problemy z analizg ilosciowg i
jakosciowg B-blokerow i B-agonistow w uzyskanych ekstraktach. Negatywne
efekty matrycowe ujawniajg sie znacznie czesciej w przypadku stosowania
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas wyposazonym
w zrédto jonow ESI, niz przy uzyciu techniki GC-MS lub GC-MS/MS.

W zwigzku z tym, zainteresowanie analitykow srodowiskowych kieruje
sie w strone chromatografii gazowej z detekcjg masowg, poniewaz w Zrddle
jonow El efekt supresji jondw praktycznie nie wystepuje. Ponadto kolumny
analityczne stosowane w chromatografii gazowej charakteryzujg sie wiek-
szymi zdolnosciami rozdzielczymi niz uzywane w technice HPLC, a chro-
matograf gazowy moze by¢ wyposazony w bardziej czute i selektywne de-
tektory, np. ECD i NPD. Dodatkowg korzyscig jest ograniczenie ilosci zu-
zywanych rozpuszczalnikbéw organicznych.

Zastosowanie chromatografii gazowej wigze sie jednak z konieczno-
Scig derywatyzacji polarnych analitbw. Podczas analizy B-blokerow i 3-ago-
nistéw nie stanowi to jednak problemu gdyz powszechnie dostepny odczyn-
nik sililujgcy BSTFA efektywnie przeksztatca anality w lotne pochodne, takze
w prébkach srodowiskowych.
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Stosujgc technike GC-MS oraz LC-MS do oznaczania B-blokeréw i 3-
agonistéw wykazano ich powszechng obecno$¢ w wielu komponentach sro-
dowiska. Informacje te stuzg do badania drég rozprzestrzeniania sie tych
farmaceutykdw w ekosystemie, ich stezen w poszczegdlnych jego kompo-
nentach oraz do oceny ryzyka ekotoksykologicznego. W Polsce prowadzone
sg takze prace majgce na celu usprawnienie analityki tych polarnych zanie-
czyszczen srodowiska oraz oszacowanie ryzyka srodowiskowego.

Summary

Analytics of pharmaceuticals in environmental samples is developing
quickly. Thus more drugs (including R-blockers and R-agonists) occurring in
the environment at low concentration levels can be detected and identified.
This is due to significant progress in developing efficient extraction
techniques for pharmaceutical as well as the development of analytical
methods, especially liquid chromatography and gas chromatography with
mass spectrometer (LC-MS, LC-MS/MS, GC-MS and GC-MS/MS).
Increased reliability of determinations results mainly from the possibility to
use the MRM mode, especially when complex samples are analysed. In this
way determination of R-blockers and R-agonist in environmental at
concentration levels of ng/L is not troublesome, but analytes have to be
properly isolated, purified and enriched.

The most popular technique for isolation of 3-blockers and R-agonists
from aqueous environmental samples is solid-phase extraction (SPE). These
drugs can be selectively trapped by cation-exchange sorbents because of
their basic character (e.g. Strata-XC, Oasis MCX) or together with other
polar compounds using the universal copolymer sorbents (including Strata-
X, Oasis HLB). Recoveries of R-blockers and R-agonists with usage of both
types of sorbents are satisfactory, also for wastewater samples. It should be
emphasized that recovery is usually presented in relative way. Absolute
recovery, especially obtained for raw sewage, may be much lower.

High level of recovery does not have to be associated with sufficient
sample purification, so there may be problems with quantitative and
qualitative 3-blockers and [3-agonists analysis. Negative matrix effects show
up more often in cases of using liquid chromatography coupled with mass
spectrometer equipped with an ESI ion source, than with usage of GC-MS or
GC-MS/MS techniques.

Therefore, environmental analysts’ interest is directed toward the gas
chromatography with mass detection, because in the El ion source ion
suppression practically does not occur. In addition, analytical columns used
in gas chromatography are characterized by larger separation ability than
those used in HPLC. Further gas chromatograph can be equipped with more
sensitive and selective detectors such as ECD and NPD. An additional
benefit is reduced amount of organic solvent.

Although gas chromatography involves the necessity of derivatization
of polar analytes, derivatization of 3-blockers and 3-agonists analysis is not
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a problem. Commonly available silylating reagent BSTFA effectively
converts the analytes into volatile derivatives, also in environmental
samples.

Using the GC-MS and LC-MS techniques for [3-blockers and B-
agonists determination can demonstrate common presence of these
pharmaceuticals in various components of the environment. This knowledge
can be useful in studying the spread of these pharmaceuticals in the
ecosystem and accessing the ecotoxicological risk. Also in Poland we are
working on improving the analysis of polar environmental pollution and
estimating the risk caused by them.
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