ALS EnviroMail™ / Europa
Nr 15/ Kwiecien 2024

Oznaczanie hormondw steroidowych

W wodzie

Wstep

Jakos¢ wody, szczegdlnie wody pitnej, jest coraz bardziej
zagrozona przez substancje uwalniane do $rodowiska
w wyniku dziatalnosci cztowieka. Hormony steroidowe
to istotny czynnik zaburzajgcy prawidiowe dziatanie
uktadu endokrynnego. Efektem zaburzen hormonalnych
s3 zmiany funkcjonalne wywotane ekspozycja
na substancje chemiczne, ktére w konsekwencji
powoduja uszczerbek na zdrowiu. W ostatnich latach
powszechne stosowanie lekéw sterydowych poddane
zostato istotnej weryfikacji, gtéwnie ze wzgledu
na udowodnione negatywne oddziatywanie na zdolnosci
reprodukcyjne  nawet w przypadku niewielkiego
poziomu ekspozycji. W zwigzku z powyzszym, analiza
hormondéw wystepujacych w Srodowisku jest bardzo
wymagajaca nie tylko ze wzgledu na koniecznosé
osiggniecia bardzo niskich granic oznaczalnosci,
ale takze wtasciwej selektywnosci metody niezbednej
do ich prawidtowego oznaczenia.

Mikrozanieczyszczenia w srodowisku

Terminem ,mikrozanieczyszczenia” okresla sie szkodliwe
substancje pochodzenia antropogenicznego, ktére
wystepuja w niskich stezeniach (jednostkach lub setkach
pg/l). Mikrozanieczyszczenia znajduja sie we wszystkich
komponentach $rodowiska: powietrzu, wodzie oraz
glebie. Zawarto$¢ mikrozanieczyszczen w $rodowisku
jest czesto bardzo niska (pg lub nawet ng). Nawet w tak
$ladowych ilosciach moga mieé niepozadany wptyw
na zywe organizmy. Mikrozanieczyszczenia dostajg
sie do s$rodowiska naturalnego, gdzie moga zaktécad
rownowage ekosystemdéw wodnych. Do wody dostajag
sie najczesciej z produktdéw ochrony roslin stosowanych
w  rolnictwie, ale takze z lekdéw, farmaceutykdow
weterynaryjnych oraz produktéw higieny osobiste;j.

Badania naukowe wykazaty, ze niektore zwierzeta
wodne moga zmieniac swoje zachowanie pod wptywem
zanieczyszczen pochodzenia antropogenicznego.
Substancje zanieczyszczajgce  moga mieé rowniez
negatywny wplyw na ich rozmnazanie. Do najczesciej
wystepujacych mikrozanieczyszczen nalezg pozostatosci
pestycyddwiich metabolity, atakze leki.W ostatnich latach
uwage opinii publicznej zwrécono na perfluorowane
i polifluorowane zwigzki alkilowe (PFAS) oraz mikroplastik.
Analiza hormondw steroidowych to stosunkowo nowy
temat w monitoringu jakosci wody i jednoczesnie nowe
wyzwanie analityczne.
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Obraz 1: Obraz ilustracyjny

Zrédta hormonéw steroidowych

Hormony steroidowe wptywajg na funkcjonowanie
wielu tkanek, zwtaszcza uktadu rozrodczego. Odgrywajg
réwniez wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu

o$rodkowego  uktadu nerwowego i  utrzymaniu
prawidtowej gestosci kosci.

17B-estradiol  (E2), ktéry petni  kluczowg role
w  kontrolowaniu popedu seksualnego i uktadu

rozrodczego, jest prawdopodobnie  najbardziej
znanym przedstawicielem tej grupy. 17B-estradiol
jest metabolicznie utleniany do estronu (E1) i dalej
przeksztatcany w estriol (E3).

Syntetyczny  estrogen, 17a-etynyloestradiol (EE2),
o silnym dziataniu estrogenowym, stosowany jest
w wiekszosci tabletek antykoncepcyjnych, a takze innych
lekach, stosowanych np. w chorobie Alzheimera czy
tagodzeniu dolegliwosci podczas menopauzy.

Podczas metabolizowania lekéw, powstajg rozpuszczalne
pochodnehormondw, ktéresgwydalanezorganizmuwraz
z moczem. Dlatego mocz ludzki jest uwazany za gtowne
zrédto 17a-etynyloestradiolu w  $ciekach. Natomiast
zwigzki takie, jak estradiole trafiajg do $rodowiska
réwniez z hodowli zwierzat, gdzie hormony stosuje sie
do leczenia niektérych chordb lub w celu poprawy ich

wydajnosci.
Problemem $rodowiskowym jest fakt, ze aktywne
postaci wolnych estrogendw s3 niewystarczajgco

wychwytywane przez oczyszczalnie sciekdw i przedostaja
sie dalej do wdd powierzchniowych. Nastepnie moga
zanieczyszcza¢ wody podziemne i Zrédta wody pitnej,
wptywajac tym samym na zdrowie ludzi.
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Ustawodawstwo

Majac na uwadze ciggty rozwdj w zakresie oznaczania
hormondéw steroidowych, Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO) przyjmuje wiele zalecen, ktére nastepnie znajduja
odzwierciedlenie w  ustawodawstwie europejskim
lub  ustawodawstwie konkretnego kraju. Kontrola
jakosci wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi
podlega DYREKTYWIE (UE) 2020/2184 PARLAMENTU
EUROPEJSKIEGO | RADY.

W powyzszym dokumencie stwierdza sie, ze WHO
wyznaczyto trzy reprezentatywne substancje zaburzajgce
gospodarke hormonalng (w tym 17B-estradiol) jako
punkty odniesienia do oceny obecnosciinnych substancji
zaburzajgcych funkcjonowanie uktadu hormonalnego
oraz okredlenia skutecznosci metod ich usuwania, o ile
jest to konieczne. Poziom referencyjny 17B-estradiolu
ustalono na 1 ng/l.

Metoda oznaczania
Szybki i znaczacy rozwdj instrumentalnej analizy

chemicznej umozliwia wykonywanie wysokoczutych
analiz hormondéw w préobkach wody. Jednak nawet przy
uzyciu najnowoczesniejszego sprzetu analitycznego,
przed przystagpieniem do badania konieczne jest
przeprowadzenie ztozonego i czasochtonnego procesu
przygotowania prébek.

W laboratoriach ALS opracowaliémy procedure
oznaczania najwazniejszych hormondw steroidowych
w probkach wody. Obejmuje ona oznaczenie:

e 17B-estradiolu (E2);

e 170-estradiolu;

e 170-etynyloestradiolu (EE2);

o ekwiliny;

e estronu (E1).

Nasza metoda oparta jest na metodzie nr 539
Amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska (US EPA)
(Oznaczanie hormondéw w wodzie pitnej za pomoca LC-
ESI-MS/MS). Metoda ta obejmuje przygotowanie prébek
offline SPE (ekstrakcja do fazy statej) z pdzniejsza analiza
za pomocyg ultrasprawnej chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas (UHPLC-
MS/MS).

Tabela 1: Tabela analizowanych hormondéw steroidowych
NEYAYEYA LOR
Nr CAS Struktura (ng/L)
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Przygotowanie prébek i analiza

Z uwagi na bardzo niskie granice oznaczalnosci,
okreslone aktualnymi aktami prawnymi (stanowigcymi
na poziomie 1 ng/L), konieczne jest zatezanie prébki
nawet 1000-krotne. W tym celu stosuje sie technike
zatezania wstepnego - ekstrakcje do fazy statej
(SPE). SPE jest technika, w ktdrej anality z probki sa
wychwytywane na odpowiednio dobranym sorbencie,
a nastepnie wyptukiwane do matej objetosci wtasciwym
rozpuszczalnikiem odpowiednim dla techniki
analitycznej. Umozliwia to wysoki stopien izolacji analitéw
i ich optymalne zatezenie. Po przygotowaniu prébek
przeprowadza sie oznaczenie za pomocg UHPLC-MS/MS.

Obecnie jesteSmy w stanie analizowac pie¢ hormondw
steroidowych ~w prébkach wody przeznaczonej
do spozycia, wody kranowej, wody butelkowanej i wody
powierzchniowej. Do analizy hormondéw w wodzie
potrzebujemy co najmniej 250 ml probki wody pobranej

w ciemna szklang butelke.

Obraz 2: UHPLC-MS/MS

Zrédta:

® EPA Method 539: Determination of hormones in
drinking water by solid phase extraction (SPE) and

liquid chromatography electrospray ionization
tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS).

e K. Goeury et al. Assessment of automated off-line
solid phase extraction LC-MS/MS to monitor EPA
priority endocrine disruptors in tap water, surface
water, and wastewater: Talanta. 2022
https://doi.org./10.1016/j.talanta.2022.123216

® S. Molnar, G. Kulcsér, P. Perjési. Determination of
steroid hormones in water samples by liquid
chromatography electrospray ionization mass
spectrometry using parallel reaction monitoring:
Microchemical Journal. 2022
https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.107105
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