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1. Bevezetés

Tobb mint 35 éve ismert a gyogyszervegyiiletek jelenléte a természetes vizekben
[1,2]. A gybégyszermaradvanyok vizi kornyezetbeli sorsdnak kutatisa mégis az eltelt
masfél évtizedben kapott egyre novekvo figyelmet.

A kiilonboz6 hatéanyagok alkalmazasukat kovetden, az emberi szervezetet
véaltozatlan vagy metabolit formdban elhagyva, keriilnek a szennyvizbe. A legtobb
szennyviztisztitd telep altalanos tisztité eljardsai, célzottan, a kis mennyiségli (ng/L)
gyogyszervegyliletek eltdvolitdsdra nem alkalmasak. Az egyik elsd, 1998-ban megjelent
tanulmany szerint, a németorszagi szennyviztisztité telepek atlagosan 60%-kal
csokkentik az egyes gyodgyszervegyiiletek koncentriciéjat a belépd és a kifolyd
szennyviz kozott, de a tisztitds hatdsfoka egyes esetekben olyan kicsi is lehet, mint 7%
(karbamazepin), vagy olyan nagy, mint 99% (szalicilsav) [3]. Ugyanennek a német
kutatécsoportnak sikeriilt els6ként szteroid hormonokat, 0sztrogéneket meghatdroznia
folyovizben [4]. A szennyviztisztitds soran felhaszndlt baktériumtorzsek a konjugélt
metabolitokat is elbonthatjdk, igy az eredeti anyag ismét megjelenhet a tisztitott, elfolyo
vizben [5,6]. Tobb, az Eurépai Unié tdmogatasaval is végzett nemzetkozi tanulmany
késziilt a szennyviztisztitds hatékonysdgidnak felmérésére. Ezek tanulsiga szerint a
kifolyo, tisztitott szennyvizzel dltalaban 100-3500 ng/L koncentrdcidban keriilnek a
foly6vizekbe a kiilonbozé gydgyszervegyiiletek és egyéb vegyi anyagok, majd a
kornyezeti vizekben 2-400 ng/L-re higulnak [3,5,7-9]. Az ilyen anyagok, de kiilondsen
a természetes €s mesterséges szteroid hormonok kornyezetkdrosité hatdsa, tobb izben,
bizonyitott [10-16]. Annak érdekében, hogy ezek sorsa a vizi kdrnyezetben nyomon
kovethetd legyen, €s lehetdvé véljon hatékonyabb tisztit6 eljarasok kidolgozasa, olyan
analitikai modszerek sziikségesek, amelyekkel a vegyiiletek kiilonb6z6 eredet
vizmintakbol, néhany ng/L mennyiségben is meghatarozhatéak.

Munkédm célja az volt, hogy az altalam vizsgélt szteroid vegyiileteket, egy sok
OsszetevOjli analitikai eljardsba illesszem, amely a lehetd legtobb szerves
mikroszennyezd meghatarozdasat teszi lehetévé: egy mintaelOkészitéssel, egy oldatbol,
egy felvétellel, trimetilszilil-(oxim)-éter/észter szarmazékokként, GC-MS modszerrel.
Az igy elemezhetd vegyiiletek szdma tanulmanyaim kezdetén 63 volt, majd a szteroid

vegyiiletek sikeres beillesztését kovetden 81-re boviilt [17-22].
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2. Irodalmi hattér
2.1. A szteroid vegyiiletek altalanos jellemzése, biologiai jelentoségiik

A szteroidok szterdnvazas, valtozatos szerkezetli vegyiiletek, melyek kiemelkedo
bioldgiai jelentdségliek.

ElsOként megismert tagjuk a koleszterin volt, melyet Poulletier izolalt
epekdvekbdl 1769-ben, a nevét mégis csak 1815-ben kapta Michel Eugene Chevreultdl
a khole (epe) és a szterosz (szilard) gorog szavak 6sszevondsabol. A koleszterin minden
allati sejt membranjanak nélkiilozhetetlen alkotéeleme, emellett kiinduldsi anyaga olyan
fontos vegyiiletcsoportok bioszintézisének, mint a szteroid hormonok vagy az epesavak.

A szteroidok taldn legismertebb tagjai, amelyek a gerincesek, igy az ember
endokrin funkcidit is meghatarozzdk: a szteroid hormonok. Ebbe a csoportba tartoznak:

s 227

a gonadokban termel6dd, €s a nemi jellegek kialakuldsdért, a nemi funkcidk
fenntartdsaért felelos androgének, Osztrogének és progesztogének; valamint az
anyagcsere dltaldnos szabalyozasat ellato, kortikoszteroidok, melyek, -ahogy neviik is
mutatja- a mellékvesekéregben termelddnek.

Jelentés bioldgiai aktivitdsuk miatt a természetes szteroid hormonok szdmos
gyogyszervegyiilet-csoport  fejlesztéséhez szolgéltak alapul. Ide tartoznak a
fogamzasgatld készitményekben, nok milliéi 4ltal naponta szedett mesterséges
Osztrogének és progesztogének, gyogyszerkincsiink legerdsebb gyulladdsgatld
hat6anyagai, valamint a —sokszor illegdlisan hasznalt- anabolikus szteroidok is.

A kiilonbozé hormonok csupédn a koleszterin anyagcseretermékeinek toredékeit
képviselik, a legnagyobb mennyiségben keletkez6 metabolitok az epesavak, melyek a
zsirok felszivoddsaban nélkiilozhetetlenek. A méjbol az epével, az epesavak mellett,
valtozatlan formdaban, koleszterin is iiriil: ezt a vastagbélben él6 bélbaktériumok egy
nem felszivédo szterolld, koprosztanolld oxidaljdk, ami szintén a széklettel hagyja el a
szervezetet.

A novényvilagban fellelhetd, a koleszterinhez hasonlé szerkezetli anyagok a
fitoszterolok, mint a sztigmaszetrol és a p-—szitoszterol. Utobbinak gydgyaszati
felhaszndldsa is ismert: a szerkezeti hasonl6sdg miatt gatolja a koleszterin bélcsatornai

felszivodasat, igy hiperkoleszterinémia esetén taplalék kiegészitoként alkalmazzak.
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2.2. A szteroid vegyiiletek meghatarozasanak felhasznalasi teriiletei
A vegyiiletcsoport valtozatossdgénak és bioldgiai jelentdségének koszonhetden,
a szteroidok gazkromatografids meghatdrozasat bioldgiai maétrixokbol [23-50] és

vizmintakbdl [4,51-79] széleskorlien alkalmazzak.

2.2.1. Metabolikus folyamatok klinikai kutatasa

Az emberi szervezetben betoltott dsszetett szabdlyozd szerepiik miatt, a szteroid
hormonok gazkromatografids meghatarozdsat humén szérumbdl anyagcserezavarok
diagnosztikdjdban [32,33,37,48-50], metabolikus rendellenességek (szteroid profil,
»szteroid-alairds) [34,40], kiilonb6z6 anyagcsere utak [29,47] és autoimmun
folyamatok feltérképezésében [28] alkalmazzak.

Ezeket a moddszereket a humdn vizsgédlatok mellett, fiziol6giai folyamatok
allatkisérletes kutatdsa [24,25], valamint ritka d&llatfajok hormonrendszerének

megismerése sordn is hasznositjdk [42].

2.2.2. Tiltott teljesitményfokozo szerek ellenérzése

Az anabolikus szteroidok erdteljes teljesitményfokozdok, melyek haszndlata
tiltott a hivatdsos sportolok szamdra. Az ismert anabolikumok vizeletbdl torténd
kimutatasa [23,35] mellett, az 1), eddig nem leirt valtozatok észlelésében [36] is fontos

szerep jut a GC-MS moddszereknek.

2.2.3. Elelmiszerbiztonsag

A haszonallatok izomtdmege anabolikus szteroidok hasznalataval jelentds
mértékben novelhetd. A feldolgozott hist fogyasztd emberek egészségének védelme
érdekében a vegyiiletcsoport ilyen jellegli alkalmazdsa az Eurépai Unié orszagaiban
tiltott. A rendelkezés betartdsanak ellendrzéséhez elengedhetetlenek a megfeleld
analitikai médszerek, amelyekkel az illegdlis szerek meghatdrozhatéak vagés eldtt az
allatok vizeletébol [30,31], hosszabb tava alkalmazas is felmérhetd szormintakbol
[43,44], és legfoképp a mar feldolgozott husipari termékek biztonsdgossaga
garantédlhat6 [26,38,41,45,46].
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2.2.4. Kornyezeti vizmintak vizsgalata — a szteroid vegyiiletek sorsa a vizi

kornyezetben, az élovilagra gyakorolt hatasuk

Az ismertetett alkalmazasi teriiletek mellett, a véltozatos szteroid vegyiiletek
nyomnyi mennyiségi elemzésének legfontosabb teriilete napjainkban a kornyezeti
vizmintak vizsgélata [4,51-79].

A természetes €s a mesterséges, gyogyszerként alkalmazott hormonok
valtozatlan, vagy konjugélt formédban hagyjék el az emberi szervezetet €s keriilnek a
varosi szennyvizbe [80]. Mivel az altaldnosan alkalmazott szennyviztisztit eljarasok a
nyomnyi mennyiségben jelen 1év6 hormonokat nem bontjak le maradéktalanul, azok a
tisztitott szennyvizzel elérik a természetes vizeket [4].

A hormonhatdsi természetes €s mesterséges vegyiiletek vizi élovilagra
gyakorolt, kiros hatdsdt szamos tanulmdany targyalja [10-16]. A halpopulaciok
elndiesedése vildgszerte ismert jelenség [10], kordbbi tanulmanyok ezeket a
véaltozasokat mas, honos fajok nemi ardnyainak eltolédédsdval is Osszefiiggésbe hoztdk
[11]. A kedvezdtlen véltozdsok elsddleges okai az erds bioldgiai aktivitdssal rendelkezd,
Osztrogén hatdsu szteroidok [10]. Kiilonosen veszélyesek a mesterséges vegyiiletek,
mivel ezek tervezésiiknél fogva nehezebben bomlanak le az élévilagban, igy hosszabb
ideig fejtik ki hatasukat. A foként fogamzasgatlé tablettdkban alkalmazott szereket nok
milliéi fogyasztjak, napi rendszerességgel. A legtobb antikoncipiens készitményben
20-30 pg-os mennyiségben alkalmazott 6sztrogén, az etinilosztradiol, mar néhany ng/L
koncentracioban megvaltoztatja a halak ivararanyat, nemzoképességét, udvarlasi
szokdsait, ezzel veszélybe sodorva populécidikat [12,13]. M4jkérosité hatdsa miatt is
fenyeget egyes ritka halfajokat [14].

In vitro tesztek tanulsdga szerint a kevésbé vizsgalt androgének is mutatnak
kisebb mértékli 0sztrogénszerii bioldgiai aktivitast, és ez forditva is igaz [80]. A ndi
ivard halak maszkulinizicigjat is megfigyelték nagyobb androgén-koncentraciéju
foly6vizben [15].

A novényekben széles korben és nagy mennyiségben el6forduld fitoszterolok,
mint a sztigmaszetrol vagy a f-szitoszterol —a koleszterinéhez hasonl6 szteroid
szerkezetilk miatt- megzavarhatjdk a vadon €16 éllatok endokrin miikodéseit. A f-
szitoszterol esetében bizonyitott, hogy az érintett halfajok tobb generécidjéra is kifejti

hormonrendszert karosité hatdsat [16]. Ezek az anyagok természetes modon is
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megtaldlhatéak a felszini vizekben, foleg papirmalmok kifolyé vizével szennyezett
folyokban, a szokdsosnal joval nagyobb koncentricidt érhetnek el. A hasonlo szteroid-
szerkezet miatt a vizben él6 mikroorganizmusok a fitoszterolokat androgénekké és
progeszteronnd alakitjak, igy a novényi szterolok mellett ezek is feldisulnak az érintett
vizekben [15].

A koleszterin és a bomldsdval keletkezd egyéb fekilis szterolok fOleg vérosi
szennyvizzel keriilnek a vizi kornyezetbe, igy jelzdvegyiiletként hasznédlhatéak a
természetes vizek szennyezettségének felméréséhez. Az egyes szterol-koncentraciok
aranyabol a szennyezés forrdsa azonosithato [81].

A szteroid vegyiiletek rossz vizoldhatosdguk miatt a szenny- €s kornyezeti vizek
szerves részét képezo szilard anyagokban, igy folyami [82] és tengeri iiledékben [83] is
kimutathatéak. In vitro és in vivo tesztek igazoljak, hogy az iiledékhez kotott 6sztron,
p-0sztradiol és Osztriol hozzdjarulnak a vizmintdk Osztrogén-aktivitdsdhoz, a vizi
okoszisztéma szdmadra bioldgiailag elérhetéek [82-84].

Erdekes 6tvozete a kornyezeti- és biolégiai minték szteroid analizisének, amikor
a tengerben él6, a tengervizet folyamatosan atsziird, kagylok szovetkivonatdnak
elemzE€sébldl, az adott partszakasz szennyvizzel vald érintettségére kovetkeztetnek
[27,39,51,52].

A vizi élovildg védelme mellett, lehetetlen tilbecsiilni ivovizbazisaink
megolrzésének fontossagat. Sziikséges olyan analitikai eljarasok fejlesztése, amelyekkel
a szennyviztisztitds hatékonysdga és a vizi kornyezet szteroid-szennyezettsége nyomon

kovetheto.

2.3. A szteroid vegyiiletek kromatografias meghatarozasanak lehetoségei
A valtozatos szteroid vegyiiletek elvalasztastechnikdja a gaz- (GC) és a folyadék
kromatogréfia (LC) mddszereivel torténhet. A megfeleld, kicsi kimutatasi hatar (LOD)
elérése érdekében mindkét technikat, a legtobb esetben, tomegspektrometrids
detektorral kapcsoljdk. A két moddszer Osszehasonlitisat a 2007 és 2012 kozott
megjelent hét osszefoglald kozlemény alapjén részletezem [85-91].
A miszeres mérések elOkészitéseként, kiilondsen a kornyezeti vizmintdknal,

duasité 1épés sziikséges. A legelterjedtebb mddszer a szilard fazisi extrakcié (SPE),
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szerepel még az irodalomban szilard f4zisi mikroextrakci6 (SPME) és folyadék-
folyadék extrakcié (LLE) is [86].

A nagy molekulatomegii, alapvetden apolaros tulajdonsagu, de polaros funkciés
csoportokkal is rendelkezd szteroid vegyiiletek GC mérése elott sziikséges még egy
tovabbi eldkészitd 1épés, melynek sordn hdstabilabb, illékonyabb szdrmazékokka
alakithatdak. Erre a legelterjedtebbek a kiillonboz6 szililezOszerek, mivel a trimetilszilil-
szarmazékok tomegspektrometrids viselkedése a legkedvezobb [87].

Az LC mddszerek elonyei kozé tartozik, hogy nincs sziikség szarmazékképzo
1épésre. Ez a jovOben lehetdséget adhat az online SPE-vel 6sszekapcsoldsra is, és igy ez
a modszer kevésbé 1d0- és munkaigényes. Az eljaras tovabbi elonye, hogy lehetdvé teszi
a szabad és konjugdlt formaban jelen 1évo szteroidok egyidejii analizisét is. Az LC-vel
kapcsolt tomegspektrometrids adatgyiijtést -foleg elektronspray ionizaciéo (ESI)-
alkalmazdasakor, kiillonosen Osszetett kornyezeti mintdk, pl. szennyviz esetében
megneheziti az ionelnyomds jelensége. Ennek elkeriiléséhez szelektivebb dusitdsi
eljarasok sziikségesek, igy az elsddleges SPE extraktum tovabbi SPE tolteten, kolonnan
vagy szilikagélen tisztitdsa a befejezd 1épés [86,89].

A kornyezeti vizek elemzésében igen kis, akdr 1 ng/L alatti LOD sziikséges. Ez
a kordbbi LC-MS mddszerekkel nem volt elérhetd [85,87]. Az elsé beszamold, mely
hirt adott eurdpai folyovizekben el6fordulé dsztrogénekrol, GC-MS mérésen alapult [4].
Az utébbi években az LC-MS technikdk gyors és nagymértékii fejlodése figyelhetd
meg, igy napjainkban a kivant érzékenyég mar LC moddszerekkel is megvaldsithatd
[89], néhédny ultra nagyhatékonysagi kromatografids (UPLC) mddszer is ismert [91].

A folyadék kromatogréfia-tomegspektrometria (LC-MS) modszerek elOretorése
mellett, a gizkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS) megdrizte jelentdségét a
szteroid vegyiiletek klinikai €s kornyezeti analitikdjaban [90]. Klinikai teriileten még
mindig a GC-vel kapcsolt MS mddszerek a legalkalmasabbak az 1j, eddig ismeretlen
szerkezetll szteroid-metabolitok azonositdsdban: ,,a GC-MS a legkiemelkedObb kutatési
eszk6z a klinikai szteroid-vizsgdlatokban, még a folyadékkromatografia-tandem
tomegspektrometria (LC-MS/MS) kordban is”. Az LC-MS mddszerek inkdbb
kiegészitoi, mintsem vetélytarsai a GC-MS eljardsoknak ezen a teriileten [88].

A kornyezeti mintdk vizsgédlataval kapcsolatban elmondhaté, hogy az LC

ismertetett eldnyei mellett, a kifejezettebb matrixhatdssal terhelt mintdk, pl. iiledék,
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iszap, elemzésére a GC mddszerek a gyakoribbak [85,91]. A GC mellett sz6l még a
jelentds elvélasztdsi kapacitds és a kis olddszerigény, ami kedvezObb fenntartdsi
koltségeket eredményez.

Az Ujonnan felfedezett szennyezdanyagok elemzésével foglalkozo, legfrissebb
Osszefoglald szerint, olyan hidroféb vegyiiletek kornyezeti vizmintdkban torténd
elemzésére, mint a szteroidok, a GC a valasztandé mddszer. Vildgos irdny mutatkozik a
teriileten olyan sok Osszetevot elemzd rendszerek fejlesztése felé, melyekkel egy
méréssel, parhuzamosan tobbféle csoportba tartoz6  mikroszennyezok is
meghatdrozhat6ak [91]. Erre a feladatra 1étezik mér hatékony LC-MS mddszer is [92],

de nagy felbontoképessége miatt a GC az alkalmasabb.

2.4. A szteroidok elemzésének gazkromatografias médszerei
A kiillonb6z6 szteroid vegyliletek gazkromatografidss meghatdrozasdnak
lehetOségeit bioldgiai mintdkbol huszonnyolc ([23-50], 1.a. tdblazat), szenny- és
kornyezeti vizmintdkb6l harminc ([4,51-79], 1.b. tdblazat), 1999 o6ta megjelent

publikécié alapjan foglalom 6ssze.

2.4.1. A mért szteroidok szama és tipusaik

Az egy mintael6készitéssel, egy oldatbdl, egy felvétellel meghatarozott szteroid
vegyiiletek szama, 2-28 kozott alakult a bioldgiai matrixok, és 2-26 kozott a vizmintak
esetében. Ot kivételtdl [27,54,55,74,78] eltekintve, a vizsgalt anyagok kozott mindig
voltak, valtoz6 ardnyban, ketoszteroidok.

A szteroid vegyiiletek 0t csoportjabdl  (Osztrogének, androgének,
progesztogének, fekalis szterolok, fitoszterolok), a kornyezeti vizmintdkat elemzd
eljarasok koziil tizenkilenc csak Osztrogének mérésével foglalkozik [4,52-57,59,60,66-
73,75,79]. Tovabbi négy modszer egy-egy vegyiiletcsoport [63,65,74,78], hat eljaras két
vagy hdrom szteroidcsoport képviseldinek mérésére [51,58,61,62,64,76], végiil,
egyetlen ismert technika valamennyi tipusi szteroid vegyiilet vizsgdlatdra alkalmas

[77].
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1.a. tablazat Szteroid vegyiiletek gazkromatografids meghatarozasanak lehetdségei bioldgiai mintakbol

Szteroidok Mintael6készités Adatgyiijt
Matrix szama és ési Ref.
tipusa Extrakcié Szarmazékképzés modszer
Humén vizelet 4(2) Enzimatikus hidrolizis, LLE: 5 mL TBDME, 100 pLL PIR, 100 pL ecetsav-anhidrid, GC-C- [23]
HPLC frakcionaci6 60°C 60 perc IRMS
L SPE: AMPREP C;g 500 mg, E: 5 mL 20 uL HFBA, 200 pL aceton, GC-MS
Patkdny agy | 6 {5} |\ 1o OH.viz (85:15, viv) szobahém., 30 perc sy |24
. ., SPE: Oasis HLB 3 mL, E: 2 mL 50% 40 uL HFBA, 200 pL aceton, GC-MS
Patkdny vér | 15 {14} 1 OH/viz, 1| mL EtOH 60°C 60 perc sy |12
En21mat1kus. hld.l‘?thS, majd SPME: Supelco SPME: 20 uL BSTFA, 60°C 60 perc, MEPS: 20
Szarvasmarha 5 (4) 0,75mm poliakrilat, vagy MEPS: SGE C;s L MSTFA/ DTE/TMIS (1000:5:5. v/m/v) GC-MS [26]
vizelet MEPS BIN, E: 2x90 uL MeOH:EtAc (30:70, | * 4 2 . (FS)
Vi) 60°C 50 perc
Kagyl6 szovet- 100 uL. BSTFA/1% TMCS,
kivonat > ) 60°C 60 perc GC-FID 271
Human szérum 2 (2) LLE: 1 mL 80% MeOH (szérum), 5 mL 30 uL PIR, 10 pL BSTFA/1%TMCS, GC-MS [28]
és nyal dietil-éter (nyal) 65°C 45 perc (SIM)
. . ) 50 uL ACN, 50 uL BSTFA/10%TMCS, GC-MS
Bioassay minta | 15 {15} [LLE: 4 mL DCM 56°C 10 perc (SIM) [29]
Syarvasmarha Enmme'ltlkus hldl:OllZlS, SPI*?: ?18 6 r'nL ( l'OOO 30 uL MSTFA, GC-MS
vizelet 18 {11} mg), E: 5 mL 80:20 MeOH:viz, SPE: Oasis 60°C 60 perc (SIM) [30]
HLB 3 mL (60 mg), E: 3 mL aceton
Enzimatikus hidrolizis, SPE: Sep-Pack Plus 3
5zarvvi:$?rha 2{1} |mL (500 mg), E: 4 mL MeOH/viz (80:20, MSTFA C(}ﬁn“\f[)s [31]
v/v), majd LLE: 3x2 mL ciklohexan
Human’ujszulott 77} [LLE: Extrelut NT1, 2x3 mL dietil-éter 40 pL MSTFA/DTI?/TMIS (1000:4:10, v/m/v),| GC-MS (32]
szérum 80°C 35 perc (FS)
Humén szérum | 4 {2} Enzimatikus hidrolizis, LLE: 2x2 mL EtAc, | 50 uL MSTFA/ NH4I /DTE (500:4:2, v/im/m), | HTGC- (33]
SPE: 100 mg szilika, E: 2x2,5 mL EtAc 60°C 20 perc MS (FS)
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Egér szivizom | 232%  [SPE: pHS.2 Oasis HLB 3 mL (60 mg) E: 2x1 | 50 pL MSTFA/ NH.I/DTE (500:4:2, v/m/m). [ HTGC- | o
{n.a.} mL MeOH 60°C 20 perc MS (FS)
] 100 uL MSTFA/ NH4I /ET (1000:2:3, v/m/v), | GC-MS
Modell oldat | 8 {8} 60°C 20 pere Es) |19
1. 50 uL MSTFA, 25 pL ACN,
80°C 30 perc, GC-MS
Modell oldat | 38 {10} ) 2. 50 uL MSTFA/ NH,I /PT, ®s) |36
80°C 30 perc
. e , 50 uL MSTFA/NH,I/ET (1000:2:3,v/m/v), | GC-MS
Human vizelet | 6 {6} |SPE: Sep-Pak C;3, E: 5 mL MeOH 65°C 30 perc (SIM) [37]
Ultrahangos extrakcié 50 mL MeOH, SPE:
Szarvasmarha Cis 1g 6 mL, B: 4 mL MeOH, SPE: szilika | 1 n\19TRA/ NHLI/DTE (500:4:2, vim/m), | GC-MS
zom 11 {4} |1g, 6 mL, E: 10 mL n-hexan:EtAc (25:75, 80°C 20 perc (SIM) [38]
v/v), SPE: NH, 1g 6 mL, E: 4 mL p
EtAc:MeOH (80:20, v/v)
MAE: MeOH/Viz (55:45, v/v), SPE: 30 uL. DCM + 30 uL. MSTFA/merkaptoetanol/
Kagylé szovet | 8 (7) [onviChrom-P (500 mg), E: 5x2 mL NH.I (99,1/0,5/0,4%) GC-MS 39,
ciklohexan:dietil-éter (70:30, v/v), SPE: NH2 4 65°é 30’ erc,: ’ (SIM)
(500 mg), E: 1 mL EtAc:MeOH (80:20, v/v) p
SPE: Oasis HLB 3 mL (60 mg), E: 2 mL o
Human vizelet | 70* {34} [MeOH, enzimatikus hidrolizis, LLE: 2x2,5 40 uL MSTFA/ I;I(I)Lg /2]())TErE:500'4'2, vim/m), (igfl\l\/f)s [40]
mL EtAc:n-hexan (2:3, v/v) p
A: 20 uL MSTFA/DTE/TMIS
LLE: 3x4 mL dietil-éter, SPE: C18 6 mL (1000:0,25:5, v/m/v),
Szarvasmarha (1g), E: 10 mL viz/ACN/AcH (35:65:0,5, 60°C 30 perc GC-MS
AN 8 {4) N/V/V), LLE: 2x4 mL dietil-éter, SPE: Diol 3 B: 20 uL MSTFA/ NH41 /DTE/ACN sy |41

mL, E: 7 mL ciklohexan/DCM/aceton
(50:30:20, v/v/v), HPLC frakcionacio

(1000:0,25:5:100, v/m/v/v), 60°C 30 perc
C: 20 uL BSA+0,5 uL MSTFA/I2 (100:1, v/m),
60°C 30 perc
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[amantin szérum GC-
4 {4} |LLE: Extrelut NT3, 5 mL EtAc MSTFé/DTE/TMIS’ MS/MS |[42]
60°C 30 perc (n.a)
Ultrahangos extrakci6 MeOH, majd LLE: pH | 15 pLL MSTFA/DTE/TMIS (1000:5:5, v/viw), GC
e 5,2 2x5 mL dietil-éter, vagy SPE: 1g szilika, | 60°C 40 perc, vagy 20 uLL MSTFA:12 (1000:4, J
Allati sz0r 28 {18} 0,5g aminopropil E: 20 mL n-hexdn:EtAc v/v), 60°C 40 perc, vagy 15 uL. MSTFA 60°C MS/MS [43]
(SRM)
(60:40, v/v) 40 perc
NaOH hidrolizis, LLE: 4 mL EtAc, majd
i SPE: 1g szilika, 0,5g aminopropil, E:4 mL . GC-
Szarvjzsé?arha 10 {4) [EtAc, majd SPE: lg szilika, 0,5g 20 uL. MSTFM%EFC/TL%IZ(;OOO'S D VIV, MSIMS [[44]
aminopropil, E: 4,5 mL kloroform, 8 mL p (MRM)
kloroform:EtAc (75:25, v/v)
LLE: 10 mL MeOH, 25 mL n-hexan, 25 mL GC-
St | 15 o S S S PSHLSTE ST 10002950 . S [
kloroform:aceton (4:1, v/v) J (MRM)
LLE: 12,5 mL ACN, szappanositids (NaOH, GC-
Sz‘irevsisg?rrha 25 (14} ImgCly), SPE: Isolute CN 3 mL (500 mg), E: | 2> Mo MSTEA/ I;g%’ﬁg (i?COO/ 25130, vim), | \isims (146
3,5 mL EtAc:n-hexdn (90:10, v/v) P (MRM)
LLE: 2x3 mL izo-oktan:EtAc (1:1, v/v), SPE: 1. 100 uL. MOA-HCI/PIR (10% m/v),
Humén szérum | 4 {4} Bond Elut C;3, E: 4 mL EtOH, SPE: Bond 60°C 60 perc GC-MS (47]
Elut SI, E: 4 mL n-hexén/izopropanol (1:1, 2. 25 L TMSI vagy DMESI vagy DMIPSI, (SIM)
V/v) 60°C 30 perc
Humén disziilstt 146*% {97} |SPE: C,3 Sep-Pack , E: 4 mL. MeOH, 1. 125 pL. 2% MOA-HCI/PIR GC- [48]
vizejle ( 120* {108} enzimatikus hidrolizis, SPE: C;g Sep-Pack , 2. 85 uL TMSI MS/MS () [49]
76% {65} [E: 4 mL MeOH 100°C, ,,egész éjjel” [50]

Jelolések: a roviditések jegyzékében, valamint {}-ben a vizsgalt ketoszteroidok szdma; ()-ben a mennyiségi meghatdrozdshoz hasznélt
adatgy(ijtési mddszer; E = eliicid; n.a. = nincs adat; - = nem végeztek; * = szteroid profil vizsgalat, mennyiségi meghatirozas nem tortént.
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1.b. tablazat Szteroid vegyiiletek meghatarozasanak gazkromatografias lehetdségei szenny- és kornyezeti vizmintakbol.

Szteroidok
szama és Mintael6készités Adat-
Matrix tipusa gyijtésii LOQ | Mért értékek | Orszag |Ref.
.. . ., o modszer
OA|P|S|F Extrakcio Szarmazékképzés
( 4 SPME: 85 um PA fiber, vagy (100 uL. BSTFA, headspace,
Flal szCrum, > SPE: Sep-Pak Cig. E: 15 mL vagy 50 uL. BSTFA, G(g]'ll\\/f)s 05?312',1’?6)1 0,10-5,55 pg/L| Kina |[[51]
OWOVIZ 12121 - |- dietil-éter 45°C 60 perc ooviz
Kagyl6 0,0014-5,0
szovet, IL | 3 {1} 250 uL PIR, 100 pL GC- ng/L/ (tenger),
tengerviz/ SPE: pH4,5 Cs, E: 5 mL EtAc BSTFA/1%TMCS, MS/MS - 0,020-160 Kanada |[52]
250 mL 3] _|_|_]|- 60°C 60 perc (MRM) ug/L
szennyviz. (szennyviz)
411) SPE: SDB-XC korong, E: 2x5
2,5L mL MeOH/viz (4:1), 2x5 mL
foly6viz MeOH/ACN (1:1), vagy SPE: Tgi/iLcﬁczl}ff #BS(?CL Ngl(—:MS <O2ng/L | 5 1g oy, | EEYESUIL) 55
vagy kifoly6 Cs ODS toltet, E: 20 mL 30°C 180 perc (FS) (becsiilt) Kirdlysag
szennyviz 41-1-1-1- MeOH, 20 mLL. MeOH/DCM P
(1:1)
2 mL 1M NaHCO;, 1 mL
1 0L 2 SPE: Oasis HLB 6 mL (500 IM NaOH, 2 mL n-hexan, | GC-
fol}’/(’)viz mg), E: 7 mL MeOH, 5 mL 50 uL 10% PIR/toluol, 50 INCI-MS| 0,5-1 ng/L. | 0,7-75 ng/LL Kina |[54]
2-|-]-]-DCM uL 2% PFBOCI/toluol, | (SIM)
szobahOm., 30 perc
’ SPE: C;s 6 mL (1000 mg) vagy
500 mL PS-DVB 3 mL (200 mg), E: 200 uL MTBSTFA, GC-MS | LOD*: 50- ) Hollandia| [55]
felszini viz AR 2x2,5 mL EtAc 75°C 180 perc (FS) 300 ng/L
LLE: 2x100 mL EtAc
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10-25 mL 3{1} [PC-HFME: helyben szintetizalt
modelloldat DHPM polimer, vagy SPME: 1006%];C1\/£B§;EFA’ (igfl\l\f)s 0,3-2,3 ng/L - Szingapur| [56]
31-1-1-|- PDMS, 100 um p
25 311 100 uL ACN, 100 pL/1% GC-

e ) SPE: 90mm C,g korong, E: TBDMCS/MTBSTFA, Egyesiilt
szennyviz €s . . MS/MS I ng/LL <1-55 ng/L = |[57]
P 2x30 mL MeOH/viz (85:15) |ultrahangos fiirdd, 2x1 perc Kirdlysag

felszini viz. |3|-|-|-|- " (MRM)
+ 2x15 perc szobahdm.
i SPE: pH7, Supelclean i i
mslf)(f)oi 0(?\(1)1’2 7 ENVI18 500 mg, E: 3x2 mL MSTFA 70°C 120 perc G(CFé\;[ S Oflie::srili%{)L 1-1242 ng/L Kina |[58]
YOVIZIT_T-T1]- MeOH:EtAc (1:1, v/v)
5{1} SPE: Oasis HLB (60 mg), GC- i
Szeﬁ“ o (isztitds szilika tolteten (500 Mlg%ﬂk Eég’i‘g 1288 “:;C MS/MS| 1-3ng/L | 2,9-62 ng/L ngsnz?l [59]
YVIZ 15]-1-1- |- Img), E: 10 mL EtAc ’ PETC | (MRM) &
. 3 {1} |SPE: 50mm C,s XF korong, MSTFA/ NHLI/ET, 60°C | GC-MS .
2L folyoviz |37 T hisatitds NH, és Si tolteteken 60 perc Fs) | -2 ng/l | 037-10ng/L | Belgium | [60]
Szerg“ v, | 612} [SPE:pH3,0,10g Lichrolut+ |50 uL MSTFA/TMSUDTE| GC- ljfsff
y ,25g RP-Ci3 E: 4x1 mL (1000:2:2, v/v/m), 60°C 30| MS/MS | 1-500 ng/L 1-70 ng/L & [4]
vagy P Kanada,
>’ . 16|-|-]|-|- aceton, tisztitds szilikagélen. perc (MRM) .
folydviz Brazilia
1L
. 26 {18} SPE: Bakerbond C;3 XF o GC-
lsmegettl?“ korong, B: aceton/MeOH, MSTEA/ NH;ZET 60°C 60/ \1s/ms - 40ng/L. | Belgium |[61]
eredet 151186/ - |- HPLC frakciondlds P (MRM)
vizminta
|44y [SPE:Sep-Pak Cis, E: 2x3 mL e
IL fvel};“m MeOH/viz (95:5, viv), tisztitds | uVL/g/[)sgg%/ {420(12?31,4 MS/MS | 0,5-1 ng/L. | 31-52ng/L. | USA |[62]
-13|1|- |- [Florisil talteten. : P (MRM)
2L 7 {3} |LLE:4x10 mL DCM:MeOH GC-MS Spanyol-
szennyviz [-]-|-|7]- (21, v/v), 6% KOH hidrolizis BSTFA (Fs) | 80uehke | 1-5200 ughke | o qo | 163]
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Elfoly6 | 9 {3} |SPE: Oasis HLB6mL (500 | 54y poTRA 60°C 15 |GC-MS Francia-
szennyviz, al1l-1a mg), E: 10 mL MeOH/dietil- erc (FS) 0,5-1 ng/LL - orszé [64]
foly6viz. "1 leter (10:90, v/v) P £
L L2 1k 3x60 mL DCM 20 uL BSTFA, 60°C 30 |GE-MS| : India | [65]
szennyviz |-[2]-]-| perc (FS)
2Leelfolyo |3 11} SpE: Oasis HLB 6 mL (200 |50 uL PIR + 50 L BSTFA| ¢ M5 Egyesiilt
szennyviz &\ 51 | | | [ 0E. 10 mL MeOH 60-70°C.. 30 perc (FS/ 10,3-1,4ng/L| 0,1-7.2ng/L | o 0 . | [66]
folyéviz &) oV P MRM) ysag
250mL | 3{1}
szennyviz/30 SPE: pH2, Oasis HLB (200 10/25 pL PIR + 25/25 pL. |GC-MS | LOD*: 1- ) o
00mL [3|-|-|-|-mg), E: 5 mL aceton BSTFA, 60°C, 30 perc | (SIM) | 1000 ng/, | 130 m&/L | Mexiko |[67]
kuitviz
3 (1) . . GC-MS
100 mL SPE: pHS, Oasis HLB 6 mL 50 uL PIR + 50 pL. BSTFA (MRM/ | 4-27.5 ng/L 49,4-101,3 | Spanyol- [68]
szennyviz [3|-|-|-|- (200 mg) E: 2x4 mL EtAc 65°C, 25 perc MIM) > Mg ng/L orszag
4 (1] [SPE:pH25, Oasis HLB 6 mL
400 mL (500 mg), E: 10 mL BSTFA +1% TMCS, 70°C,| GC-MS , [69,
szennyviz |4|_|_|_|_DCM/aceton (7:2, v/v) tisztitds:| 30 perc, ultrahang Fs) | O8-4ng/L169-459.Ing/l Kina |
Sep-Pak szilika 6 mL (500 mg)
42 o . 50 uL PIR, 50 pL ] ] )
1L f\ef:l};zml p ISnl;EI.Eg:lconboz0 toltetek, E: 10 BSTFA/1% TMCS., 60- (igml\/i[)s l,r(l) }]{,2 5-17 ng/L. I]gi%gles:;t [71]
|- 70°C, 30 perc & ysag
1L
. . . i 50 uL PIR + 50 pLL N
szennyviz 4 {2} |SPE: Oasis HLB (200 mg), E: BSTFA/1% TMCS., 60- GC-MS 03-0.7 ng/L| 2-41 ng/L E.g),/esu,lt [72]
vagy 10 mL EtAc o (SIM) Kirdlysag
pad 70°C, 30 perc
folyoviz. [4]-]-]-]
4 {2} . . ) 50 uL PIR + 50 pL i i ..
Szennyviz EEEC' Oasis HLB, E: IS mL | 5orpa /19, TMCS, 60- ngnl\\/f)s b }iz 16-51 ng/L g%ﬁsgt (73]
41-1-1- 70°C, 30 perc & ysag
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e LS SPE: Kaltnbizs tetek, B 2x5| 3o B EHOC (BT GEMS LODR: 13- oo e [74]
TT-T5]-mL DCM » P (SIM) | 15ngL |0 210008 gap
injektorban
so0mL | 6(1) [SPE:Strata-X6mL (200 mg), SOMLPIR +50 uL.  |GC-MS
e E: 3 mL metil-terc.-butil-éter, 3| BSTFA/1% TMCS, 60°C, | (FS/ | 10ng/L | 6-24ng/L. | USA |[75]
YVIZ 161~ 1-|- |- ImL MeOH, 6 mL viz 35 perc MRM)
S00mL | 1o 7y . 50 uL BSTFA/1% TMCS, | GC-
szennyviz, fnpl;z'gazsiz}gfﬁ;g%(s 00 50 WL PIR, 50 pL ACN | MS/MS | 0,815 ng/L - Ausztralial [76]
felszini viz. |6[5|1]-|- ") ™ 60°C, 30 perc (MRM)
500mL | 22{7} [LLE:3x50 mL DCM, tisztitds |50 uL BSTFA/10%TMCS,|GC-MS| 1,5-529
szennyviz |6[2]3]6]5|deaktivélt Florisil oszlopon 90°C 180 perc (FS) ng/L 1-230119 ng/L| Kanada [[77]
6 Soxhlet extrakcid: 90 mL dietil- o
Folyoviz ster, 10%KOH/MeOH, 100°C, |0 H MOAPIR 60°C, 301 5 1o 0,027-16,813 .
mhth o perc, 100 pL BSTFA/1% - Ausztrdlial [78]
sziiredék |-|-|-|6]-|120 perc 6M HCI savanyitas, TMCS. 60°C. 30 perc (FS) ug/L
LLE: 3x0,5 mL EtOH » OV TP
ILkifoly6 | s (1) , , e GC-
szennyviz, 3/11];: Cis B MeOH/viz 95:5, | MOA/ Pﬂ;’l\fgg FAI0% | \isiMs | 0,2-2 ng/L | 0,1-75ng/ | USA  |[79]
folyéviz |d|-|-|-|- (MRM)

Jelolések: a roviditések jegyzékében és az 1.a. tdbldzatban, valamint: O = 6sztrogének; A = androgének; P = progesztogének; S = fekalis
szterolok; F = fitoszterolok; LOD* = csak LOD adatot adtak meg.
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2.4.2. Az extrakcios eljarasok

A bioldgiai matrixok (vér, vizelet, szérum, nydl, szovetmintdk) elemzéséhez
tobbnyire Osszetett, tobb 1€péses dusitasi eljarasok sziikségesek. A konjugélt szteroidok
mérhetdségének érdekében, enzimatikus [26,30,31,48-50] vagy ligos [44,46], hidrolizis
eldzheti meg a kivonasi folyamatot. Az attekintett tanulmanyokban egyetlen SPE
dusitasbol és eliciobdl 4ll6 extrakcidt, 18 szénatomu polimerti (Cig) [24,37], valamint
hidrofil-lipofil (HLB) toltetekkel [25,34] alkalmaztak; valamint kiilonbozé tolteteken,
egymas utin végzett SPE kivondst [30,38,48-50], egylépéses LLE dusitast
[28,29,32,42], egymast kovetd SPE és LLE miiveletek sorozatibol all eljarasokat
[31,40,43-47] is javasoltak. Tovabbi elvédlasztisra mikrohulldimmal segitett extrakcid
(MAE) technikat [39], és nagy hatékonysdgi folyadék kromatografia (HPLC)
frakciondldst javasoltak [23,41]. A mikroextrakcié fecskenddbe toltott szorbenssel
(MEPS) és az SPME technikdk hatékonysdgat anabolikumok szarvasmarha vizeletbeli
mérésére tanulméanyoztik [26]: a MEPS alkalmasnak bizonyult a feladatra.

A kornyezeti vizmintdk elOkészitése sordn a legtobb esetben egyetlen SPE
extrakciét alkalmaztak [52,54,57,58,64,66-68,71-76,79], legtobbszor HLB, néhany
esetben C;g toltettel; harom esetben alkalmaztak LLE-t [63,77,65], melyet ldgos
hidrolizis [63] vagy szilika oszlopon tovébbi tisztitds kovetett [77]. SPE extraktumok
ismételt tisztitdsara szilika toltetet [4,59,60,62,69,70], C;g toltetet [53] és HPLC
frakciondlast is [61] alkalmaztak. A mikroextrakcids technikdk tekintetében végeztek
Osszehasonlitdst az SPME és SPE [51], valamint az SPME és a polimerrel bevont,
tireges tivegszdllal végzett mikroextrakcié (PC-HFME) mddszerek kozott [56]. A leirt
SPME moddszer egyenranginak bizonyult az SPE dusitissal, a PC-HFME
hatékonyabbnak az SPME mddszernél.

Fontos kiemelni, hogy a kornyezeti vizek analizisét szolgdlo, 2012.
szeptemberig publikdlt €s itt Osszefoglalt modszerek, egy kivétellel [78], a kiilonb6zd
dusitdsokat megeldzben, a vizmintdk szilard lebegOanyag tartalmat, 4altalaban
tivegszuirOpapiron vald sziiréssel, eltavolitottak, és csak az oldat részt vizsgéltdk. Ez a
1épés azért sziikséges, hogy megakadélyozzak az SPE oszlopok gyors eltomddését.

Ahogy korabban jeleztem, a szteroid vegyiiletek a természetes vizek szilard
részecskéihez kotddhetnek: a vizi 6koszisztéma a kolloid rendszerrel szembesiil [82-84].

Egy 2012-ben megjelent, a természetes vizek mintavételezésével foglalkozd
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Osszefoglalé szerint, egyre nagyobb hangsilyt kap a vizek lebegfanyaganak
mintavételezése [104]. Ez megfelel az Eurépai Unié Viz Keretirdnytervének (EU Water
Framework Directive), mely szerint 2015-ig ,,...az {iiledék alternativijaként a
szuszpendalt szilard lebegdanyag...” elemzése sziikséges. [105]. Az irodalmi attekintés
soran kideriilt, hogy a szteroid szennyezdk oldott és szildrd fazisok kozotti megoszlasat
vizsgél6 tanulmanyok nem elérhetdek.

Természetes vizek szilard lebegdanyagabol szerves mikroszennyezdket LC-MS
[106-108] , bioassay [109,110] és GC-MS [78] mddszerekkel mértek. A szuszpendalt
anyag extrakcidjdhoz javasolt mddszerek ido- €s munkaigényesek: ezek a koltséges
nagynyomasu folyadék extrakci6 (PLE), melyet illegalis szerek [106] és egyes
gyogyszervegyiiletek [108], vagy, az SPE tisztitassal és a mintdk fagyasztva szaritdsaval
jar6é ultrahangos kivonds, melyet antidepresszdnsok és gyulladdsgéatlok elemzésére
alkalmaztak [107]. A fellelt moddszerek kozill az egyetlen, amely szteroidokkal
foglalkozik, hat szterol elemzését irta le folyoviz sziiredékébdl: Soxhlet-extrakcids
eljarasrol szamol be, amit szappanositds, etanolos kivonds, majd fagyasztva szaritds

kovetett [78].

2.4.3. A szarmazékkészités

A szteroid vegyiiletek szdrmazékkd alakitdsdhoz legnépszeriibbek a kiilonbozo
szililezOszerek, ugyanakkor acilezdszerrel, igy heptafluoro-vajsav (HFBA) [24,25],
pentafluorbenzil-klorid (PFBOCI) [53,54], vagy ecetsavanhidrid [23] reagenssel vald
atalakitast kovetden is meghatdrozhatdak.

Az irodalomban valtozatos szililezési eljarasokat irtak le. Trimetilszilil-étereket
az N, O-bisz(trimetilszilil)-trifluoracetamid (BSTFA) [26,51,58,63-68], a BSTFA + 1%
trimetil-kl6rszilan (TMCS) [27,28,52,69-78], a BSTFA + 10% TMCS [29,77,79], az N-
metil-N-trimetilszilil-trifluoracetamid (MSTFA) [26,30,31,37-46,58-62], az N,O-
bisz(trimetilszilil)-acetamid (BSA) [41], az N-trimetilszilil-imidazol (TMSI) [47-50], a
dimetiletilszilil-imidazol (DMESI) és a dimetil-izopropil-imidazol (DMIPSI) [47]
reagensekkel készitettek. A terc.butil-dimetil-szilil-étereket az N-metil-N-terc.-
butildimetilszilil-trifluoracetamid (MTBSTFA) [55,56], vagy az MTBSTFA + 1%
terc.butil-dimetil-klérszilan (TBDMCS) keverékkel [57] képezték. A reakci6hoz
alkalmazott oldészer tobbnyire a szililezdszer, piridin (PIR) [28,52,66-68,71-
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73,75,76,78,79], vagy acetonitril (ACN) [29,36,41,57] voltak. A szililezési reakcibhoz
alkalmazott h6fok és reakcididd szinte minden médszer esetében kiilonbozott: 45°C 60
perc [51], 56°C 10 perc [29], 60°C 15 perc [64], 60°C 20 perc [34,35,40], 60°C 25 perc
[68], 60°C 30 perc [4,41,42,47,56,65,67,76,78], 60°C 35 perc [75], 60°C 40 perc
[43,44,62], 60°C 50 perc [26], 60°C 60 perc [26,27,30,46,47,52,60,61], 65°C 30 perc
[37,39], 65°C 45 perc [28], 60-70°C 30 perc [66,71-73], 70°C 120 perc [58], 75°C 180
perc [55], 80°C 20 perc [38], 80°C 30 perc [36], 80°C 35 perc [32], 85°C 100 perc [59],
90°C 180 perc [77], 100°C 60 perc [78], 100°C ,,egész éjjel” [48-50], és alkalmaztak
ultrahangos fiird6t [57,69,70] is. A szarmazékokat flités és varakozas nélkiil, headspace
injektaldssal [S51], és kevertetés utdn azonnal [45] is injektaltdk. A szarmazékképzo
reakci6 pillanatszeriien, az injektorban is torténhet [74].

A ketoszteroidok esetében, a ketocsoportnak a legtébb tanulmdnyban nem
szenteltek kiilon figyelmet, a vegyiileteket véltozatlan formdban, vagy a szililezési
reakcié sordn, katalizdtor (TMCS, TMIS, NHyl) jelenlétében részben keletkezd enol-
trimetilszilil-éterként  hataroztdk meg [4,26,28-32,34,37,38-46,51,52,56-65,67,69-
74,77];  vagy eldzetes redukcidt kovetden, trimetilszilil-éterré  alakitott
hidroxilcsoportként [35]. Csupan néhdny esetben valésult meg a szteroid vegyiiletek
minden funkciés csoportjdnak atalakitdsa, a ketocsoportok metil-oximdlasdaval [47-
50,79].

Késziiltek  Osszehasonlité tanulmanyok a kiilonb6zd szarmazékkészitd
eljarasokrél modelloldatokkal [93-103] és a gyakorlatban is alkalmazott mddszerekhez
kapcsoldddan is [29,41,59].

Egyszeriibb vizsgélatok esetében egyetlen szililezoszert (MSTFA [59], BSTFA
[94]) hasznélva optimalizéltdk a reakcié koriilményeit, igy a reakcididét, a -héfokot, az
alkalmazott reagens €s a katalizdtor mennyiségét.

A reakci6idd csokkentésének érdekében a hagyoményos fiitési eljarasokat
megprobéltdk mikrohulldmu kemencében melegitéssel helyettesiteni [95-97], vagy
ultrahangos fiirdével hatékonyabba tenni [96].

Osszehasonlitottdk az MTBSTFA és a BSTFA reaktivitdsat kiilonboz6 helyzetii
hidroxilcsoportot tartalmazé szteroidok esetében: az MTBSTFA nem lépett reakcioba

sztérikusan gétolt funkcids csoportokkal [95].
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Tobb tanulmany is sziiletett, amelyekben a kiilonbozd reagenseket és az
alkalmazott reakcidkoriilményeket, szteroid vegyiiletek esetében, dtfogdan vizsgaltdk
modelloldatokkal [96-98], és a gyakorlatban is alkalmaztdk az optiméalt modszert [59].

Az MTBSTFA, MSTFA, BSTFA és BSTFA/1%TMCS 6sszehasonlitasbol
kideriilt, hogy —a kordbbi tapasztalatokkal egybehangzéan [96]- az MTBSTFA nem
alkalmas a szteroidok minden hidroxilcsoportjanak szililezésére, a leghatékonyabbnak
talalt MSTFA mennyiségét, a reakcié hoéfokat, és idejét optimaltak, majd a kidolgozott
modszert szennyvizmintdk elemzéséhez alkalmaztak [59].

Osszehasonlitottadk az MSTFA, BSTFA, BSA szililezészereket 55°C, 70°C, 90°C
héfokokon, 15, 30, 45, 60 perc reakciéiddvel. Az elegyhez dimetilformamid (DMF),
PIR, ACN oldészereket, melegitésre mikrohullamu fltést és ultrahangos fiirdot is [96]
hasznaltak. A mikrohullimd melegités a hagyomanyos moddszerekkel Osszemérhetd
hatdsfokd, ezért a mikrohulldimmal segitett szdrmazékkészitést a legnépszeriibb
szarmazékképzdszerek, igy az MSTFA, a BSTFA/TMCS, a metoxiamin-hidroklorid
(MOX) + BSTFA/TMCS, a BSA, az MTBSTFA esetében optimaltdk: az MSTFA a
legalkalmasabb a mikrohulldmud melegitéshez [97].

Kutattdk a szililezési reakcidhoz hasznalt, kiilonboz0 oldészerek (etil-acetat
{EtAc}, ACN, diklérmetian {DCM}, PIR, DMF), szililez6szerek (MSTFA, BSTFA,
MTBSTFA), és az alkalmazott héfok hatdsat a kialakulé termékekre, kifejezetten az
Osztron és az etinilosztradiol esetében [98]. Ugyanis tobb tanulmény is beszamolt arrdl,
hogy a nem megfelelden végzett szarmazékkészités sordn az etinilosztradiol egy része
az Osztronnak megfeleld szdrmazékkd alakulhat, ezzel megbizhatatlannd téve az
elemzés eredményeit [99-102]. Az MTBSTFA ujra alkalmatlannak bizonyult, de
barmelyik vizsgalt trimetilszililezészert, az oldészerek koziil a PIR-t 60°C-on, vagy a
DMF-t barmilyen vizsgalt héfokon alkalmazva, nem tapasztaltdk a kedvezdtlen
atalakulast. Ez az eredmény egybehangzd mas tanulmanyokkal, amelyek a BSTFA-t
javasoljdk a mellékreakcio elkeriilésére [100], vagy az olddszervalasztas kritikussagéara
hivjak fel a figyelmet [101,102].

Kevés tanulmany foglalkozik a ketocsoportot is tartalmazd szteroidok
szarmazékkészitésével [29,41]. Egy, kifejezetten a ketoszteroidok szarmazékkészitd
mddszereit dttekintd Osszefoglald szerint, a szteroidok GC-MS nyomelemzésének a

kulcsa éppen a ketocsoport megfeleld kezelésében rejlik. Az egyik elterjedt modszer az
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enol-trimetilszilil-éterré torténd atalakitds valamilyen trimetilszililezdszert (pl. MSTFA,
BSA), katalizdtort (TMCS, TMIS, NHyl), és a keletkezett termék stabilitdsit szolgald
redukaldszer (pl. ditiotreitol {DTE}, etantiol {ET}) keverékével. A mddszer eldnye,
hogy egy 1épésben szolgéltathatja a teljes mértékben szarmazékka alakitott, injektalhatd
mintdt. Hatrdnyaiként emlitik, hogy a folyamat sordn tobbféle (akdr hiarom-négy)
izomer keletkezhet, a kiillonbozd mellékreakciok egyéb termékekhez vezethetnek, igy a
készitett oldat dltaldban csak rovid ideig stabil. A masik, kétlépéses modszer sordn
el0szor oximma alakitjdk a ketocsoportokat hidroxilamin-hidroklorid (HOA-HCI) vagy
MOX/PIR oldataval, és ezt koveti a trimetilszililezés. Az eljards elonyeként emelik ki a
keletkezd termékek hosszabb ideig (akar egy hoénapig) tartd stabilitdsat, hatranyként
jelolik meg, hogy sokszor két (szin €s anti) izomer keletkezik, és a mddszer a két 1€pés
miatt id6-, és munkaigényesebb. Az Osszefoglalé hangsilyozza, hogy a ketocsoport
szarmazékka alakitdsdnak moddszerei még nem kiforrottak, igy -kiilondsen a nyomnyi
mennyiségll ketoszteroidok elemzéséhez- a szarmazékkészités atgondolt optimalizalasa
sziikséges [103].

JOl mutatja a ketoszteroidok atalakitdsa koriili egyet nem értést, és az enol-
terimetilszilil-éterré alakitds nehézségeit, hogy a két tanulmany koziil, melyek a
ketoszteroidok enolizalasaval foglalkoznak, az egyikben tobb reagens keveréket
hasonlitottak 0ssze, de tobbféle melléktermék keletkezése miatt végiil egy 1) keveréket
dolgoztak ki a teljes mértékii enolizacié érdekében [41]. A mésik tanulmanyban éppen
azt tlizték ki célul, hogy megakadélyozzak a ketocsoportok enolizaciéjat, igy elkeriilve a

tovabbiakban keletkez6 egyéb termékek kialakuldsat [29].

2.4.4. Az adatgyiijtési modszerek

A feldolgozott 58 irodalmi hivatkozdsban leirt GC-MS mddszerek, -koziil az
egyetlen, langionizdciés detektort (FID) alkalmazé [43], és az egyetlen,
gazkromatografia-izotoparany-tomegspektrometria  (GC-C-IRMS) [14] mddszer
kivételével-, a tomegspektrometrids detektort alkalmaztdk, kiilonboz6 adatgyiijtési
technikdkkal.

Ezek koziil a legkisebb munkaigényli, és a legkevésbé szelektiv a pdsztdzo
tizemmdod (FS). Ebben az ilizemmddban a tomegspektrometrids detektor egy

meghatdrozott m/z tartomanyon beliil minden beiitést rogzit, igy teljes iondram
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kromatogram (TIC) késziil. A kromatogram értékelése sordn szoftver segitségével
extrahdljak a TIC felvételbdl az egyes vegyiiletekhez tartoz6 szelektiv fragmens ionok
(SFI) beiitésszamat.

A szelektiv ion monitoroz6 technikdk esetében a mérés sordn a detektor a
meghatarozand6 vegyiiletek elucidos ablakahoz tartoz6é idGintervallumban csupdn az
adott komponensre jellemzd SFI-k beiitésszamat rogziti. Ezzel a technikdval az
értékeléskor csak akkor van sziikség a rogzitett kromatogram tovabbi extrakcidjara, ha
egy elicids ablakban tobb 0sszetevo is szerepel. Az ilyen mddszer sordn a mennyiségi
meghatarozas vegyiiletenként egyetlen (szelektiv ion monitorozds - SIM), vagy tobb
SFI alapjan (t6bbszords ion monitorozas - MIM) torténhet.

A moédszerkidolgozas tekintetében a legmunkaigényesebb technikdk a tandem
tomegspektrometrids (MS/MS), szelektiv reakcié monitorozé moddszerek. Az eljards
fejlesztése sordn minden egyes vizsgalt vegyiilet SFI-i koziil ki kell véalasztani a
legalkalmasabbat, mint sziiléiont, aminek a tovdbbi munkafolyamatok sordn optimalt
koriilmények kozotti tovabbi fragmentacidja djabb, szelektiv, lednyionokat szolgaltat.
Az ilyen, MS/MS detektdlds sordn az egyes vegyiiletekhez tartoz6 idoszegmensben a
detektor egy-egy, az adott anyagra jellemzd SFI-t fragmental, és a keletkezd, szintén a
kiindulési vegyiiletre szelektiv lednyion vagy —ionok beiitésszdmat méri. A csak egy
iondtmenetet vizsgdldé moddszert szelektiv reakcié monitoroz6 (SRM), a tobb
iondtmenetet, azaz tobb keletkez6 lednyion mennyiségét rogzitd eljardsokat tobbszoros
reakcié monitorozé (MRM) mddszernek nevezik.

A 26 attekintett, bioldgiai matrixokkal foglalkoz6 GC-MS moédszer koziil 6tben
FS [26,32-33,35-36], tizben SIM [24,25,28-30,37-39,41,47], egyben-egyben MIM [31],
SRM [43], haromban MRM [44-46] technikat hasznaltak, o6t kozolt munka nem
tartalmaz mennyiségi meghatdrozast [34,40,48-50], egy esetben nem irtdk le a pontos
detektalasi modszert [42].

A kornyezeti vizmintdk analizisével foglalkozé harminc publikéacié koziil
tizenhdromban FS [53,55,58,60,63-66,69,70,75,77,78], nyolcban SIM [51,54,56,67,71-
74], egyben MIM [68], tizenegyben MRM [4,52,57,59,61,62,66,68,75,76,79]
adatgylijtési modszert haszndltak, és harom tanulmdnyban a kiilénb6z6 modszerek

osszevetését irtak le [66,68,75].
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Az elsé Osszehasonlitisban a hiarom mért szteroidot (6sztron, f-Osztradiol és
etinilosztradiol) egyrészt BSTFA-val szililezést kdvetden, MIM technikdval, masrészt
szarmazékkészités nélkill, MRM mddszerrel hatdroztdk meg, modelloldatokbdl és
szennyvizmintdkbol. Mindkét mddszer alkalmasnak bizonyult a  vizsgalt
szennyvizmintdk elemzésére, hasonl6 reprodukdlhatdsag, LOD és linearitas értékekkel.
A gazkromatografia-tandem tomegspektrometria (GC-MS/MS), MRM moddszert
részesitették elonyben: szarmazékkészités nélkiill gyorsabb volt, és megbizhatébb
azonositast tett lehetdvé a keletkezd szelektiv lednyionoknak kdszonhetden [68].

A kovetkez6 Osszehasonlité tanulmédnyban Osztront, f-Osztradiolt és
etinilosztradiolt elemeztek foly6- és szennyvizmintdkban, LC-MS mddszerrel,
szarmazékkészités nélkiil, valamint BSTFA-val szarmazékkészitést kovetben, GC-MS
(FS) és GC-MS/MS (MRM) technikdkkal. A hiarom mddszer teljesitményének
Osszevetéséhez az LOD, és az éles mintdkban mért értékek szerepelnek. Az LC-MS és a
GC-MS modszerek LOD értékei Osszemérhetéeknek (0,4-1,4ng/L), a GC-MS/MS
eljarasé kisebbnek (0,3ng/L) bizonyultak. A harom mddszer koziil a GC-MS (FS) nem
volt alkalmas a néhany ng/L. mennyiségli szennyezok észlelésére, az LC-MS detektalast
jobban terhelték a nagy szervesanyag-tartalmi maétrixok: a GC-MS/MS (MRM)
mddszer bizonyult a legeldnydsebbnek [66].

A harmadik  Osszehasonlit6 elemzés sordn  Osztront, fS-Osztradiolt,
etinilosztradiolt és Osztriolt mértek talaj- €s talajvizmintdkban, BSTFA/1%TMCS
reagenssel szdrmazékkészitést kovetéen, GC-MS (FS) és GC-MS/MS (MRM)
modszerekkel. Az MRM mddszer kisebb LOD értékekkel, nagyobb pontossagd, a
lednyionoknak koszonhetden, a mindségi azonositds is megbizhatobb volt. Az FS
analizissel tobb izben nem sikeriilt a mintdk Osztron és Osztradiol tartalmat detektdlni
nagy TOC értékli mintdkban, ugyanakkor a mért etinilosztradiol mennyisége ezzel a
modszerrel, egy hasonlé SFI-vel jellemezhetd ismeretlen vegyiilet koelucidja miatt,

nagyobb volt [75]: ez a pozitiv hiba kordbbi tapasztalatok megerdsitése volt [4].
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Az Osszesen 77, 1998-2012 szeptembere kozott megjelent, szteroid vegyiiletek
kromatogréfids elemzésével foglalkozé publikacid [4,23-79,85-103] attekintése alapjan
elmondhato6, hogy:

a. az irodalomban nem szenteltek kell6 figyelmet, a csak keto- vagy csak
hidroxilcsoportot, és a mindkét funkcids csoportot tartalmazd szteroid vegyiiletek
egymds melletti, egy kromatografias felvétellel torténd meghatarozdsanak. Csekély
szamu kivételtdl eltekintve, a ketoszteroidok teljes szarmazékka alakitdsa nem, vagy
elézetes redukcidt kovetden, hidroxilcsoportként valdsult meg, ami az eredeti
szerkezetre vonatkoz6 informéci6 elvesztésével jar.

b. A szdmos, kordbban javasolt szarmazékkészitd eljards igen valtozatos
reakciokoriilményeket jelol meg idedlisnak, ugy a felhasznalt reagensek, mint a
reakcié hofokat és idejét illetden. A kiillonb6zd modszereket 6sszehasonlitd
tanulmdany sordn csak néhany szteroid vegyiilettel végezték el a vizsgélatokat.

c. A kornyezeti vizmintdk analizisével foglalkoz6 mddszerek koziil a legtobb esetben
csak a szteroidok egyetlen csoportjdba tartozé6 hormonokat, leggyakrabban
osztrogéneket elemeztek. Kevés figyelem irdnyult a szintén hormonhatdsi és
kornyezetkdrositdé androgénekre, progesztogénekre, (fito)szterolokra.

d. Vizmintdk analiziséhez 30-b6l 11 esetben haszndltdk a legszelektivebb, MRM
adatgylijtést, és csak 3 tanulmdnyban Kkeriilt sor tobb detektdldsi moddszer
Osszehasonlitdsara. A GC-MS mérésekben haszndlhaté harom adatgyiijtési médszer
még nem keriilt 6sszehasonlitdsra azonos koriilmények kozott.

e. A kordbban kozolt eljarasok szerint nem valdsult meg a vizminték teljes elemzése,
mivel a mintaeldkészités sordn livegszlirOpapiron kiszlrt, a vizmintak szerves részét
képezd szilard lebegdanyagot egyszerlien eldobtdk. Az egyetlen mdédszer, amely
szerint szteroidokat (szterolokat) folydvizmintak lebegd szilard fazisdban elemeztek,
nem kapcsolta Ossze az extrahdlt szuszpendalt fazist a hozza tartozé térfogati

folyovizzel.
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3. Célkitiizések
Az elbzetes irodalmi attekintésnek megfeleléen, a munkdm célja:

a. a kordbban kidolgozott, sok 0sszetevot elemz6 rendszer [17-20] kiterjesztése, egy
sor, kiillonbozd tipust és eredetii szteroid vegyiilettel. Ennek érdekében:

b. részletes szarmazékkészitési- és fragmentdcids tanulmény készitése.

e A csak szililezett, vagy véltozatlan formdban mért vegyiiletek, és a teljes
mértékben szarmazékka alakitott, trimetilszilil-oxim-€ter szarmazékok
vélaszjelének Osszehasonlitasa.

® A legnépszeriibb szililezdszerek (BSTFA, MSTFA, MTBSTFA) és a
hexametil-diszilazdn (HMDS)/TFA hatékonysdganak Osszevetése azonos
koriilmények kozott késziilt modelloldatok elemzésével, majd a kivalasztott
reagens alkalmazdsdnak optimalizdldsa a reakci6idd és a —hofok
tekintetében.

e A vizsgalt szteroidok tomegspektrometrids viselkedésérdl részletes
fragmentum-analitikai tanulmany készitése.

c. A szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterekhez  tartozé LOQ értékek, és a
reprodukalhat6sdg meghatarozasa modelloldatokbdl.

d. A javasolt eljards gyakorlati jelentdségének bemutatdsa két magyar
szennyviztisztito telep be- és kifolyé mintdinak tobb honapon at tarté elemzésével.

e. Az érzékenység novelése céljabol, a szteroidok, és a veliik egyiitt eludl6do
kélsavak mérésére alkalmas MIM és MRM adatgytijtési eljarasok fejlesztése.

f. A kidolgozott harom adatgytijtési technika birtokaban (FS, MIM, MRM) részletes
Osszehasonlitd tanulmdny készitése modelloldatok és valds szennyvizmintdk
elemzése alapjén.

g. Egyszerii és hatékony extrakcids eljaras kidolgozasa, amely alkalmas a szenny- és
folyovizmintdkbodl kisziirt, szilard lebegdanyagok elemzésére. A vizsgalt szteroid
vegyiiletek megoszldsdnak bemutatisa az elemzett Duna- és szennyviz-mintdk

oldott- és szuszpendalt szilard fazisai kozott.
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4. Modszerek
4.1. Kémszerek
Minden felhaszndlt anyag és reagens analitikai tisztasagu volt. A PIR és a HOA-
HCI a Reanal ZRt. (Budapest, Magyarorszag), a hexdn, a metanol (MeOH), az EtAc, a
HMDS, az MSTFA, a BSTFA, az MTBSTFA,a TFA, és a 2. tablazatban felsorolt
standard vegyiiletek a Sigma (St. Louis, MO, USA) termékei voltak.

4.2. Vizsgalt mintak
4.2.1. Szennyvizmintak
A szennyvizmintak egyrészt a FOvdrosi Csatornazdsi Muvek ZRt. Dél-pesti
Szennyviztisztitd Telepérdl, masrészt az Organica ZRt. Telkiben miikodo, kisérleti

szennyviztisztité telepérdl, mindkét esetben 24 6ras mintavételezésbdl szarmaztak.

4.2.2. Duna-vizmintak

A Duna-vizmintdk mintavételezésére az ELTE-TTK Eszaki Tomb el6tti
folydszakaszon kertilt sor.

A szenny- és Duna-vizmintdk egyardant, 5 literes, sotétitett, csiszolatos dugdval
ellatott tivegekben, kozvetleniil a mintavételt kovetden érkeztek a laboratériumba, ahol

a feldolgozdsuk azonnal megkezdddott.

4.3. Eszkozok

4.3.1. A mintael6készités soran hasznalt eszkozok

A mintdk szirésénél 125 mm 4atmérdjli, 1,6 pm poérusméreti GF/A
tivegsztirOpapirt (Whatman Maidstone, UK), a szilard fazisi extrakciéhoz 12
mintafeltétes vakuumkadat (Supelco, Bellefonte, PA, USA) és Oasis HLB 200 mg/6 mL
szorbenst tartalmazé oszlopokat haszniltam (Waters, Milford, MA, USA). A mintdk
oldészer-mentesitését Biichi Rotavapor R-200 (Flawil, Svijc) késziiléken, Biichi
vakuumpumpa V-700 segitségével végeztem.

A szarmazékka alakitds termosztdlhaté, a kémcsovekkel egyezd méretli

fémbetéttel ellatott kalyhdkban (Kutesz, Magyarorszag) tortént.
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2. tablazat A vizsgdlt vegyiiletek magyar és szabvanyos IUPAC nevei

Vegyiilet IUPAC név
1. | Androszteron Sa-androsztan-3a-ol-17-on
2. | B-Osztradiol osztra-1,3,5(10)-trién-3,174-diol
3. | Transzdehidroandroszteron | androszt-5-én-3/-0l-17-on
4. | Transzandroszteron Sa-androsztan-34-ol-17-on
5. | Mesztranol B—metoxi— 19-nor-17a-pregna-1,3,5(10)-trién
20-in-17-o0l

6. | Dihidrotesztoszteron Sa-androsztan-3-on-174-o0l
7. | Etinilosztradiol é?l—;l_o;i—;fa—pregna— 1,3,5(10)-trién-20-in-

Tesztoszteron androszt-4-én-3-on-174-ol

Noretiszteron 19-nor-17a-pregna-4-én-20-in-3-on-174-ol
10. | Osztriol osztra-1,3,5(10)-trién-3,16,17-triol
11. | 4-Androszten-3,17-dion androszt-4-en-3,17-dion
12. | Gesztoden ilig—_l;(;r_nl(;—é _90—1110r— 17a-pregna-4,15-dién-20-
13. | Levonorgesztrel (l)ﬁfli};([;r-r(l)(l)_ 19-nor-17a-pregna-4-én-20-in-3-
14. | Etonogesztrel cliilérllf?(;fliir}ll-%ri)(;-llggg?or]_ 17a-pregna-4,11a-
15. | Koprosztanol 5p-kolesztan-35-0l
16. | Progeszteron pregn-4-én-3,20-dion
17. | Koleszterin koleszt-5-én-3p-ol
18. | Medroxiprogeszteron-acetit | (6a-homo-pregn-4-én-17a-o0l-3-on)-acetat
19. | Sztigmaszterol sztigmaszt-5,22-dién-3/-ol
20. | f-Szitoszterol sztigmaszt-5-én-3/-ol
21. | Kélsav 3a,7a,120-trihidroxi-54-koldnsav
22. | Litokdlsav 3a-hidroxi-5f-kolansav
23. | Kenodeoxikdlsav 3a,7a-dihidroxi-5f-kolansav
24. | Urzodeoxikolsav 3a,7p-dihidroxi-54-koldnsav
25. | 3-hidroxi-7-ketokoldnsav 3a-hidroxi-5f-koldnsav-7-on
26. | Dehidrokdlsav 5p-kolansav-3,5,12-trion

31



doi:10.14753/SE.2014.1870

4.3.2. Az alkalmazott gazkromatografias koriilmények

A méréseket Varian 240 gyartmanyd (Walnut Creek, CA, USA), automata
mintaadagoldoval és programozhaté injektorral (Varian CP-8400) felszerelt, tandem
tomegspektrometrids detektorral ellatott gdzkromatografon végeztem.

,On column” injektalast alkalmazva, az elvdlasztasokhoz SGE forte capillary
(Victoria, Ausztrdlia) BPXS jelzésti 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm filmvastagsigi
kromatogréfids oszlopot, vivogazként konstans 1 mL/perc dramldsi sebesség mellett 6.0
—as tisztasagu (99.9999%) hélium gazt hasznéltam.

A programozhaté injektor és a kolonnatér kétféle hOprogramjit a 3. tdblazat

tartalmazza.

3. tablazat A mérések soran hasznalt héfokprogramok

1. Program 2. Program
Injektor
Id6 (perc) °C °C/perc Id6 (perc) °C °Cl/perc
0,5 100 0,0 0,5 100 0,0
1,5 300 200 1,5 300 200
3,0 300 0,0 3,0 300 0,0
Kolonnatér
Id6 (perc) °C °Cl/perc Id6 (perc) °C °Cl/perc
1,0 100 0,0 1,0 100 0,0
20 300 10 16 260 10
10 300 0,0 6 260 0,0
1,0 100 0,0 4 300 10
7.5 300 0,0
Elemzési id6: 31 perc Elemzési id6: 34,5 perc

4.3.3. Az tomegspektrométer miikodésének fobb jellemzaoi

A Varian 240 GC-MS késziilék ioncsapda tomegspektrometrids detektordnak
tomegtartomanya 50-1000 amu. A tomegspektrométer kiils6 és belsé ionizécids
moédokban haszndlhatd, elektroniitkoztetéses (EI), és kémiai ionizdcidval. A
specifikdcioi kozé tartozik, hogy a tomegpasztazasi sebessége 5.000-10.000 amu/s,

valamint a filament dramerdssége 10-100 pA kozott valtoztathatd, 65.000 pus maximalis

ionizacios id6tartam mellett.
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A kiilonb6z6 MS moddszerek haszndlata sordn alkalmazott azonos jellemzdk a
kovetkezOk voltak: az atvezetd kapillaris, az ioncsapda és a manifold hdfoka, rendre
300°C, 210°C és 80°C; az ionizdcios fesziiltség EI tizemmddban 70 eV volt. Az
ioncsapda detektor optimélis mérési paramétereit a késziilék-szoftver (Varian MS

Workstation software, version 6.9.) segitségével ellendriztem €s vezéreltem.

4.4. Eljarasok

4.4.1. A reagens oldatok

Az oximmd alakitdshoz haszndlt, HOA-HCI 2,5% (m/v) toménységli, PIR-nel
késziilt oldatit 0,6250 g HOA-HCI 25 mL PIR-ben olddsaval készitettem. Az elkésziilt
oldatot, legfeljebb négy hétig, hlitében taroltam.

A szilil-szarmazékkd alakitashoz a HMDS, MSTFA, BSTFA, MTBSTFA, TFA,
analitikai tisztasdgu reagenseket tovabbi tisztitds nélkiil haszndltam. A vegyszereket a
gyartd utasitdsainak megfeleléen: a TFA-t szobahdfokon, az MSTFA-t, BSTFA-t,
HMDS-t, hiitében, az MTBSTFA-t mélyhtitében taroltam.

4.4.2. A modell oldatok

A standard vegyiiletek 10-12 mg/10 mL toménységli torzsoldataihoz, a szilard
anyagokat analitikai pontossdggal mértem, majd etanolban oldottam. A husz szteroid
vegyiilet, majd a hat kélsav torzsoldataibdl kozos oldatot készitettem, ami az eredeti
oldatok Otvenszeres higitdsdnak felelt meg. Ebbdl etanollal készitettem tovabbi, a kis
mennyiségek elemzéséhez sziikséges tiz-ezerszeres higitasokat.

Az igy késziilt oldatokbdl 20-1000 pL-t mértem 2 ml-es, teflonnal bélelt
kupakkal zar6d6, a vakuumbepdrlé késziilékhez csatlakoztathat6, csavarmenetes
kémcsovekbe, €s 40°C hodfoku vizfiirdobol, roticiés vakuumleparld késziilékkel

szarazra péaroltam.

4.4.3. A szarmazékka alakitas
4.4.3.1. Trimetilszilil-szarmazékok
Az el6z0 pontban ismertetett modon eldkészitett modelloldatok szdraz
maradékdt 125 pL PIR-ben oldottam, majd 225 pl. HMDS-t és 25 pL TFA-t adtam

hozza, és termosztalhat6, fémbetétes kdlyhaban 70°C-on, 90 percig melegitettem.
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4.4.3.2.Trimetilszilil-(oxim)-szarmazékok

A leparolt modelloldatok szdraz maradékat elsd 1épésben 125 pl. 2,5% (m/v)
HOA-HCI-t tartalmaz6é PIR-ben oldottam, majd fémbetétes kalyhdban 50°C, 70°C,
90°C-on; 30, 60, 90 percig termosztaltam.

A szobahofokra hiilt kémcsovekbe 225 pl. HMDS-t és 25 puLL TFA-t, vagy 250
pL BSTFA-t, vagy 250 uL. MSTFA-t, vagy 250 u. MTBSTFA-t mértem.

A HMDS+TFA eleggyel késziilt oldatokat 50°C, 70°C, 90°C-on; 60, 90, 120
percig, a masik harom szililezdszerrel késziilteket 70°C-on 90 percig melegitettem.

Minden szarmazékkészitési miivelet sordn hdrom parhuzamos, és egy azonos
modon, de modelloldat nélkiil 6sszeallitott ,,miveleti iires” minta késziilt.

Miutin az oldatok szobahofokra hultek, 2,5-10-szeres, a megfeleld
szililezOszerrel készitett higitdsokat készitettem, és ezekbdl injektdltam, harom

parhuzamos mérésben, 1-1 pl-t.

4.4.4. A mintael6készités

A vizmintdk feldolgozdsanak folyamatat az 1. dbran szemléltetem.

A szenny- és Duna-vizmintdk feldolgozdsa minden esetben még a
mintavételez€s napjan megkezdddott. Az SPE oszlopok eltomddésének megeldzése
c€ljabol, a szobahdfokra melegedett vizeket alapos homogenizélédst kovetden, GF/A 1,6
um poérusatmérojii  iivegsziirbpapiron szlrtem, majd a szlrletet 30L térfogati
tivegballonban homogenizaltuk.

A szuszpenddlt lebegbanyagok vizsgalatdhoz, a sorszdmmal ellatott
szUrOpapirok tomegét a szlirés elott, valamint a szlrés ¢és szobahdfokon,

tomegélland6sédgig szaritds utan, analitikai mérlegen mértem.

4.4.4.1. Az oldott szteroidok vizsgalata - szilard fazisa extrakcio
Az elOzetesen szirt €s homogenizalt vizmintdkbol harom péarhuzamos SPE
extrakciét végeztem. A megfeleld térfogati (szennyviz esetén 0,5L vagy 1,0L; Duna-
viznél 3L, 5L, 10L) mintdk pH értékét feljegyeztem, majd 1M HCI és 0,1M NaOH
oldatokkal pH 4+0,05-re véltoztattam.
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Az extrakcihoz alkalmazott Oasis HLB 6 mL (200 mg) SPE tolteteket
elozetesen 5 mL hexan, 5 mL etil-acetat, 10 mL metanol és 10 mL desztillalt viz

felvitelével készitettem elO.

Vizminta:
0,5/ 1,0 L szennyviz,
3/5/ 10 L Duna-viz

Sziirés:
GF/A iivegszlir6papiron
OLDAT FAZIS SZUSZPENDALT FAZIS
SPE kivonas: UAE Kkivonas:
1. Savasitas: pH4 1. Sztir6papir apritdsa SxSmm-es
2. Kondicionalas:5 mL hexan,5 mL darabokra
EtAc, 10 mL MeOH, 10 mL viz 2. 20 perc szonikélds 40 mL + 2 x 20
3. Mintafelvitel: 4-5 mL/perc mL 2:1:1 (v/v/v)
4. Elicié: 5 mL hexdn,5 mL EtAc, 10 hexan:EtAc:MeOH eleggyel
mL MeOH 3. Sziirés tivegszlirdpapiron

Atmosas:
2x250 pL. NH,/MeOH hozzdadésa

mellett, 2:1:1 (v/v/v)
hexan:EtAc:MeOH eleggyel,
teflonbetéttel zar6d6 kémcesébe

Szarazra parlas:
Oldott gazok kitizése utan, 40°C-os
vizfiird§ felett, rotacios
vdkuumbeparldval.

Szarmazékkészités:
1. 125 uL 2,5% HO-NH,-HCI/PIR,
70°C, 30 perc
2.225 uL HMDS + 25 pL TFA,
70°C, 90 perc

GC-MS mérés:
2,5-10-szeres, HMDS-sel késziilt
higitasban, FS/MIM/MRM
v technikaval. v

1. abra A mintael6készités folyamatanak véazlata

A vizmintdk szteroid tartalmdnak dusitdsdt 12 mintafeltétes vikuumkad
segitségével végeztem. A sziikséges kis nyomdst vizlégszivattyi segitségével
biztositottam. Az extrakcié sebessége 4-5 mL/perc (1 csepp/mdasodperc), ez 3-5L

mintatérfogat esetén akar 12 6rét is jelenthetett.
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A mintdk sikeres felvitele utdn az SPE tolteteket 60 percen &t szdritottam
viakuumpumpaval, leveg0 dtszivatdsaval.

Az extraktumok eldcidja az elOkészitéshez haszndlt olddszer eleggyel, tehat
sorra 5 mL hexannal, 5 mL EtAc-tal, 10 mL MeOH-lal, tortént. A 25 mL-es
iivegpoharakban egyesitett oldathoz 250 pL ammoénids MeOH-t adtam, majd
térfogatukat elszivofiilke alatti beparldssal 0,5-1 mL-re csokkentettem. A kis térfogatd
mintdkat ezt kovetden, mennyiségileg, 4 mL-es, teflonnal bélelt kupakkal zar6do,
csavarmenetes kémcsovekbe mostam, hexan:EtAc:MeOH 1:1:2 (v/v/v) ardnyud
elegyével. A miivelet sordn kiilonds gondot forditottam arra, hogy az iivegpoharak falat
is alaposan ledblitsem. A 3,5-4 mL 0Ossztérfogati mintdkat, djabb 250 pL ammonids
MeOH hozzdaddsa utdn, maximalis fokozatra kapcsolt vegyi fiilke elszivé nyildsa ald
helyezve 1 mL térfogatra paroltam. Az oldészerek oldott géz tartalmat ultrahangos
fiirdovel eltavolitottam, majd az extraktumokat rotaciés vakuumbepdrld késziilékkel,
40°C-os vizfiirddben, tomegallanddsagig, szdrazra paroltam.

Minden SPE extrakcié sordn vizmintdnként 3-3 parhuzamos extrakcid, és egy
.SPE tures” minta is késziilt: az €les mintakkal azonos mddon, valds vizminta felvitele

nélkiil.

4.4.4.2. A szuszpendalt szilard lebegéanyaghoz Kkotott szteroidok
vizsgalata - Ultrahanggal segitett extrakcio
A sziliréshez hasznalt iivegszlrOpapirokat szaradasuk utdn 5x5 mm-es darabokra
vagtam és 150 mL-es iivegpoharakba tettem. Az extrakci6hoz az SPE kivondsndl is
haszndlt hexan:etil-acetat:metanol 1:1:2 (v/v/v) aranyu eleggyet alkalmaztam. A
sziir6papirmintdkat eldszor 40 mL, majd 2x20 mL oldészerrel, 20-20 percen keresztiil
szonikéltattam. Az oldészeres fazisokat minden ultrahangozds utdn iivegsziirépapiron
szlirtem, végiil a harom fazist egyesitettem.
Az egyesitett extraktumokat az SPE kivonatokkal azonos moédon (3.4.4.1.
fejezet) kezeltem. Mint minden miivelet sordn, a sziirépapirok kivondsakor is késziilt

,,sZUrdpapir iires” minta, a parhuzamos éles mintak mellett.
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4.4.4.3. A mintak szarmazékka alakitasa és mérése

A modelloldatokhoz hasonléan, eldszor 125 pL 2,5% (m/v) HOA-HCI-t
tartalmazé PIR-nel termosztidltam az egyes kémcsoveket 70°C-on 30 percig. Miutan
szobahodfokra hiiltek, 225 ul. HMDS+25 plL TFA hozzdadasa utan, 70°C-on 90 percig
melegitettem a reakcidedényeket.

A szdrmazékkészités befejezése utdn, a mintdkbdl sziikség szerint 2,5-10-szeres
higitast készitettem HMDS-sel, 400 pL ossztérfogatd, teflonnal bélelt kupakkal zar6do,
sziikitovel ellatott GC mintaadagol6 edényekbe. A higitott mintdk 1 pl részletét
injektdltam a Varian 8400 automata mintaadagolé késziilékkel. A mérések,
parhuzamosan, FS, MIM és MRM adatgyijtési mddszerrel is késziiltek.

Minden mérési sorozattal, azonos feltételek mellett késziltek ,,mUveleti iires”,
»OPE {ires”, és ,,szlir0 iires” felvételek is. A kiértékelési folyamat az iires mintdkban

esetlegesen jelentkezd szennyezd csucsok figyelembevételével tortént.

5. Eredmények
5.1. A vizsgalt vegyiiletek kivalasztasa

A szteroidokat azzal a céllal valasztottam, hogy véltozatos csoportjaik szamos
tagjdt a kordbban kidolgozott [17-20], sok Osszetevdjii elemzd rendszer
kromatogramjanak utolsé harmadaba illesszem. A vegyiiletek kozott ugyanigy
megtaldlhatéak a természetes és mesterséges szteroid hormonok, mint fekdlis és
novényi eredetli szterolok. A vdlasztott hisz vegyiilet koziil kettd, a koleszterin és a
[-0sztradiol mar szerepelt a korabbi vizsgalatokban [19].

Az 0Osszetevok jellemzd fizikai adatai €s szerkezeti képletei megtaldlhatéak a

4. tablazatban és a 2. abran.
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4. tablazat A valasztott szteroid vegyiiletek tipusai és fontosabb fizikai adatai

CAS Oldl,lat(’)- )
Vegyiilet sZ4m Mt sag Szteroid tipusa
(ng/L)
1. Androszteron 53-41-8 [290.44 12 természetes androgén
2. [-Osztradiol 50-28-2 272.39| 3.60 természetes Osztrogén
3. Transzdehidroandroszteron | 53-43-0 |288.42| 64 természetes androgén
4. Transzandroszteron 481-29-8 1290.22| 20
5. Mesztranol 72-33-3 [310.43| 3.77*! mesterséges Osztrogén
6. Dihidrotesztoszteron 521-18-6 1290.44| 52500 természetes androgén
7. Etinildsztradiol 57-63-6 |296.40 11 mesterséges 0sztrogén
8. Tesztoszteron 58-22-0 |288.42 23 természetes androgén
9. Noretiszteron 68-22-4 1298.42| 7.0 |mesterséges progesztogén
10. Osztriol 50-27-1 [288.38| 441+ természetes Osztrogén
11. 4-Androszten-3,17-dion 63-05-8 [286.19 58 természetes androgén
12. Gesztoden 60282-87-3(310.43 -
13. Levonorgesztrel 797-63-7|312.45| 2.05 |mesterséges progesztogén
14. Etonogesztrel 54048-10-11324.46| 7.4
15. Koprosztanol 57-83-0 |314.47| 8.81 fekalis szterol
16. Progeszteron 360-68-9 388.67| 4107 |természetes progesztogén
17. Koleszterin 57-88-5 | 386.6 95 fekalis szterol
18. Medroxiprogeszteron-acetat 71-58-9 |386.52| 2.95 |mesterséges progesztogén
19. Sztigmaszterol 83-48-7 412.69/1.1-10** Stossterol
20. p-Szitoszterol 83-46-5 414.72| 0.32

Jelolések: Mt = dtlagos molekulatomeg, " = becsiilt adatok [111]
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1. Androszteron 2. p-osztradiol

HO\\“\\‘

HO

3. Transzdehidroandroszteron 4. Transzandroszteron

HO

HO

5. Mesztranol 6. Dihidrotesztoszteron

o]

HO 0

9. Noretiszteron 10. Osztriol

vl OH

HO

2. abra A vizsgalt szteroid vegyiiletek szerkezeti képletei
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11. 4-Androszten-3,17-dion 12. Gesztoden

HO
H

17. Koleszterin

HO

19. Sztigmaszterol 20). p-szitoszterol

2. abra (folytatas)
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5.2. A szteroid vegyiiletek szarmazékkészitési tanulmanya

A 4.2.1-4.2.2. fejezetekben ismertetett, a vizsgalt vegyiiletek vélaszjelét, elicids
profiljat és fragmenticios viselkedését bemutaté tanulmdnyok az optimélisnak
bizonyult, a hosszi ideje alkalmazott, kétlépéses szarmazékkészito eljarassal késziiltek.
Ugyanakkor, hogy az ismertetett szakirodalom [4,23-79,93-103] soksziniiségének
fényében bizonyitsam a moddszer alkalmazhatésagit a szteroidok esetében is, a
kiilonboz6 szarmazékkészitd mddszerek részletes 0sszehasonlitdsa volt sziikséges.

Elséként a leggyakrabban haszndlt szililezOszerek szigorian azonos
koriilmények kozotti (azonos mértékii reagens felesleg, reakci6ido- és hofok)
Osszehasonlitdsat végeztem (4.2.3. fejezet). Ezt kdovetden az alkalmazott reakci6idot- és
—ho6fokot optimalizaltam (4.2.4. fejezet).

Az megfeleld szarmazékkészitési eljards ismeretében, jellemeztem az egyes
szarmazékok vélaszjelének reprodukdlhatosdgat az injektdlt mennyiségek tiikrében,
valamint meghataroztam a médszer LOQ értékeit (4.2.5. fejezet).

A tanulmanyozott szteroidok optimadlis szdrmazékkészitési koriilmények kozott
késziilt trimetilszilil-, valamint trimetilszilil-oxim-étereinek kromatografids é&s
fragmentaciés adatait a 6. tdbldzat tartalmazza. Az egyes vegyiileteknek megfeleld
trimetilszilil-(oxim)-€ter szdrmazékok jellegzetes eliicids profiljat, tomegspektrumat €s
molekulaszerkezetét a jellemzd fragmens ionokkal, a 3. és a 4.a.-g. dbrdkon

szemléltetem.

5.2.1. A szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterek elicids profilja és valaszjele

A ketocsoportot tartalmazd szteroidok esetében (6. tdblazatban *-gal jelolt
vegyiiletek), a kétlépéses szarmazékkészités (1. oximalds, 2. trimetilszililezés)
kiemelkedden fontos: kivétel nélkiil, valamennyi ketoszteroid trimetilszilil-oxim-éterré
alakithatonak bizonyult.

A ketoszteroid-oxim-éterek legtobbszor két csicsban, mint szin és anti oximok,
ritkdbban egy csucsban (androszteronok, tesztoszteron, medroxiprogeszteron-acetat)
eludlédnak. A szin és anti izomereknek megfelelé kromatografids csicsok ardnya (6.
tdblazat, 5. oszlop) 0,26 (progeszteron) €s 0,95 (dihidrotesztoszteron) kozott alakult,
5,7 RSD% éatlagos reprodukdlhatésaggal. A kordbbi tapasztalatok alapjan [17] varhat6
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6. tablazat Szteroid trimetilszilil-(oxim)-éter szarmazékok eliciés és fragmentacids

adatai
" N
) "“é te .R - SFI-k, m/z Valaszjel, =
Vegyiilet RS szin/anti IE/pg *
& g (perc) . —— o
oximok | [M] |[M-15]"| Tovabbi ionok | (RSD %)
A 1887 - - 449 | 434 [360;270;213 57710(59)
£ ) ) s
1. Androszteron B | 1788 ; 362 | 347 272,257 27749 195)| > %
2. BOsztradiol AB| 1915 - 416 | 401 326285231 72059(1,12)| -
3. Transzdehidro- A 19,41| - - 447 432 |358;318;268 21254(6,3) 152
androszteron™ B 1844 - 360 | 345 [270;129 13983(3,55) |
4. A [1950] ; 449 | 434 [360;270;213 W71 355)| 5
Transzandroszteron®*| B 18,50 - 362 | 347 272 15419@421)| —
5. Mesztranol A/B 19,62 - 382 367 227,174 30815(5,1) -
6. Dihidro- A& (1968|1986 095 (127)| 449 | 434 Bd4;254,211;129 | 32266(5,1) | -
tesztoszteron
7. Etinilosztradiol | AB| 1997 ; 440 | 425 285231 34140 347)| -
A 2003 - - 447 | 432 [211:358;343 23993 (3,04)
ES ) 5
8. Tesztoszteron B | 1937 - 360 | 345 [270:226 14455 (338) 166
. A [19471955] 05499) | 457 | 442 [368;317;302;200 | 28021 (69)
*
9- Noretiszteron B | 1883 ; 370 | 355 [303.209.167: 125 | 6397 (1.63) | 2
10. Osztriol AB| 1949 - | 504 | 489 ‘2‘;‘6‘3 ggg; 324315 68864.(229)
11. 4-Androszten- | A |2064] 2070|047 (147)| 460 | 445 371211 HITI®G) | 4
3,17-dion* Cc| 1916 ] 286 | 271 [201;148; 124 8018(65) | ™
A 20912101 | 045(59) | 469 | 454 440380 12012 (6,8)
ES
12. Gesztoden B | 2037 ; 382 | 367 [353:338;325 85804 | 40
A 2LI3[2124[049@350)| 471 | 456 [442;382;331 16509 (80)
E3
13. Levonorgesztrel®) - =270 ; 384 | 369 [356:341:317 5017 (52) 27
A |2146]2057]036(2,70)| 483 | 468 |454;394;343;153 | 12828(9.0)
*
14. Etonogesztrel™ | 5 =5 o4 _ |39 | 381 P67;329 71664.23) |
15. Koprosztanol A/B 21,77 - 460 445 370,257,215 2229 (2,05) -
A [222202230] 026(14) | 483 | 473 [399;344;211; 145 | 20855 (89)
*
16. Progeszteron C | 2074% - 386 | 371 [314:272;229% | 4573 (147) 456
17. Koleszterin AB| 2255 ; 458 | 443 358;353;320 | 21719(446)| -
18. Medroxi- A | 2316 - 473 | 458 [T1:280,205.209 | 1299419) || o
progeszteron-ac.* | C | 21,63 - 386 083;301,244% | 850(58) | °
19. Sztigmaszterol | A/B 23,82 - 484 | 469 [394;379;255;129 | 14085 (248) | -
20. p-Szitoszterol | A/B| 2453 - 486 | 471 [396;381:255,129 | 3697(58) | -

Jelolések a roviditések jegyzékében, valamint: * = ketoszteroid; A = TMS-(oxim)-éter;

B = TMS éter; C = valtozatlan forma; -. = nincs adat; [M][

= molekulaion; R*,

szin/anti oximok = szin/anti oximok ardnya; IE = integritor egység; R*>"" = a TMS-
éterek és TMS-oxim-éterek valaszjelének aranya; & = TMS-étert nem detektdltam; () =

RSD%.
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volt, hogy ezek az ardnyok jellemzdek az egyes vegyiiletekre €s fiiggetlenek az injektalt

mennyiségeiktol.
Ennek megfeleléen, az (founts; szin/anti oxim aran
21 2 " 20, 2000 pg: 0.57
alapvonalon elvdlé dihirotesztoszteron 1 1000 pg: 0.59
. . . .. . 500 pg: (.49
szin és anti oxim izomerjeinek ardnya, 5 250 pa: 0.52
és 2000 pg injektalt mennyiségek kozott, 157 100 pg: 0.46
50 pg: 0.58
SFI-k alapjan értékelt csucsteriileteit ]
. . 104
figyelembe véve (a kromatogramokat ]
nem tiintettem fel), 0,93 és 0,95 kozott ]
54
véltozott, kivéld, 1,27 RSD%-os étlagos
szordssal. Még a noretiszteron-oximok 0 //\\
aranya is elfogadhat6 _ 20'2__’ 20'_.’0

reprodukdlhatésdgot  mutatott,  annak 3. abra. Noretiszteron-oxim-1,2: szin és

ellenére, hogy az anti izomer koeliciéba  anti oxim csucsteriiletek ardnya, 50-2000
pg injektdlt mennyiség esetében, SFI-k
alapjan, m/z értékeket lasd: 4.c. dbra és 6.
9,9 RSD% szorassal valtozott (3. dbra.) tablazat.

1épett az Osztriollal: 0,46 és 0,59 kozott,

A szdarmazékok vdlaszjeleir6l A4ltaldban megallapithatd, hogy széles
tartomanyban valtoztak: 850 IE/pg (medroxiprogeszteron-acetat, viltozatlan formédban)
és 72059 IE/pg (f-0sztradiol) kozott. A mérések RSD%-kal (zardjelben) jellemzett
reprodukdlhatésdga 1,12% (f-6sztradiol) és 9,0 RSD% (etonogesztrel) kozott alakult,
4,78%-os atlaggal.

A trimetilszilil-oxim-éterek  vélaszjelének ardnyat a csak trimetilszilil-
éterekéhez, vagy a valtozatlan formaban meghatarozottakéhoz viszonyitva, a 6. tdblazat

7 pd *
utolsé oszlopédban, az R SHI

aranyszamokkal jeloltem. Ez az ardny minden ketocsoporttal
rendelkezd vegyiilet esetében >1, azaz 1,46 (gesztoden) és 4,56 (progeszteron) kozott

valtozott.

43



doi:10.14753/SE.2014.1870

5.2.2. A szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterek fragmentacios viselkedése

A szteroid szdrmazékok tomegspektrumainak értékelése kozben vildgossa valt,
hogy a szerkezetbeli rokonsiag hasonl6 fragmentéacioés viselkedéshez vezet. Valamennyi
szteroid elucids profiljat és tomegspektrumat, az egyes szarmazékok szerkezeti képletét
-a fragmens ionoknak megfelel6 molekularészletek megjelolésével-, egy standard
oldatbdl rogzitett kromatogram részletein mutatom be a 4.a.-g. dbrakon. A szterdnvaz
gylrtinek betlijeleit €s a szénatomok szdmozdsit az androszteron-trimetilszilil-oxim
példaja szemlélteti (4.a. dbra).

Valamennyi szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éter tomegspektrumaban
megfigyelhetdek a  trimetilszilil-szdrmazékokra  jellemz6, egy  metilcsoport
elvesztésével, és a TMSO és a TMSOH csoportok leszakaddsaval keletkezd SFI-k is.
Annak alapjan, hogy ezek az ionok milyen ardnyban vannak jelen a tomegspektrumban
a szteranvaz toredezésébol keletkezd egyéb szelektiv ionokhoz viszonyitva, a vizsgélt
szteroidok hdrom csoportra oszthatéak: ezek a 17-ketoszteroidok, 3-ketoszteroidok és a

csak hidroxilcsoporttal rendelkezd szteroidok.

M Count: 3 20100708 _steroids_sandard.sms TIC M
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4.a.-4.g. abrak. A szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterek eliciés profiljai és tomeg-
spektrumai modell oldatokbdl készitve.
4.a. abra.
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A 17-ketoszteroidok spektrumainak legjellemzdobb elemei a Ciy és a Cis,
valamint a Cg és a Cj4 szénatomok kozotti kotések felhasadasat kovetden, a D-gylrii
leszakadasaval keletkezé ionok: m/z 270 (androszteron: 4.a. dbra, 1A spektrum;
transzandroszteron, 4.b. dbra, 1A spektrum) és m/z 268 (transzdehidroandroszteron, 4.a.
abra, 3A spektrum). Ugyanakkor a 17-ketoszteroidokat jellemzik a C; és a Cg, valamint
a Gy és a Cyp szé€natomjaik kozotti kotések felhasadasa, majd a C és a D gyfirlik egyiittes
leszakadasaval keletkezé fragmensek: m/z 213 (androszteron, transzandroszteron) és
m/z 211 (dehidrotesztoszteron, 4.b. dbra, 3A, 3B spektrumok), bar ezek az ionok
csekély intenzitdssal jelentkeznek a spektrumban.

A 3-ketoszteroidok {4.b.-e. abrdk, (6,8,9,12,13) vegyiiletek} fragmentacids
viselkedése, beleértve a 3,17-diketoszteroidokat is {4.d. és 4.f. abrak, (11,16)
vegyiiletek }, hatdrozottan elkiilonithetd a 17-ketoszteroidokétdl {4.a.-b. és 4.d. dbrak,
(1,3,4,11) vegyiiletek }. A legnagyobb intenzitassal jelentkezd ionjaik minden esetben a
molekulaion ([M][]) és/vagy az egy metilcsoport elvesztésével keletkez0 fragmens ion
(IM-15]%) voltak, igy a dihidrotesztoszteron szin és anti oximok (4.b. 4bra, 3A, 3B
spektrumok), a tesztoszteron-oxim (4.c. dbra, 2A spektrum), a gesztoden (4.d. dbra, 3A,
3B spektrumok), a 4.e. dbrdn bemutatott levonorgesztrel (1A, 1B spektrumok) és az
etonorgesztrel (2A, 2B spektrumok), valamint a progeszteron (4.f. dbra 1A, 1B
spektrumok) szin €s anti oximok eseteiben.

A csak hidroxilcsoporttal rendelkezd szteroidok TMS-étereinek spektrumai —a
koprosztanol kivételével-, nagyfokd stabilitdsrél tandskodnak: jellemz6 ionjaik a
molekulaion és az egy metilcsoport elvesztésével keletkezd fragmens ion (6. tdblazat,
4.a.-g. abrak). Ezek mellett a hidroxiszteroidok spektrumaira kivétel nélkiil jellemzoek a
Ciz és a Cy7, valamint a Ci4 és a C;5 szénatomok kozotti kotések felhasadasanak
eredményeként, a D gylrli leszakaddsaval keletkezd ionok. A vegyiiletek egyéb
szubsztituenseitdl fiiggden, az m/z 285 (f-Osztradiol: 4.a. dbra, 2A spektrum), az m/z
227 (mesztranol: 4.b. dbra, 2A spektrum), az m/z 285 (etinilosztradiol: 4.c. dbra, 1A
spektrum:), az m/z 270 (6sztriol: 4.d. dbra, 1A spektrum), az m/z 215 (koprosztanol: 4.e.
dbra, 3A spektrum), és az m/z 213 (4.g. dbra: sztigmaszterol, 1A spektrum; p-

szitoszterol, 2A spektrum) ionok jelentkeznek nagy intenzitassal.
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5.2.3. A leggyakrabban hasznalt szililezoszerek osszehasonlitasa

Az irodalomban leggyakrabban alkalmazott szililezoszereket (BSTFA, MSTFA,
MTBSTFA) a kordbban is alkalmazott HMDS+TFA reagenssel hasonlitottam 6ssze, az
oximképzést kovetden, a vizsgalt szteroidok kivalasztott képviseldinek esetében. A
kisérletek sordn a HMDS-sel képzett szarmazékok stabilitdsat is vizsgaltam: a
kozvetleniil szarmazékkészités utan és 12 oOraval késobb, valamint a kilonbdzo
reagensekkel képzett szarmazékok vélaszjeleit a 7. tdblazatban Osszesitettem.

Az adatok azt mutatjak, hogy a kiilonb6z6 szililezOszerekkel képzett szteroid-
trimetilszilil-(oxim)-éterek vdlaszjelei —a BSTFA-hoz kapcsolddd, valamivel kisebbek

kivételével (7. tablazat, utolso két oszlop)-, 6sszemérhetdek.

7. tablazat Természetes és mesterséges szteroidok szarmazékkészitési tanulmdnya:
szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterek valaszjele az alkalmazott szililezoszer
fiiggvényében, 500pg vegyiiletnek megfelel6 modelloldat GC-MS mérése és szelektiv
fragmentum ionjaik alapjan torténd kiértékelése szerint
Integrator egység / injektalt pg

Kérilménvei HMDS+TFA MSTFA BSTFA
oriilményei—

ilet U A RSD AP RSD ’RSD% AV? RSD AV? RSD

Vegyiilet % % |(At + Atl”) % %

Androszteron 37603 4,58 |35034 (0,98 4,04 36235| 8,5 |19478]| 3,69
S-Osztradiol 45204 3,31 (46239|1,71 2,04 50131 3,42 |45874| 2,83
Mesztranol 197933,90 |212800,37 4,94 21033 ] 2,00 | 18803 | 4,17
Etinilosztradiol |22865|1,31(21437/0,93 1,94 23389| 0,74 |21868| 1,96
Tesztoszteron 17229]1,85]15946| 1,31 3,89 18857| 3,35 |13803| 5,4

Szililezés

Osztriol 664303,71 |61005]0,31 4,40 69534 | 2,78 [64454| 2,65
Noretiszteron 11989| 6,6 [11590|0,18 2,03 13299| 4,43 | 8316 | 5,5
Gesztoden 6769 | 7,2 | 6319 | 1,48 5,1 7121 | 6,4 | 4884 | 4,41

Levonorgesztrel | 8985 |1,35]| 9314 | 1,90 1,64 10439| 5,9 | 6799 | 4,25
Etonogesztrel 8307 | 5,2 | 7957 4,53 5,2 9818 | 3,45 | 5768 | 4,12
Sztigmaszterol | 9280 | 4,48 | 8929 | 0,39 1,50 9053 | 5.4 |11265]2,94
Jelolések a roviditések jegyzékében, valamint: Atl® = kdzvetleniil higitds utén; Atl® = 12
6raval késébb mérve, Atl" + Atl” = a 12 6ra kiilonbséggel mért adatok RSD%-a.

Vizsgaltam a HMDS+TFA reagenssel késziilt szdrmazékok iddbeli stabilitasat (a
tobbi reagenssel késziiltekhez hasonléan —az adatok bemutatdsa nélkiil): a kozvetleniil
higitast kovetéen és 12 ordval késobb késziilt felvételek adatai a 7. tdblazat elsd ot
oszlopaban szerepelnek. A 12 ora kiilonbséggel mért valaszjelek szoérdsa 1,50-5,2
RSD% kozott alakult. A higitott formaban tarolt szarmazékok stabilitdsanak

vizsgalatira a GC-MS késziilék automata mintaadagoldjdban, sokszor egész €jszakén at

49



doi:10.14753/SE.2014.1870

tart6 tarolds miatt volt sziikség. A higitatlanul, hiitOben tarolt szarmazékok stabilitdsardl
a4.2.5. fejezetben lesz szo.

Az MTBSTFA kizarélag a hidroxiszteroidokkal 1épett reakcidba: a szarmazékka
alakitds nem volt teljes, és a keletkezett terc.butil-dimetilszilil-éterek valaszjele igen
kicsi volt. A f-Osztradiol esetében a mono- és diszubsztitudlt TBDMS-szarmazékok
egyiittes vdlaszjele sem haladta meg a TMS-éterek vélaszjelének felét. Az
etinilosztradiolbdl egyetlen szarmazék keletkezett, jollehet ennek vélaszjele sem haladta
meg a TMS-éter valaszjelének felét.

Az ismertetett adatok alapjan, a tovdbbi vizsgédlatokhoz a HMDS+TFA reagenst
véalasztottam, mivel ugyanolyan hatékonynak bizonyult, mint az MSTFA vagy BSTFA
(7. tablazat); az MTBSTFA -a kordbbi irodalmi tapasztalatokkal [61,98,99]
egybehangz6an-, nem reagdlt a sztérikusan gatolt hidroxilcsoportokkal; tovabba, a

vizsgalt lehetdségek koziill a HMDS/TFA volt a legkoltséghatékonyabb megoldas.

5.2.4. Az alkalmazott reakci6ido és hofok hatisanak vizsgalata a

szarmazékkészités mindkét 1épésének esetében

A szteroidok vélasztott képviseldinek kétlépéses (1. oximalds, 2. szililezés
HMDS+TFA reagenssel) szarmazékka alakitdsat a reakcioidd és a —hofok
fiiggvényében mértem (8. tdblazat). Az oximalas koriilményeinek optimalizaldsa sordn a
trimetilszililezés, mig a trimetilszililezés koriilményeinek optimalizdldsa sordn az
oximalas szigorian azonos koriilmények kozott tortént.

A kolcsondsen valtoztatott koriilmények vizsgalataval vilagossa vélt, hogy az
50°C alkalmazasanak kivételével (dolt betivel szedett adatok: androszteron
trimetilszililezés és noretiszteron oximdlds esetében), minden alkalmazott koriilmény, a
szarmazékkészités mindkét 1épésének tekintetében kielégité eredményekkel szolgdlt: a
kiilonbozé feltételek kozott késziilt vegyiiletek vélaszjelének szoérdsa 1,27-6,9 RSD%
kozott alakult.

Kovetkezésképpen, a kordbbi tapasztalatok [17-20] figyelembe vételével, az
optimdlis reakcidkoriilményeket az oximdlas esetében 70°C, 30 perc €s trimetilszililezés

sordn 70°C 90 percben allapitottam meg.

50



doi:10.14753/SE.2014.1870

8. tablazat Természetes és mesterséges szteroidok szarmazékkészitési koriilményeinek
optimalizdldsa: az oximdlds és a trimetilszililezés sordn, a reakcididé és a -hofok
valtoztatdsaval nyert szarmazékok valaszjelei, modelloldataik GC-MS mérése és SFI-k
értékelése szerint.

ey 2 IE / injektalt pg
Szililezés T TR PP IS
koriillményei Oximalas T ”h'I:,lf'.lIlriletllSlelle??'S -
= Reakciéhéfok, °C Reakcididé, |Rea c:o ofok,| Reakcidido, —
Veaviilet U perc C perc Atl.
gy 50 ] 70 | 90 | 60 [ 90 | 50 | 90 | 60 | 120
57925 | 58953 | 58235 | 58965 | 59477 | 52479 | 57306 | 56595 | 55594 | 57881
Androszteron

G | Ao | 1,2 | 6,00 | 8, | (75) | A | (5,7 [(0,76) | (1,79)
74401 | 71707 | 73341 | 73252 | 72380 | 72901 | 69000 | 72197 | 69890 | 72119
427) | (6,2) [ (3,85 [ (1,90) | (1,7 | 6,1) | 89 | 42) | (2,83) | (1,7
30858 | 31752 | 30774 | 32637 | 31649 | 30858 | 30128 | 30638 | 29894 | 31021
(2,19 | 8,2) [(0,13) | (1,16) | (2,40) | (4,33) | (8,5 |(0,22) | (0,23) | (2,13)
Etinildsztradi | 32536 | 34892 | 34694 | 36123 | 35311 | 34226 | 32053 | 34646 | 32338 | 34091
ol 4,13) | (6,8) | (7.8) | (1,16) | 5.4 | 82) | 9,2) | (6,1) | (3,01) | (3,48)
23486 | 23650 | 24038 | 23586 | 22192 | 24299 | 24921 | 23082 | 14639 | 15071

11 [ 6,8 [(1,82) [ 454 [ (148) | (74 | (A0) [ (1,16) | (3,15) | (2,48)
64602 | 66030 | 67578 | 65531 | 64876 | 67373 | 65275 | 65490 | 64902 | 64740

S-Osztradiol

Mesztranol

Tesztoszteron

Osziriol 7,6) | 6,0) | 6,5 | (1,67 | 415 | G,1) | 6,5 | (1,23) | (3,05) | (1,27)
Noretispteron | 24979 | 27930 [ 25761 [ 29396 | 28589 | 26486 | 25422 | 25391 | 26175 | 26892

61) | 6,7 | @,76) | 2,99 | 3,85 | (1,17) | (16) | (10) | 4.47) | (4.87)
Gosstoden | 11890 11790 [ 10927 12450 | 12097 | 11896 | 10705 | 11796 | 10432 | 11554

6,1) | (10) | (6,4) | (3,00) | (6,9) | (2,05)| (8,0) | (6,0) | (1,05) | (5,0)

Levonorgesztr| 16159 | 16310 | 15956 | 16318 | 15521 | 15570 | 14989 | 15374 | 15076 | 15696
el 4,52) | (8,0) | (0,83) | (1,54) | (1,90) | (1,84) | (11) | (7,8) | (0,32) | (2,77)
10649 | 10729 | 10007 | 11087 | 10143 | 9837 | 10003 | 9735 | 10027 | 10246
5.3) | (7,2) | 5,3) | (385 | (462) | (84) | (10) | (6,1) | (2,54) | (3,74)

Etonogesztrel

12601 | 11953 | 14049 | 12480 | 12367 | 14268 | 12369 | 12593 | 12987 | 12974

(3,58) | (4,62) | 3,50) | (7,0) | (12) | (2,19 | (10) | B,0) | (2,28) | (5,0)
2622 | 2757 | 2971 | 2537 | 2938 | 2891 | 2364 | 2754 | 2552 | 2753
an [ ao [ 83) [ 68 | (7,5 | G | A0 [(323) | an [ &9

Sztigmaszterol

S -Szitoszterol

Jelolések a roviditések jegyzékében, valamint: * = a trimetilszililezés egységesen, 70
°C-on, 90 percig tortént; ** = az oximadlds egységesen, 70 °C-on 30 percig tortént; dolt
szedésii adatok = az 4tlagbél elhanyagolva; Atl.*** = a kiilonboz6 koriillmények kozott
késziilt szarmazékok valaszjelének atlaga; () = zardjelben az RSD%.

5.2.5. A szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterek valaszjelének reprodukal-
hatosaga az injektalt mennyiségek fiiggvényében

A bemutatott szadrmazékkészitési tanulmanyokat kdvetden, a szteroid vegyiiletek

nyolc, 1,88-750 ng/L kozotti mennyiségnek megfeleld trimetilszilil-(oxim)-étereket

hatdroztam meg két parhuzamosban késziilt modelloldatokbdl, oldatonként hdrom

injektdldssal. Az SPE kivonds hatdsfokat 1-2 pg/LL mennyiségli standard oldattal

hozzéaadott kifoly6 szennyvizmintak extrakcidjaval vizsgéltam.
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Az Osszesitett adatokat, az egyes vegyiiletekhez tartoz6 LOQ és SPE
visszanyerés értékekkel, a 9. tdblazat tartalmazza.

Az egyes szarmazékok vdlaszjeleinek sajatossidgai Osszefiiggést mutattak az
eredeti molekulaszerkezettel. A hidroxiszteroidok (9. tablazat, 2., 5., 7., 10., 15., 17,
19., 20. vegyiletek) valaszjeler kivétel nélkiil kitind linearitdst mutattak:
reprodukalhatésdguk 1,73 RSD% (f3-6sztradiol) és 5,4 RSD% (sztigmaszterol) kozott
alakult. A ketoszteroidokat részben linedris valaszjeliik alapjan (9. tdblazat, 1., 3., 4., 8.,
9., 12. vegyiiletek), részben kalibracids gorbe alapjan (9. tablazat, 11., 13., 14., 16., 18.
vegyiiletek) mértem. Az RSD% értékkel jellemzett reprodukalhat6sag mindkét esetben
elfogadhatd volt. A linedris vélaszjelet szolgaltatd ketoszteroidok reprodukdlhatésdga
2,31 RSD% (gesztoden) és 5,8 RSD% kozott volt. A legkedvezdtlenebb
reprodukdlhat6sdg a medroxiprogeszteron-acetité (legnagyobb vélaszjel 1508 IE/pg,
reprodukdlhatésdg 2,7-23 RSD% kozoétt), mig a legkedvezObb a progeszteroné
(legnagyobb viélaszjel 30041 IE/pg, reprodukdlhatdésag 2,1-8,5 RSD%) volt.

A hitében tarolt, szarmazékka alakitott oldatok stabilitdsat 75 napon at kovettem
nyomon (9. tdbldzat, 6-8. oszlopok adatai). A vizsgdlt torzsoldatokbdl ez alatt az
iddszak alatt hdrom izben készitettem és mértem friss higitdsokat: 2010. jdlius 8 és 28,
szeptember 16. Az 1igy kapott vélaszjelek -még a kalibriciés gorbe alapjan
meghatdrozott vegyiiletek esetében is-, kitlind, 0,13 RSD% és 5,9 RSD% kozétti
reprodukalhatésdgot mutattak, 2,78 RSD% atlaggal.

A 375 upl-es, szarmazékka alakitott torzsoldatok higitds nélkiill késziilt
méréseinek esetében az LOQ értékek 1,88-37,6 ng/L kozé estek. (A szennyvizmintdk
mérésekor, az injektorbetét gyors eltomddésének elkeriilése érdekében, a torzsoldatok
2,5-10-szeres higitasa volt sziikséges.)

Az SPE extrakcié visszanyerésének szdzalékos értékei a legtobb szteroid
esetében 79% (mesztranol) és 106% (etonogesztrel) kozott alakultak. A szterolok:
koprosztanol, koleszterin, sztigmaszterol és f-szitoszterol visszanyerése, valdsziniileg
csekély vizoldhatésdguk miatt, és a kordbbi tapasztalatoknak megfeleléen [19],
atlagosan 34% volt (31% a koleszterin, 27% a sztigmaszterol, 40% a koprosztanol és

36% a f-szitoszterol visszanyerése).
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9. tablazat Természetes és mesterséges szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterek kiilonb6z6é injektdlt mennyiségeinek
reprodukdélhat6saga modelloldatokbol, GC-MS mddszerrel, SFI-k alapjan.

Szarmazékka alakitva: n

o/L

Szteroidok 1,88 | 3,76 | 18,8 | 37,6 | Jil. | Jul. |Szept.| 187,5 | 375,0 |750,0| Atl* | 5 | £ % g
08 | 28 | 16 S |gf ~
IE/pg -

1087534062 44235 [49550]49158]50742] 57710 | 61074 [61658] 60147 101
1. Androszteron <LOQ| 3 7)) 1 (1.77)| (2,29) (1.66) 30) | 2.50) |2.96)| 2.70) "¢ 100 (2.86)
. f-Osztradiol 72326 | 7155571561 | 75445 | 71517]69237] 71498 | 74627 | 72035 [70789] 72059 L8| 50| 9
) (0,83) | (1,55) | (1,84) | (5,46) (1,85) 4,18) | (30) | 2D |(L,73)| ©(1,85)
3. Transzdehidro- 9008 |13 139]15971|16174| 1548719231 | 21292 [23239| 21254 107
androszteron | POQ|<LOR| i576) 17 (15) (2.22) 4.26) | 3.50) |4.26) 6.3) | &3] 20 |(1.63)
4. Transz- 21177 34092 |38820]40630| 37798 | 44366 | 50977 |54017|49787 96
androszteron | <POQ|<LOQ 2,82)| (5,7) (3,67) 4,71) | (2,88) |(2,23)] (3,55) 18,81 50 (1,66)
s Mesztranol 32443 (3470830714 | 34711 |28726]29232[28499] 29553 | 29582 [29982[ 30815 e8| 5 | 79
) (7.3) | 5,1) | (5.4) | (4,43) (1,30) (3,30) | (0,11) |(2,7D)| (5,1) |~ (2,09)
6. Dihidro- 2241325272 [29279]30439[28994 | 31798 | 33260 |34545| 31386 86
tesztoszteron | <POQ|<LOQ (3,51)| (89) (1,96) (2,52) | (1,12) |(3,13)] (5.8) 18,81 50 (3,31)
b Etinilssatradiol | 22550 | 33992 35473 | 34205 3448435666 | 35573 | 34745 | 34974 [35698| 34140 88| 50| 90
) (3,40) | (1,58) | (6,9) | (0,67) (1,86) (2,55) | (3,37) |(2,14)| 3.47) | 4,61
36705 33793 [25470]23941|26998 | 23 993 |24 178 24699 24838 89
8. Tesztoszteron |<LOQ [<LOQ 2.33)| (8.5) @.0) .1 | (1.03) (162|321 18,8 50 (2.39)
. 11301 [ 21235 24369 [ 26000]25284]26720| 28021 | 28707 [30792[27587 100
9. Noretiszteron |<LOQ 4.30) | (3.16)| (1.04) (1.83) @.07) | 4.48) [0.98)| (5.7) 3,76 10 (1.50)
10, Osatriol 69015 | 65139 | 70267 | 70678 |68532]65082]72072 | 70878 | 69791 |66618| 68864 Lesl s | 9
) (4,69) | (4,26) | (3,00) | (2,00) (5,1 (2,02) | (53,9) |(3,54)|(2,29) | (2,74)
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11. 4-Androszten- 9585 | 9860 |15609]16243]14439] 21573 | 24967 [27792|Kalibr. 92
317-dion | SHOQI<LOQ 560y 1 (2.50) (5.9) 2,10)| (52) [ (7.8) | eorbe | B8] 20 | 5.8
8045 | 8879 |10115]10013]10259] 12012 | 12032 [12680] 12241 o1
12. Gesztoden | <LOQ|<LOQ| ¢ o | "% (123) (105 | 240 [(235)| (231 | 18:8] 50 |41,
13. Levonor- 12423 | 13142 |14853]14315] 15357 16509 | 17433 |19403|Kalibr. 101
gesztrel <LOQ|<LOQ[ 5 47) | (9.6) (3.51) 6,0) | (2.38) |(1,34)] gorve | 1S8] 20 |3.61)
9625 | 9953 |12100]11447]12624] 12828 | 14247 | 15608 Kalibr. 106
14. Etonogesztrel |<LOQ |<LOQ (2.05)| (6.0) (4.89) (1.66) | (1,40) |(4,06)| gorbe 18,8 50 .1
2374 | 2245 | 2162 [ 2155 | 2160 | 2659 | 2304 | 2204 | 2229 31
15. Koprosztanol |<LOQ |<LOQ 15) | (14) ©.17) (6,55) | (4,35) (1,93)] (2,05) 18,81 50 (1,79)
16 Prosespteron | 10899 | 11381 9525 | 12407 | 15617[15874] 14790| 20855 | 25041 |30041|kalibr. | oo| < | 95
- 1rog 85) (2691 (57) | (297) (3.67) (3,15)| (6,5) |(2,10)| gorbe | (3,20)
. 22513 | 23381 |20109]20058[20099 | 22158 | 20892 [21249] 21719 27

17. Kol LOQ |<L 1
oleszterin | <LOQI<LOR| 4 41)| (13 0.13) (3.70) | 2.68) | 6.8) | (4.46)|'>3| 20 | (10)
18. Medroxipro- 639 | 961 1259 | 1520 | 1508 |Kalibr. 102
seszteron-acetdres | TOQ<LOQI<LOQ I 55y =5 ] 9.6) | (66) |(2.70)| gorve. | >0 19| (10)
. 14702 15854 | 13162[13611] 12613 | 15237 | 13623 |13398| 14025 40
19. Sztigmaszterol | <LOQ | <LOQ 5.8) | (6.0) 2.62) @4,16) | (1.21) |(4.26)| (5.4) 18,8 50 (5.3)
. 3634 | 3910 | 3758 | 3932 | 3538 | 3730 | 3605 | 3544 | 3639 36
20. [-Szitoszterol | <LOQ [<LOQ 5.3) | 5.7) ) 4.26) | 3.77) [0.87)] 2.77) 18,8 50 (1.42)

Jelolések: () = RSD%; Rec% = SPE visszanyerés %-a; Atl.* = két parhuzamos szarmazékkészités €s 3-3 injektalas
alapjan, a dolten szedett adatok elhanyagoldsaval; ** = figyelembe véve, hogy 1 pL keriilt injektdldsra a 375 pl-es
torzsoldatbdl (ng/L = injektalt pg * 375); LOQ = meghatdrozasi hatar, S/N > 10; kalibr. gorbe = kalibracids gorbe.
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5.3. Két magyar szennyyviztisztité telep mintainak elemzése
A 2009 decemberétol 2010 szeptemberéig tartd, 10 hénapos iddszak alatt két
(Dél-Pest, Telki) be-

szennyvizmintdinak osszetételét vizsgaltam az ismertetett modszerrel. A mért szteroid

magyarorszagi  szennyviztisztité  telep és kifolyd

koncentraciokat a 10. tablazatban Osszesitettem. A Telki szennyviztisztité telep 2010.
majusi befolyé mintdjaban azonositott szteroidok kromatogramjai az egyes vegyiiletek

tomegspektrumaval az 5. dbran lathatdak.

MC ounte

Opf7befdBesx001. sms lons: 449 0+450. 04434 0+435. 0+436.0+360.0+361 0+270.0+271.0+213.0

21

25
minutes
100% 2703 100%6-] 4483
75003 L13Ret7 = E 549 et
3 3602 = E
EYs0063 2131 g5 2857046 5% E
25%03 2,%51e+6||1,7|]?3 +6 Te | < E 4403
0% | m 1 2682 2710646 E
1009 273 5"%5 2,203e+6 l;gg‘zﬂs
‘?5%—5 9.20pe+6 2603 — E €
[E]s0%ed 2132 394946 E 25%‘5 E
soeg He ] T e || \ I \H‘
0% 3 | | | | : U%E
|||||||||||||||||| [rrrrrrooT TT T T T T T 1T TT T T T T 11T ) TT
R Match: 324[1 Fl\.llatc%lsqg'? 300 Ssuﬁcquuedﬂug 'z 250 dé}l{ m.-fz
1000 2152 37A[aDd 10003 3684
3 1,180e+7 1290e+7  : E 834Bet6
759 < 5% 3292 3
E : E 5068e+6
E : E 3493
£y 50003 sha Y s00%] 3,743e+6 3
3 2012 4470e+6 E 4583
E 2572 : E 2373et6
25043, 319846 E E 3oz
E 2362e+6 5%y 131l4e+6 ‘ 1 E
0% i 0% z ‘
LIRS AN LR N B b0 335 ado | avs | abo —
s 250 215 ado 32 5 375 300 325 350 375 435 450
il: 3 H Ac uz.l.tedl'\'.ange mz

5. 4abra. 2010. madjusi,

0,5L telk1 befolyé szennyvizben azonositott szteroid-

trimetilszilil-(oxim)-éterek SFI alapjan extrahdlt FS kromatogramjai: androszteron (1.
kromatogram, 1A spektrum), transzandroszteron (1. kromatogram, 1B spektrum),
androszten-3,11,diol-17-on (2. kromatogram, 2A spektrum), Kkoprosztanol (3.
kromatogram, 3A spektrum), koleszterin (4. kromatogram, 4A spektrum). (SFI-k a 6.
tdblazatban, és a 4.a.-g. dbrdkon.)
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10. tablazat Be- (bef) és kifoly6 (kif) szennyvizmintdk (0.5L) oldat fazisiban GC-MS eljarassal, trimetilszilil-(oxim)-éter
szarmazékként, SFI-k alapjdn meghatdrozott szteroidok

Magyar szennyviztisztité telepeken mért szteroidok: pg/L
Dél-Pest Telki Dél-Pest Telki Dél Pest Telki Telki
Szteroidok Januar Februar |Aprilisy M4 jus Junius Julius Szeptember
December 2009 7, 2010 2010 2010 2010 2010 2010
bef | kif | bef | kif | bef | kif | bef | bef | kif | bef | kif |befl””|bef™’| kif | bef | kif
4,09 0,74 3,96 3,25 | 1,08 2,17 | 2,21 4.28
Androszteron 5.1) <LOQ (0.05) <LOQ (10.0) <LOQ (1.48) | 6.2) <LOQ|<LOQ|<LOQ 2.48)1(0.75) <LOQ (1.68) <LOQ
1,70 0,78 0,138 | 1,87 4,00 | 3,53 2.91
Transz-androszteron (4.23) <LOQ |<LOQ|<LOQ (1.25) <LOQ ©0.601)|(1.07) <LOQ|<LOQ|<LOQ 5.5 | 6.2) <LOQ RE <LOQ
\Androszteron- 3,11-| 1,04 0,058 1,04 0,63 | 1,09 0,57 4,37 | 4,50
diol-17-on* 10) |99 7.2) |99 1,05) |99 (0,056)| (1,00) [0 2.44) [0V (4,13) | 3,96 [THOYTOY LR
,B—Osztradiol <LOQ | <LOQ |<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ %16()5(; <LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ(<LOQ
Osztriol <LOQ [<LOQ [<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ 0(?55)4 <LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ
Koprosztanol 180 16,2 | 188 | 2,11 | 302 | 15,1 100 144 | 20,0 | 45,0 | 6,40 | 44,0 | 31 <LOQ 20,0 | 4.16
p (3,26) | (8,3) [(3,24)|(4,75)((1,37)[(1,93)((0,737)|(3,51)| (5,4) | (6,2) |(4,34)|(1,96)[(0,21) (2.72)| (5.5)
eltavolitva** 91% 99% 95% - 86% 87% 100% 80%
Koleszterin 21 (7.4) 0,308 | 10,0 {0,437 37 | 1,39 13 8,50 | 0,96 | 6,70 {0,369 | 41,0 | 25,0 | 0,79 | 15 | 2,88
T 13B19) 10,69 (5,7 | (7,3) | 4,8) | 3,77) [(3,52)](4,13)[(4,80)[(2,14)| (5,6) [(1,18)] (13) | (5,7 [ (7,0)
eltavolitva ** 99% 96% 96% - 89% 94% 98% vagy 97% 80%
Sztigmaszterol <LOQ | <LOQ |<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ |<LOQ|<LOQ (i’gg) (15’261) <LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ|(<LOQ
eltdvolitva ** - - - - - - - - - 86% - - - - -
. 10,0 | 1,12 7,00 11 | 4,38
,B—SZItOSZtel‘Ol <LOQ [<LOQ 0.85)|(2.81) <LOQ|<LOQ|<LOQ [<LOQ|<LOQ (5.6) <LOQ|<LOQ|<LOQ|<LOQ 71.6) | (12)
eltavolitva ** - - 89% - - - - - 100% - - - 60%

Jelolések a roviditések jegyzékében, valamint: * = SFI alapjan azonositva; () =RSD%; bef"” és bef'’ = 0,5 L és 1,0 L szennyvizmintabdl,
2-2 parhuzamosban mérve; ** = a szennyvizkezelés sordn eltivolitva, a befoly6 szennyvizben mért mennyiség szézalékaban.
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Viarakozdsaimnak megfelelden, a ritkdn vizsgalt természetes androgének koziil
tobbet is sikeriilt nagy, tobb pg/L-es mennyiségben azonositanom: androszteront és
androszteron-3,11-diol-17-ont a nyolc mintavételbél hét, transzandroszteront hat
befolyé mintdban. Az androgének koncentraciéi 0,74-4,28 ng/L (androszteron), 0,138-
4,00 pg/L (transzandroszteron) és 0,058-4,50 npg/L. (androszteron-3,11-diol-17-on)
kozott valtoztak a befolyd szennyvizmintdkban, mig a kifolyé szennyvizmintdkban nem
voltak kimutathat6ak.

A tablazatban feltiintetett androszteron-3,11-diol-17-ont eldzetes fragmentum-
analitikai tapasztalataim alapjan (4.2.2. fejezet), kettds trimetilszilil-oxim-éter
szarmazék formdjdban azonositottam. A vizsgilatok idején a megfeleld vegyiilet
analitikai tisztasagi standardja nem volt elérhetd kereskedelmi forgalomban, igy a
mennyiségi meghatdrozdshoz az ismeretlen Osszetevohoz legkozelebb eludlodé
természetes androgén, a transzandroszteron vdlaszjelét haszndltam. Az androszteron-
3,11-diol-17-onként azonositott dsszetevd 2010. juliusi telki befolyd szennyvizmintdbol
rogzitett spektrumaét, és a vegyiilet di-TMS szarmazékanak szerkezeti képletét, az egyes
fragmens ionoknak megfeleltetett molekulatoredékek megjelolésével, a 6. &bran

mutatom be.

100% 4483 [

537=[M]_ N——OSICHs); Tspes
522=[M]-[CH3]
448=[M]-TMSO
358=[M]-2*TMSO

T5%%-

2683
14 ELTS Py

3582

2043646 7

1574e+6

25057 2692
et 303 5224
584361 455885
Qe CH. =
. 5 298 zl‘(_H"J 208 0% ih\u .I.”ll“l 0 0 O | O, [, Y o
(H3C)38i0 = 1 T T T T T
q 250 300 350 400 450 Aoy unﬂ'i‘m‘ge i

6. abra. Androszteron-3,11-diol-17-onként azonositott 6sszetevé 2010. juliusi, Telki
szennyvizmintabdl rogzitett spektruma, €s a feltételezett di-TMS szarmazék szerkezeti
képlete a spektrumban észlelt fragmens ionoknak megfeleltetett molekularészletekkel.

A sokat kutatott Osztrogének koziil a f-Osztradiolt és az Osztriolt egyetlen
befolyé mintdban sikeriilt azonositanom, 0,100 pg/L és 0,054 ug/LL mennyiségben (10.
tablazat, Dél-Pest, 2010. aprilis).

Ahogy szennyvizmintdk elemzése sordn varhatd, nagy koprosztanol (20,0-302

ng/L) és koleszterin (6,7-47,3 ng/L) tartalmat mértem. Ez szdmottevoen csokkent a
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szennyviztisztitds sordn: a tisztitdsi hatdsfok 80% és 100% kozott alakult, 90%-os
atlaggal.

A sztigmaszterol és f-szitoszterol koncentracidi, rossz vizoldhatdsaguknak és
gyengébb valaszjeliknek koszonhetéen, a vizmintdk tobbségében az LOQ alatt
maradtak.

A 4.3. fejezetben, a 10. tdblazatban, az 5. és a 6. dbrdkon bemutatott valamennyi
mérés a 3.3.2. fejezet, 3. tdblazatban ismertetett 1. kolonnaprogrammal és a pasztizé
tizemmodban késziilt. A kis, néhany ng/LL mennyiségben eldéfordulé 0Osszetevdk
megbizhaté azonositdsa érdekében, a kutatdst a szelektivebb detektdldasi modszerek

fejlesztése céljaval folytattam.

5.4. A Kkiilonb6zo adatgyiijtési modszerek osszehasonlitasa a szteroidok és a
kélsavak GC-MS(/MS) meghatarozasaban

5.4.1. A tobbszoros ion monitorozo (MIM) és a tobbszoros reakcio

monitorozé (MRM) technikak kidolgozasa

Célkitlizéseimnek megfeleléen (2. fejezet), a vizsgalt 20 szteroid vegyiilet
meghatdrozasdval a kordbban kidolgozott sok Osszetevot elemzd rendszert [17-20]
igyekeztem kiegésziteni. Mivel a kordbban mar vizsgalt [18,19] kdlsavak, részben, a
szteroidokkal ko6z0s szakaszon, a kromatogram utolsé harmadédban eludlédnak, az 1j
adatgy(jtési technikdk kidolgozdsat ezekre a vegyiiletekre is kiterjesztettem. Ezzel a
jelen tanulmanyban elemzett vegyiiletek szdma 26-ra nott.

Az eldzetes vizsgdlatok sordn kideriilt, hogy a 26 vizsgalt vegyiiletbdl 9
detektalasa kozos elicids ablakban lehetséges. Az egyiitt eludlodo vegyiiletparok, a
vonatkoz6 MRM kromatogramokkal a 7. abran l4thatdak.

Annak érdekében, hogy a lehetd legtobb vegyiiletet kiilon-kiilon, ©6nallo
idoablakban vizsgdlhassam, a tovdbbiakban egy izoterm szakasz betolddsdval
maodositott kolonna héprogrammal dolgoztam (3.3.2. fejezet, 3. tdblazat).

Az 26 vegyiilet optimalt MIM és MRM paramétereit a 11.a. és 11.b. tdblazatok
tartalmazzdk. Az MRM paraméterek optimalizdldsdra minden egyes vegyiilet esetében
kiilon-kiilon, a GC-MS késziiléket vezérl6 szoftver automata moddszerfejlesztd
programjanak (AMD) segitségével keriilt sor. A folyamat sordn a lehetd legnagyobb

jelintenzitds elérése érdekében, els6ként —tobb jelolt eldzetes kiprobaldsdval- a sziildiont
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CDunth Mesztranol, 23pg 173.0+193.04223.0 (368.0140:378 [1.55V]) EI
= =
] Coun] r, | Dihidrotesztoszteron, 26pg 360.0+420.0 (450.0>172:460 [1.45v)) (B
(= =
KCounts3 Etinil6sztradiol, 26pg
0 =
Counts] 268.0+356 0+432.0 (44805171458 [1 55V])
Lo Tesztoszteron, 24pg :
Counts . 193.0+352.0 (443.0=162:453 [1.55V])
3| E M,Lﬂ'“ Noretiszteron, 25pg :
Koounts Osztriol, 26pg :
0
pfceens Litokélsav, 233pg j\\ 215.0+325 0+415.0 (431,05 164:441 [1.70V])
10 =
E(Cuum;; Sztigmaszterol, 29pg J\\A 253.0+365.0+379.0 (3940164404 [1 55]) EI
= E
pfceens Kélsav, 96pg JL 143.04171.04197.0 (254,037 264 [1.10V])

En

2?'|5

SDID

E N
minutes

7. abra Ko6zos idéablakokban, modelloldatb6l, GC-MS/MS (MRM) moédszerrel mért
szteroid- €s kolsav-trimetilszilil-(oxim)-éterek/észterek elticids profiljai: mesztranol és
dihidrotesztoszteron-oxim (1.-2. kromatogramok), etinilosztradiol és tesztoszteron-oxim
(3.-4. kromatogramok), noretiszteron-oxim és 0sztriol (5.-6. kromatogramok), valamint
a litokdlsav, sztigmaszterol, kélsav harmas (7.-9. kromatogramok).

11.a. tablazat Szteroid- és kodlsav-trimetilszilil-(oxim)-éter/észterek optimalizalt MIM

adatgy(jtési paraméterei

Vegyiilet tg, perc |[M]m/z SFI, m/z MIM adatgyiijtéshez
1. Androszteron* 20,71 449 449; 434 360; 270; 213
2. f-Osztradiol 21,41 416 416; 401; 326; 285; 231
3. Transzdehidroandroszteron* 21,91 447 447; 432; 358; 318; 268
4. Transzandroszteron* 22,18 449 449; 434; 360; 270; 213
5. Mesztranol 22,67 382 367; 227, 174
6. Dihidrotesztoszteron* 22,68 23,16 449 449; 434, 344
7. EtinilGsztradiol 23,52 440 425; 285; 231
8. Tesztoszteron* 23,51 23,62 447 447, 432; 211
9. Noretiszteron* 24,60 24,75 457 442; 209
10. Osztriol 24,67 504 504; 414; 386; 296
11. 4-Androszten-3,17-dion* 25,10 25,20 460 460; 445; 371
12. Gesztoden* 25,61 25,76 469 469; 454 440; 380
13. Levonorgesztrel* 25,99 26,14 471 471; 456; 442; 382; 331
14. Etonogesztrel* 26,51 26,70 483 483; 468; 454; 394; 343; 153
15. Koprosztanol 26,86 460 370; 257; 215
16. Progeszteron* 27,60 27,69 488 488; 473; 399; 344; 211; 145
17. Koleszterin 27,95 458 458; 443; 369; 353; 329; 255
18. Medroxiprogeszteron-acetat™* 29,00 473 473; 458; 371; 280; 225; 209
19. Litokodlsav 29,56 430 430; 257
20. Sztigmaszterol 29,63 484 484; 394
21. Kolsav 29,59 696 426; 343
22. Kenodeoxikolsav 30,03 608 593; 518; 428; 255
23. [-Szitoszterol 30,56 486 486; 471; 396; 381; 129
24. Urzodeoxikélsav 30,69 608 428; 413; 255; 518
25. 3-Hidroxi-7-ketokolansav* 31,16 621 621; 606; 490; 449
26. Dehidrokolsav* 32,77 33,09 735 720; 646; 556

Jelolések: Roviditések jegyzékében, valamint:* = oximképzd vegyiiletek.
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11.b. tablazat Szteroid- és kolsav-trimetilszilil-(oxim)-éter/észterek optimalizalt MRM
adatgy(ijtési paraméterei

7] e
£ 8.—:§
.2 N\% 3| , . sk 1oy 2
Vegyiilet tcg ﬁ?g'a CID| Leanyionok :m/z.M’RM,adatgquteshez
% 3‘3“ (V) (relativ beiitésszam, %)
I &) E
17,
1. Androszteron* 271103,3[0,85[213 (100); 253 (70); 197 (44)
2. B-Osztradiol 4171589/ 1,40[285 (100); 326 (88) [PI-TMSOH]*
3. Transzdehidro- )¢ 105 511 051211 (100); 251 (36)
androszteron™
4. Transzandroszteron* | 271 [103,3/0,85 1213 (100); 253 (36); 197 (25)
5. Mesztranol 368 [140,2/1,55[193 (100); 223 (58); 173 (52)
6. Dihidro- 450 |171,5] 1,45 420 (100) [PI-2CH3]*; 360 (80) [PI-TMSOH]*
tesztoszteron™
7. Etinilosztradiol 426 [161,9]1,35]193 (100), 231 (93)
+. _ +.
8. Tesztoszteron* 448 (170,7| 1,65 432 (100) [PL-CH3]"; 358 (55) [PLTMSOH™
268 (47)
9. Noretiszteron* 443 (1688 1,55352 (100) [PI-TMSOH]"; 193 (40)
10. Osztriol 415 [158,1] 1,65 324 (100); 296 (57); 311 (32)
L d-Androsten.17 | 461 {175.70.90 371 (100) [PLTMSOH]': 445 (66) [PL-CH;]"
12. Gesztoden* 381(145,2[1,65290 (100); 352 (60)
13. Levonorgesztrel* | 331[126,1]1,40 316 (100); 242 (62) [PI-TMSO]"; 302 (47)
14. Etonogesztrel* 394 |150,1| 1,50 304 (100); 378 (27) [PI-CH3]"
15. Koprosztanol 371(141,4|1,30 215 (100); 355 (60) [PI-CH3]; 257 (38)
16. Progeszteron* 345(131,5/1,55 328 (100) [PI-CH4]"
17. Koleszterin 369 |125,0|0,65 339 (100); 353 (84) [PI-CH4]"; 255 (76)
18. Medroxi- 1 4741141,0|1,15 458 (100) [PI-CH31*; 370 (89); 280 (44)
progeszteron-acetat™®
19. Litokélsav 431 [163,9|1,70 215 (100); 325 (59); 415 (58) [PI-CH3]"
379 (100) [PI-CH3]*; 365 (97) [PI-C,H5]"; 255
20. Sztigmaszterol | 394 |163.9|1,55 (85)( ) IPECH3]: 365 O7) [PLCHs]
21. KGlsav 254]96,8 [ 1,10(143 (100); 171 (40); 197 (35)
22. Kenodeoxi-kélsav |255]97,2(1,35[173 (100); 159 (39)
367 (100) [PI-CH,[*; 381 (61) [PI-CH3][*; 255
23. f-Szitoszterol 397 [151,3/ 1,45 (42)( ) [PECHaI: 381 (61) [PL-CH3]
24. Urzodeoxikdlsav | 519 [197.8/0,80 422 (100); 255 (36); 428 (34)
25. 3-Hidroxi-7- .
otokoldnsay™® 449 |171,1/1,20[358 (100); 268 (69)
26. DehidrokGlsav* | 646 |246,2[1,40(556 (100); 466 (39)

Jelolések: Roviditések jegyz€kében, valamint:* = oximképzd vegyiiletek; **a sziil- és
lednyionok félkovér szedésiiek, a mennyiségi meghatdrozds valamennyi keletkezd ion
felhaszndldsdval tortént: az egyes lednyionok azonositasidt vagy a 4.2.2. fejezetben
részleteztem, vagy a dolt szedéssel jeloltek, a szteranvaz felhasaddsdval keletkezdek

voltak (8. abra).
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véalasztottam, majd, tobb 1épésben, az optimadlis litkdzéssel indukalt disszocidcié (CID)
frekvenciat és a hozza tartozé gerjesztés taroldsi szintjét hatdroztam meg. Tovabbi
koriilményeket, igy az izol4cids ablak és a cél Osszes beiitésszam érték valtoztatasanak
hatdsat is vizsgaltam, de ezek elhanyagolhaténak bizonyultak. Az egyik legfontosabb
1épés a megfeleld sziildion meghatarozasa. A kivalasztds szempontjai kozott szerepelt,
hogy a sziildion minél nagyobb intenzitdssal jelentkezzen az érintett vegyiilet
tomegspektrumaban, minél nagyobb m/z értékkel rendelkezzen, és az elOzetes
vizsgalatok soran, reprodukélhaté moédon, minél kisebb szamu és Osszességében nagy
intenzitasu lednyion keletkezzen.

A molekulaionok, és az egy metilcsoport elvesztésével keletkezd ionok 9
esetben bizonyultak alkalmasnak (11.b. tablazat, 2., 5.-9., 11., 18., 19. vegyiiletek). A
sziildionként kivalasztott egyéb fragmensek szerkezetei a 4.2.2. fejezet 4.a.-g. dbrdin
lathatoak.

A sziiléionok m/z értékei sok esetben egy egységgel nagyobbak az SFI-knédl. Ez
a jelenség az ioncsapa tomegspektrométerek miikodési sajatossadgaival magyardzhato: a
kerekitési ponthoz (m/z 0,50) kozel es6é tomegek egy teljes tomegegységgel nagyobb
fragmenst mutathatnak, valamint, a nagy savtartalmi reagens felesleg jelenlétében a
protondlt szdrmazékok kémiai ionizacidja sem zarhat6 ki [112].

A lednyionoknak (11.b. tablazat, utols6é oszlop) megfeleld6 molekulatdredékek
azonositdsa egyrészt a kordbbi fragmenticids tanulmanyban megtortént (4.2.2. fejezet,
[18]), mésrészt a sziildionbdl szarmaztathatéak egy CHz, CHy, TMSO vagy TMSOH
csoport elvesztésével (11.b. tablazat utolsé oszlopdban []-ben jeldlve), vagy a
szteranvaz eddig le nem irt modu felbomlasaval keletkeztek és a 8. dbran lathatoak.

A legmegfelelobb sziildionok kivélasztdsa utdn, a keletkezd lednyionok
ismeretében, a CID idedlis amplitidéjat tobblépéses optimalizacidval hatdroztam meg.
A CID érték véltoztatdsanak osszefiiggését a keletkezd szekunder ionok mennyiségével,
az Osztriol és a progeszteron példdjan, a 9.a.-b. dbran mutatom be.

A CID amplitidé novelésével a szekunder ionizacié fokozddik, igy a sziiléion
jelintenzitdsa csokken, és megjelennek a lednyionok. A keletkez6 fragmentumok
mennyisége egy bizonyos fokig nd, de a CID amplitidé tovabbi emelése még kisebb

tomegli molekulatoredékek keletkezéséhez vezet. Az optimalizaciés folyamat célja
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8. abra Szteroid- és kolsav-trimetilszilil-oxim-éter/észterek GC-MS/MS (MRM)
meghatdrozasdhoz hasznalt SFI-k (11.b. tdblazat).
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megtaldlni azt a CID amplitidé értéket, ahol a sziiléion mar kitisztult a
tomegspektrumbdl, és a lednyionok Osszesitett belitésszama a lehetd legnagyobb.

A progeszteron bizonyult az egyetlennek a vizsgdlt 26 vegyiilet koziil, amelynek
esetében a hasitott sziildéionbdl egyetlen, a szekunder tomegspektrumot meghatirozé
termék keletkezik. Ebben az esetben a m/z 345 sziildionb6l egy metilcsoport

elvesztésével keletkezO0 m/z 328 lednyion jelintenzitisdnak maximuma jelentette az

optimalis CID értéket (9.a. abra).

Progeszteron

750000 —&—m/z 328

——1n/z 345

500000

250000 -

Beiitésszam

|
|
|
R P R—

0,00 0,20 0.40 0,60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00
CID amplitadé (V)

9.a. abra MRM fragmentaci6 optimalizdldsa progeszteron esetében: szillo- (m/z 345)
és leanyion (m/z 328) beiitésszdmanak valtozasa a CID amplitudo fliggvényében.

A legtobb szteroid esetében a kivdlasztott sziildionbdl nem egy, hanem kettd
vagy harom lednyion keletkezik. Ezekben az esetekben az optimumot a keletkezd

lednyionok Osszesitett beiitésszamanak maximuma jelentette, mint a bemutatott 6sztriol

esetében is (9.b. abra).

Osztriol m/z 295

-m/z 311

-
-

2000000 |
| ——m/z 324
= ——m/z 415
1500000 - L I\\ — - ==Di
| '~
I

1000000 -

Beiitésszam

500000 A -
04 e 0 T ‘—I
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
CID amplitidé (V)

9.b. abra MRM fragmentécié optimalizalasa Gsztriol esetében: sziilo- (m/z 415) és
leényionok (m/z 295. 311, 324) beiitésszamanak, valamint a lednyionok Osszesitett
jelintenzitasdnak (XDi) véltozasa a CID amplitidé fliggvényében.
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5.4.2. A harom alkalmazott adatgyiijtési modszer (FS, MIM, MRM)

teljesitményének osszevetése modelloldatok elemzésével

A harom adatgytijtési technika (FS, MIM, MRM) 6sszehasonlitdsa, elsé izben,
matrixmentes oldatok (12. tablazat), majd szennyvizmintdk (4.4.3. fejezet, 10.a.-c.
abrdk, 13. tdblazat), 2-2 parhuzamos szarmazékkészitésbol, 3-3 injektéldssal, késziilt
felvételek alapjan tortént. A detektalasi modszerek kritikai Osszevetése az analitikai
teljesitményjellemz6ik, igy a hat pontos, kiilsé kalibrdciés gorbe regressziéja (R?), a
parhuzamos mérések relativ hibdja (RSD%), a meghatdrozhatésdgi hatar (LOQ), a
miszeres meghatarozhatdsdgi hatar (ILQ), és a legkisebb meghatarozott mennyiséghez
tartoz6 S/N értékek alapjan tortént (12. tablizat).

Az FS, MIM, MRM mddszerek hat pontos kalibracidjanak atlagolt adatai: a
linedris regresszids koefficiensek (RZ: 0,9995, 0,9858, 0,9975), és az RSD%-ban
kifejezett szordsok, az alkalmazott adatgyiijtési technikatol fiiggetlenek. Azokban az
esetekben, amikor a vdlaszjel nem volt aranyos az injektdlt mennyiségekkel, kalibracids
gorbe alkalmazésara volt sziikség.

A harom 0Osszehasonlitott modszer kozotti kiilonbségek az LOQ és az ILQ
értékeknél jelentkeztek: dtlaguk az FS, a MIM és az MRM mddszerek sorrendjében
1,15; 0,49; és 0,19 ng/L a hidroxiszteroidok; 18,1; 10,1 és 2,77 ng/L a szterolok; 13,8;
8,3; 4,95 ng/L a ketoszteroidok; végiil 18,9; 14,4 és 14,4 ng/L volt a kélsavak esetében.

Az MRM mddszer legkisebb ILQ és LOQ értékei mellett, a harom mddszerrel
meghatdrozhaté legkisebb mennyiségek kromatografids csucsainak jel/zaj viszonyai is
(12. téblazat, utolsé kettd oszlop) az MRM mddszert, mint a legszelektivebb
adatgy(jtési technikét igazoltdk: az MRM mddszerrel felvett csticsok S/N értéke 1,08
(Ievonorgesztrel, etonorgesztrel) — 8,64-szer (etinilosztradiol) volt nagyobb a MIM
modszerrel rogzitettekhez képest.

Modelloldatok mérésekor az FS és a MIM mddszerek is a kiillonbdz6 vizmintdk
elemzéséhez megfeleld szelektivitdsiak (kis LOQ, megfelelé S/N), azonban a valds
mintdk elemzésekor kideriil, hogy ezek a mdédszerek terheltebb matrixok esetében nem

biztositjdk a megfeleld azonositast (4.4.3. fejezet és 13. tablazat).
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12. tablazat FS, MIM, MRM adatgyiijtési technikdk analitikai jellemzdi: szteroidok és kélsavak meghatarozasa modelloldatokbdl,
TMS (oxim) éter/észter szarmazékként, GC-MS eljarédssal

Analitikai jellemzok=> R’ RSD % LOQ*,n ILQ**, pg S/N értékek aranya***
VegyiiletU FS MIM MRM FS MIM MRM FS MIM MRM FS MIM MRM MIM/FS MRM/MIM
1. Androszteron 0,9995 0,9858 0,9795| 6,8 | 11,5 | 13,2 |1 3,79 | 3,79 | 1,91 |10,1|10,1| 5,1 1,36 2,41
2. f-Osztradiol 0,9997 0,9987 0,9986| 5,2 | 54 | 6,6 | 0,56 |0,283|0,203|1,61 |0,753| 0,541 1,51 2,07
3. Transz-dehidroandroszteron |0,9983 0,9924 0,9966| 6,5 | 89 | 9,9 | 21,8 | 18,0 | 9,0 | 58 [48,0| 23,9 6,8 2,62
4. Transz-androszteron 0,9987 0,9896 0,9829/10,8| 12,3 | 13,2 | 180 | 9,0 | 9,0 |24,0|24,0| 24,0 10,4 2,08
5. Mesztranol 0,9997 0,9996 0,9998| 59 | 50 | 7,3 |1,725/0,521|0,173 4,62 |1,39 | 0,462 10,7 3,07
6. Dihidrotesztoszteron 0,9997 0,9966 0,9935/4,85| 3,84 | 6,7 | 19,9 | 99 | 1,99 | 53 [26,3| 5,3 4.42 2,05
7. Etinilosztradiol 0,9999 0,9991 0,9994| 6,1 | 4,88 | 8,3 | 1,17 |0,589/0,195|3,13|1,57| 0,523 9,9 8,064
8. Tesztoszteron 0,9993 0,9978 0,9980/12,0| 9,0 | 9,0 | 18,1 | 3,64 | 1,09 |48,3| 9,7 | 2,90 10,1 6,8
9. Noretiszteron 0,9996 0,9960 0,9849/10,7| 7,8 | 82 | 3,753,775 | 1,88 |10,0/10,0| 5,0 1,66 3,54
10. Osztriol 0,9994 0,9991 0,9995| 5,3 | 6,6 | 7,3 | 1,15]0,573/0,191|3,07|1,53| 0,513 2,01 1,33
11. 4-Androszten-3,17-dion kalibréciés gorbe 20,6 | 20,6 | 20,6 | 55 | 55 55 7,65 2,94
12. Gesztoden 0,9995 0,9952 0,9945\ 6,2 \ 7,0 \ 119 | 19,5 [ 9,75 | 9,75 | 52 |25,8| 25,8 4,90 1,62
13. Levonorgesztrel kalibriciés gorbe 17,7 | 17,7 | 8,8 |47,1(47,1| 23,5 6,6 1,08
14. Etonogesztrel kalibraciés gorbe 19,1 9,5 | 9,5 | 51 [253| 25,3 3,27 1,08
15. Koprosztanol 0,9966 | 0,9990 0,9979\ 6,8 \ 4.41 \ 53 | 18,6 | 9,3 | 1,86 |149,5|24,7| 4,95 7,5 2,95
16. Progeszteron kalibriciés gorbe 88 88 88 | 234 | 234 | 234 4,53 1,17
17.Koleszterol 0,9996 0,9954 0,9985\ 5,8 \ 7,6 \ 48 185 9,3 | 3,38 149,4/24,7| 9,0 2,80 3,44
18. Medroxiprogeszteron-acetat kalibraciés gorbe 4391439 | 439 | 117 | 117 | 117 2,84 2,55
19. Litokdlsav 0,9979 0,999410,9941| 5,2 | 5,6 | 84 |32,3|19,5|19,5| 86 | 52 52 1,24 2,01
20. Sztigmaszterol 0,9974 0,9983 0,9998/10,3| 4,05 | 8,0 | 21,8 | 109 | 450 | 58 |29,0| 12,1 1,15 1,98
21. Kolsav 0,9999 0,99500,9927| 54 | 10,0 | 11,6 | 3,23 | 3,75 | 3,75 | 8,6 |10,0| 10,0 1,19 2,15
22. Kenodeoxikolsav 0,9998 0,9979 10,9947/ 49 | 9,6 | 11,5 | 31,5| 199 | 19,9 | 84 | 53 53 3,76 5,03
23. f-Szitoszterol 0,9915 0,9973 0,9919/10,6| 6,2 | 6,0 | 22,1 | 11,0 | 1,32 | 59 |29,3| 3,51 6,6 1,38
24. Urzodeoxikolsav kalibriciés gorbe 34,5 | 34,5 | 30,8 | 92 | 92 82 4,0 3,09
25. 3-Hidroxi-7-ketokolansav kalibriciés gorbe 300 | 73,5 | 55 | 800|196 | 147 8,33 1,54
26. Dehidrokolsav kalibraciés gorbe 600 | 380 | 380 |1600(1014| 1014 4,29 1,55

Jelolések: R” = a kalibraci6s gorbe linedris tartomanya alapjan (0,188 ng/L - 2,81 ng/L); *LOQ = S/N > 10; **ILQ = injektélt pg/ uL, a
szarmazékok 375 pL torzsoldatabol (LOQ ng/L = injektalt pg x 375); *** S/N = jel/zaj viszony, mddszerenként hat injektalas atlagértéke.
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5.4.3. A harom alkalmazott adatgyiijtési modszer (FS, MIM, MRM)

teljesitményének osszevetése szennyvizmintak elemzésével

A harom vizsgdlt adatgylijtési eljards alkalmassagat ot Osszetartozo, be- és
kifoly6 szennyvizminta elemzésével hasonlitottam 0Ossze. A moddszerek kozotti
kiillonbségeket harom szteroid detektalasnak jellegzetes péld4ja mutatja (10.a.-c. abrék).
A szennyvizmintdk kiillonb6z6 moddszerekkel mért koncentricidinak adatai a 13.
tdblazatban olvashatéak.

A 10.a.-c. dbrdkon, a szennyvizextraktum-kromatogramokon nyomon kovethetd,
hogy a valamennyi médszerrel (FS, MIM, MRM) nyert kromatografids csucsok jel/zaj
viszonya 0sszefiligg a hozza tartoz6 tomegspektrummal €s az azonositott szteroidok mért
értékeivel. A >5 pg/LL koncentracidban jelen 1évd transzandroszteron koncentracidi
(10.a. dbra), enyhén novekvd S/N viszonyok mellett (FS: 58, MIM: 63, MRM: 68), az
Osszetartozé tomegspektrumokkal (FS: 1A, 1B; MIM: 2A, 2B; MRM: 3A, 3B -
valamennyi egyezik a standarddal), 6sszemérhetéek (FS: 5,79 ug/L, MIM: 5,74 ng/L,
MRM: 5,81 pg/L), kitiind, 0,47 RSD%-os szérdssal. Az etinilosztradiol és az sztriol
esetében, az FS adatgyiijtés tomegspektrumai nem tették lehetévé az azonositést, és bar
a MIM kromatogramok csucsai is elfogadhat6 S/N viszonydak (10.b. dbra: FS: 25,
MIM: 38, MRM: 50; 10.c. dbra: FS: 30, MIM: 35, MRM: 92), csak az MRM bizonyult
a vdlasztandd6 moddszernek. Az Osztradiol esetében, a spektrumok mindsége és a
szamitott értékek alapjan (10.c. dbra: MIM: 2A, 2B spektrumok, 0,141 pg/L; MRM: 3A,
3B spektrumok, 0,127 pg/L), a MIM is elfogadhaté moddszer, az etinilosztradiol
esetében csak az MRM mddszer megbizhaté (10.b. dbra: MIM: 2A, 2B spektrumok,
0,133 pg/L; MRM: 3A, 3B spektrumok, 0,016 pg/L): a MIM adatgytijtéssel mért érték
tobbszoros pozitiv hibat mutatott.

Az Osszehasonlitott adatok alapjan (13. tdblazat, 10.a.-c. dbrdk) kijelenthetd,
hogy az MRM moddszer hasznélata az FS vagy MIM adatgyiijtéssel szemben jelentdsen
érzékenyebb, szelektivebb, és megbizhatobb. Az MRM eljards MIM-mel szembeni
elOnyeit a szennyvizmintdk [-Osztradiol €s etinilosztradiol tartalmédnak tdlbecslése
mutatja. A kérdéses vegyiiletek MIM és MRM mddszerrel mért koncentracidinak
aranyat osszevetve, jelentds pozitiv hibara deriil fény: a f-0sztradiol esetében ez 156%
és 1325% (13. tablazat, Telki, novemberi kifoly6 és szeptemberi befoly6 szennyviz), az

etinilosztradiolndl 582% és 831% kozott (13. tablazat, Telki, szeptemberi €s novemberi
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13. tablazat Szennyvizmintdkban meghatdrozott szteroid tartalom Osszehasonlitdsa, az
alkalmazott GC-MS adatgy(jtési mddszer (FS, MIM, MRM) fiiggvényében, trimetilszilil-

(oxim)-éter/észter szarmazékokként.
13.a. tablazat 3 honap adatai 2010-bél

Szennyvizben azonositott szteroidok, ug/L (RSD %)*

Vegyiilet| i Dél-Pest, junius Telki, julius Telki, szeptember
2% Bet Kif. Bef. Kif. Bef. Kif.

Andro- | FS 217248)| = 428(168)| =

szteron | MIM <LOQ <LOQ 2.50(156)| % <LOQ 432370 F|  <LOQ
MRM 232(199)] = 3.99 (1.81)] —

B- FS <LOQ <LOQ <LOQ

Osztra- [ MIM | 0324479 | 0306(1,22) <LOQ <LOQ 0,159 (14) <LOQ

diol MRM| 0,027 (1,65) <LOQ 0,016 (13) 0,0075 (21) 0,012 (9,5)

Transz-| FS 400655 | __ 291 (1L,1D |

andro- | MIM <LOQ <LOQ 321(62) | < <LOQ 239(068) | wr| <LOQ

szteron |MRM 400(78) |2 257154 —

Etinil- | FS <LOQ

osztra- | MIM <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,885 (4.93) <LOQ

diol MRM 0,152 (13)

Osztriol FS <LOQ = <10Q | . <LOQ <
MIM (0,102 (11.2)| = <LOQ  [0510(329) 2 <10Q (0508 (114)] S| <LOQ
MRM|0,085 (1,01)] ~ 0,388 (0,26) 0449 80| —

Kopro- 1\/11:1?/1 ;175,90 62) = 6,40 (4,34) = 44,0 (1.96) = <LOQ & 205 (2.72) 5 4.16 (5.5) =

stanol 9(1.88)| £ 1553(122)| S {394(1.08)| & [0.620656) | T [203(3.59)| F; [4.172.63)| =
MRM] 39,1 (0.68) 4,69 (5.44) 36,6 (242) 0,6536.8)| — 19362 | ~[ 40657 |—

Kole. |FS 1670480)| 10369Q14) [ 41066 | [ 079003) | | 15067 | [ 288G70) |

terin MM 7.53(175)| 14 [0299Q.09)| o2 [404(17D) | & [074359) | 7 [151440)| & [247 50D |17
MRM]| 7,57 (3.06) 0,357(3,84) 43,0(1,58)| ~— 0,678 3.98) 15.1(1.88)| = [2.70 3.03)

Lito- FS [332(79) | _ 108202) | 334272 __

olsay | MIM[225(176)| 2 <LOQ 832(289)| 5% <LOQ 249216 2| <LOQ
MRM]| 289 (4.61) 113(2,72) 34,8(2.53)

Satigma FS |840@494)| [ 12156) |

rtorol IMIM [832(080)| % [ 104(040)| <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
MRM]| 7,50 3.38)| — | 1,10(5,5)
ES | 6LL(G8) | = |7.62(41D)| [ 74563) | -[0.7824.00) - [738(L74)|

Kélsay IMIM[ 6290.8) | 5[ 7.3(2.68) | I |71.0(0.66) g 0642(16) | = [790260)| % | <LOQ
MRM]| 59,152 | —| 7.8(52) | —[644(4.05)| ~ (0,695 (2,19) 722(0.79)| —

Keno- | FS [433(72) | ~[103(466)| __[39.0(069)| _[0610(7.6) __[23035D|

deoxi- | MIM[360(10.5)| = | 7.8(1.58) | = [486(1.53)] & [0490204)| 2 [ 267(59) | 2| <LOQ

kélsav |[MRM| 31,8(0,50) | =~ | 84 (8,8 408 (2,16)| ~ 0,424 (4,86) 219(1.15]

8-Szito- FS | 700656) | | <LOQ | __ 11076 | __ 143802 [ __

stero] | MIM| 65004) | = |0455013) | = <LOQ <LOQ 103(74) | 2135267 |=
MRM]| 6,97 (1,17)| = [0,567 (7.4) 78(.1) 3.33(5.5)

Urzo- | FS [ 490(11) | _[0.036(7.7)| == [413(436)] = <LOQ 472(134) | -

deoxi- |MIM | 47.1(27) | o¢ (003721 | 2 | 458(12) | == <LOQ 567(198)| = | <LOQ

kélsav [MRM| 39,1(11) | 7| <OQ | ~—[45701D | ~—| 0318(1,83) [56.1(145]| "

3-OH-7-| FS 296(272)| =

ketoko- | MIM <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 8602D| 5| 40q

lansav|MRM 278(50) | —

Jelolések: a roviditések jegyzékében, a 12. tdblazatban, valamint * (RSD%) = két

parhuzamos mintael6készités, egyenként harom injektdlasbdl; * {RSD%} = a kiilonb6z6

adatgyjtések alapjan.
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Szennyvizmintdkban

meghatarozott

szteroid

tartalom

Osszehasonlitdsa, az alkalmazott GC-MS adatgylijtési moddszer (FS, MIM,
MRM) fiiggvényében, trimetilszilil-(oxim)-éter/észter szarmazékokként.
13.b. tablazat 2 honap adatai 2010-bdl és az egyes modszerekkel mért csticsok

S/N ardnyai
Szennyvizben azonositott szteroidok, ug/L (RSD %)* S/N arany
Vegyiilet :{“:‘i Telki, oktéber Telki, november MIM/ | MRM/
=

<5 Bef. Kif. FS | MIM

/Andro- FS | 69(0452) | — 0,7603.19) =

szteron |[MIM | 82225 || <LOQ  [0727(078) o <LOQ 1,5 | 1,4
MRM| 72487 | — 0,708 (1,35)] —

p-Osztra-| FS <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

diol MIM <LOQ <LOQ 0,077 (3,57) 10,0039 (2,72) - 2,0
MRM| 0,017(12,8) 0,0062 (11) 0,018 (1,54) 10, 0025 (4,05)

Transz- | FS | 579(3,39) | — 0,689 (13) .

andro- | MIM | 574 (2.59) g <LOQ  [0666B4)| < | <LOQ 12 | 15

theron MRM| 5,81 (4,63) | — 063693 &

[Etinil- FS <L.OQ

osztra- | MIM <L0OQ <L0Q 0,133 (1,54) <LOQ - 2.0

diol MRM 0,016 (6,8)

- . FS <L.OQ — <LOQ |

Osztriol Mo 0337136 S| <L0Q 0041 | | <LoQ - | 26
MRM| 0275 (12,5) | 0,127 |

Kobro- ES | 500(068) | zx 13,75 (0,95)] —[45,1(2,90) — 3,62 2,74)| =~

sztzll)nol MIM | 49,8 (0,53) 2‘ 3,20 (5,6) 25 42.2(0,82) 2 3,61 (3,47) 2 10,7 | 2,0
MRM]| 463 (1,06) | — [4,01 (0,63) ~—[394 (329)] = B3,43 (5,47)| =

Kole- ES | 263(054) | o 2,81 (2,87)| —|29,60,72) - 2,38 (2,13)] —

pterin | MIM[ 2623384 | S .42 (1.32) 7 [28813D)| § 222367 %| 5.0 | 2,6
MRM]| 27.5(095) | = 2,65 (1,59) ~—[27.6 (1,07)] — [1,88 (0.25) —

Lito- FS | 233094 = o 29,8 0,73) = o 13 55

hobay | a0t | —| o faodoen] | oo | |

Sptioma. |_ES_| 628014 | — 446 (0.14) = | <LOQ |-

ool MM 607472 | | <LOQ  [2310260)] % [0453G.8)| &| 2.4 | 1.7
MRM| 703,71 | — 3,92(0,13)] — 10,374 (10)| —~
FS [ 45704]) | = 188(3.83)| = [0.194 (15)] =

Kolsay |MIM[ 449034 | S| <0Q  [204(194)| & [0.1468.6)| 2| 2,5 | 1,6
MRM| 42,7(1,96) | — 19,8 (1,95)| = 10,173(2,74| —

Keno- FS | 168(4,04) | — 6976 | —

deoxi- |MIM| 176291 | 3| <LO0Q  [73(002) § <LOQ 2,1 | 1,1

kélsav  |MRM| 138(1) | — 6,8(2,83) |

_Szito- ES | 459(73) | 716,36 (20,0) _[24,7(3,98)| - [3.45 (4,67)|

ool | MIM| 440(326) | 2 [474(7.3)| £ [24963)| & [2850.6)|=| 62 | 1,1
MRM| 4194,34) | — 4,62 (0,41) 19817 | 2,62 (3,34)

\Urzo- FS | 31,5243) | — 5072 | =

deoxi-  [MIM|2000243) | Z| <0Q [5325%)] 8| <0Q |30 | 23

kélsav  |MRM| 285 (2,70) | — 499 (2,59 —

3-OH-7- | FS | 21,6(1,19) | — 3,64(0,62)|

[:(etoko- MIM[ 196(6) | 5| <LOQ [393©ID| | <LOQ 3,7 57

dnsav  |MRM| 166(52) | ~ 3.11(1.14) ;

Jelolések: a roviditések jegyzékében, a 12. tablazatban, valamint * (RSD%) =
két parhuzamos mintael6készités, egyenként harom injektilasbol; * {RSD%} =
a kiilonb6z0 adatgytijtések alapjan.
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befolyé szennyviz) alakult. Az etinildsztradiol FS és MIM adatgy(jtési technikdkkal
meghatdrozott koncentracidjanak, egy ismeretlen vegyiilet koeliciéja miatt keletkezd,
pozitiv hibdja ismert jelenség [4,75].

A szennyviztisztitds hatdsfoka, a kordbbi tapasztalatokhoz hasonléan (4.4.
fejezet), nagy volt: az elemzett szennyezok mennyisége teljes eltavolitasra keriilt vagy
jelentdsen csokkent.

A bemutatott példak, valamint a 13. tdblazat adatai alapjan egyértelmii, hogy az
igen kicsi, néhdny ng/L-es koncentraciéban jelen 1€vé Osztrogének kivételével
(p-0sztradiol, etinilosztradiol, 6sztriol), a legtobb szennyezd meghatarozasa mindharom
detektdlasi eljarassal lehetséges, de a megbizhaté azonositds €és mennyiségi

meghatédrozas érdekében az MRM technika a legelonyosebb.

5.4.4. Az SPE extrakci6 hatékonysaganak és az extraktumok

stabilitasanak vizsgalata

AZ SPE extrakcié megfelel6 hatékonysagat a kordbban elvégzett visszanyeréses
vizsgalatokon kiviil (4.2.5. fejezet) azonos szennyvizmintdk kiilonb6z6 térfogatainak
elemzésével is igazoltam. A kiillonboz6 térfogatbdl, frissen, és 6 nappal késobb,
mindhdrom adatgyljtési technikdval felvett mérések eredményeit a 14. tdblazatban
Osszesitem.

Azért tartottam fontosnak az SPE extrakcid ilyen jellegi vizsgalatit, mert
allaspontom szerint a kozvetleniil az extrakcié eldtt, torzsoldatokkal a mintdkhoz adott
szteroid vegyiiletek nem alakithatnak ki a mintdkban eredetileg is megtaldlhato
anyagokkal azonos jellegli és mértékii kolcsonhatdsokat. Ugy gondoltam, az SPE
dusitas hatékonysagat akkor bizonyitottam kelloképpen, ha a rutinszertien alkalmazott
mintatérfogatnidl kisebb mennyiségbdl is sikeriilt reprodukdlhaté moédon, azonos
szennyezO-koncentraciokat  meghatiroznom. A Telkiben mikodé  kisérleti
szennyviztisztité telep 2010 novemberében feldolgozott befolyé mintdjanak 250 mL és
500 mL térfogatd részleteit is elemeztem, kozvetleniil az extrakcié és a
szarmazékkészités utan, valamint a hutoben tarolt, szarmazékka alakitott, 500 mL-es
mintdk torzsoldatainak mérését 6 nap elteltével, frissen készitett higitdsokbodl
ismételtem. Ezekkel a mérésekkel nemcsak a dusitds hatékonysdgat, hanem a

szarmazékka alakitott €s hlitében tarolt extraktumok stabilitdsat is igazoltam.
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14. tablazat. A 2010. novemberi Telki befolyé szennyviz kiilonbozo térfogataib6l (250 mL, 500 mL) meghatarozott szteroidok és
kolsavak, mintaeldkészités utdn kozvetleniil, s hat nappal késébb mérve: TMS (oxim) éter/észter szarmazékaikként, eltéré adatgyljtési
technikdkkal (FS, MIM, MRM)

. Telki, November, befoly6 szennyviz, ug/L. (RSD %) .. Telki, November, befoly6 szennyviz, ug/L. (RSD%)
Vegyilet 7L FS MIM MRM Vegyilet 7L FS MIM MRM

250 |0,782(1,73) | —[0,642 (2,15)| | 0,669 (3,46) 250 | 34,3 (1,32) |__| 30,0 (1,24) | — 33,8 (0,052) | __

Androszteron Q b8 = o0 <, =~

500 0,760 (3,19) 30,727 (0,78)| =1 0,708 (1,35) f{j Litokolsav 500 | 29,8 (0,73) | 5] 24,2 (2,68) || 30,4 (091) |5

+6 nap|0,824 (1,62) | 0,860 (0,72)| | 0,806 (5,6) |~ +6 nap| 30,6 (1,33) | | 20,7 (6,8) |~ 28,0(7.8) |

.. . 250 <LOQ 0,089 (6,0) | __| 0,017 (8,4) 250 | 4,67 (4,02) | —[5,26 (4,32) |~ 3,92 (11,7) |~

pB-Osztradiol o ) po o o

500 <LOQ 110,077 (3,57)| &| 0,018 (1,54) | £ | [Sztigmaszterol | 500 | 4,46 (0,14) < 4,31 (0,26) |S| 3,92 (0,13) :

+6 nap| <LOQ 0,076 (5,80)| | 0,011 (14) +6 nap| 4,71 (5,4) |—(4,00 (0,100)| | 4,14 (6,2) |~

Transzandro- | 250 | 0,691 (15) = 0,512 (0,68) = 0,694 (1,43) | — 250 |18,2(0,090) S 20,0 (1,00) = 21,6 (0,77) |~

szteron 500 | 0,689 (13) g 0,666 (8,4) |«i| 0,636 (9,3) : Kélsay 500 | 18,8 (3,83) < 20,4 (1,94) : 19.8 (1,95) |

+6 nap| 0,725 (5,1) |=0,702 (2,10)| | 0,612 (6,8) |~ +6 nap| 19,5 (4,42) || 22,5 (4,42) || 21,4 (0,187) |~

Etinil 250 <LOQ 0,143 (0,41) ~ 0,017 (22) 2| Kenodeoxi 250 | 6,9(6,1) |=| 7.,5(0,18) |__| 6,5(0,078) |_|

inil- enodeoxi- < ® =

ssztradiol 500 <LOQ 0,133 (1,54) ) 0,016 (6,8) : Kélsay 500 | 6,9 (7,6) g 7,3 (0,021) 7 6,8 (2,83) <
+6 nap| <LOQ 0,135 (14) |— 0,017 (1,44) | — +6 nap| 7,0 (1,81) |=| 8,4 (1,32) 7,8 (2,78)

.. ) 250 <LOQ 0,186 (6,1) | ~-|0,128 (10,0) | __ 250 | 34,1 (2,27) |~ 3,35(0,25) | __| 3,40 (1,45) |—

Osztriol o0 0 Bt " X

500 <LOQ 110,141 (11,3)|5(0,127 (0,076)| & | |B-Szitoszterol | 500 | 24,7 (3,98) | 0| 2,85(9,6) || 2,62 (3,34) |S

+6 nap| <LOQ 0,178 (2,23)| =] 0,148 (5,2) | +6 nap| 23,4 (0,28) |~ 2,72 (1,71) | | 2,75 (0,15) |~

250 | 50,6 (0,17) | —|48,8 (2,21)|__| 43,7 (3,03) | —~ ) 250 | 4,60 (8,8) || 4,88(6,2) || 4,59 (54) |-

=y N | [Urzodeoxi- [ — S

Koprosztanol | 500 | 45,1 (2,90) | 2] 42,2 (0,82) | 5| 39.4 (3.29) :rf Kélsay 500 | 5,0(7,2) % 5,3 (2,53) ‘; 4,99 2,59 |S

+6 nap| 47,5 (0,91) |—| 48,8 (0,15) | | 43,6 (4,27) |~ +6 nap| 4,82 (3,39) |~ 4,67 (1,20) || 3,79 (1,42) |~

250 | 33,8 (0,68) | —|47,2(0,46) | __| 42,8 (7,16) | — ) . 250 | 4,8(0,17) |~[3,50(11,4)|__|2,89 (0,020) | —

o = | B3-Hidroxi-7- To) =~ )

Koleszterin 500 | 29,6 (0,72) :: 28,8 (1,31) || 27,6 (1,07) w3 Keto-kolinsay 500 |3,64(0,62) |=13,93 (0,11) || 3,11 (1,14) |=

+6 nap| 32,0 (1,23) |~|38,9 (1,43) | | 34,0 (1,44) |~ +6 nap| 2,97 (3,53) |~ 4,51 (9,7) | | 437 (13,6) |~

Jelolések: * = 250 mL, 500 mL szennyviz és az 500 mL-es mintdk 6 nappal késobb, friss higitdsbol megismételt elemzésének adatai;
500 mL-hez tartozé adatok azonosak a 13. tdbldzatban szereplokkel.
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A 4.43. fejezetben leirtnak megfelelden, a néhdny ng/L. mennyiségben
azonositott Osztrogének esetében (f-Osztradiol, etinilosztradiol) megfigyelhetd, hogy FS
adatgytlijtéssel a meghatdrozasuk sikertelen, a MIM-mel mért érték pedig jelentdsen
nagyobb az MRM mddszerrel meghatarozotthoz képest. A kordbban leirt és jellemzett
SPE extrakciés modszer (3.4.4.1. és 4.2.5. fejezetek) hatékonysaga, és a hiitében térolt
torzsoldatok eltarthatosdga megfeleld volt: a 250 mL és 500 mL mintatérfogatokbdl,
szarmazékkészités utan kozvetleniil elemzett, valamint az 500 mL-bdl, 6 nappal késébb
ismételt mérések atlagos relativ hibdja 2,22 RSD% (transzandroszteron, FS) és 18

RSD% (fB-6sztradiol, MRM) kozott valtozott.

5.5. A szteroid vegyiiletek és koélsavak elemzése Duna- és szennyvizmintak
oldott és szuszpendalt fazisaiban

Miutén sikerrel beillesztettem a természetes és mesterséges szteroid vegyiiletek
véaltozatos képviseldit a kordbban kidolgozott, sok OsszetevOt elemzd rendszerbe [17-
20], és a szelektiv detektdldsi mddszerek fejlesztése lehetdvé tette a néhdany ng/L-es
mennyiségli 6sszetevok azonositasat is, célom a Duna-viz szteroid tartalmanak elemzése
volt.

A sorozatos vizminta-elemzések soran felvetddott, hogy a rossz vizoldhatésdgu
szteroidok (4. tdblazat) megoszlanak a vizmintdk oldott és szuszpendalt fazisai kozott.
Ebben az esetben a korabban alkalmazott, és a szakirodalomban &ltalanos (1.4.2.
fejezet), gyakorlat szerint, a vizmintdk elOkészitésekor sziiréssel elkiilonitett, szilard
anyagok szteroid tartalma nem keriilt elemzésre.

A tovébbi szenny- és Duna-vizmintdk elemzése mellett, célul tliztem ki egy
egyszerd, kis munka- és koltségigényli extrakciés modszer kidolgozasat, amely lehetévé

teszi a vizsgalt vizmintdk lebegdanyagaihoz kotddott szteroidok meghatarozasat is.

5.5.1. Az ultrahanggal segitett extrakcio hatékonysaganak vizsgalata

Abban a néhany tanulmanyban, amelyek a vizmintdk szuszpendalt szilard
anyagait is elemezték, az alkalmazott dusitdsi eljards validdldsa vagy elmaradt
[107,108], vagy az elkiilonitett szildrd fazishoz hozzaadott, a mintdkban megtalalhaté
koncentracioknal jéval nagyobb mennyiségli standard anyagok hozzdaddsaval tortént

[78,106]. Ha figyelembe vessziik a megoszlds kialakuldsdhoz rendelkezésre allo, joval
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rovidebb id6t, az oldott és szildrd fazisok megvéltozott ardnyait, az egyéb oldott
anyagok és a természetes vizekben él6 mikroorganizmusok lehetséges szerepét, stb.,
akkor az elkiilonitett és kiszaritott szuszpendalt fazishoz, kozvetleniil az extrakcidt
megeldzéen hozzédadott standard anyagok kialakitott kolcsonhatdsai nem jellemezhetik
megfelelden a vizmintdkban természetes mdodon jelen 1€vo szennyezokét.

Az ismertetett okok miatt, az ultrahanggal segitett extrakcié hatékonysédgat, a
megszokott standard addiciés mddszer helyett, tobb izben: egy befoly6 szennyvizminta
sziir6papirjanak kivondsa sordn, az egymast kovetd oldoszer-részletek elemzésével (15.
tdblazat), valamint azonos szenny- €s Duna-viz mintdk kiilonboz6 térfogataibol kisziirt
szilard anyagok extrakcidjaval (4.5.2. és 4.5.3. fejezetek, 16. és 17. tablazatok)
igazoltam.

A 2010 juniusdban mintavételezett, dél-pesti 0,5L befolyé szennyviz sziiréséhez
felhaszndlt szlr6papir, a 3.4.4.2. fejezetben leirtak szerinti extrakcidja sordn,
0sszegyljtott oldoszerfrakcidk szteroid tartalma a 15. tdbldzatban taldlhato.

15. tablazat 0,5L befolyé szennyviz (Dél-Pest, 2010. jtnius)

szuszpendalt fazisanak extrakcidja soran elkiilonitett
oldoszerfrakciokban mért szteroid-koncentraciok.

4 Szteroidok Egymast koveto olddszer frakciokban
Oldészerelegy* meghatarozott szteroidok (ng/L) )
frakciok =» 1. +40 mL | 2. +20 mL | 2. +20 mL | Ossz.
. . 0,0322 (1,13) 0,0322
f-Osztradiol {100} <LOQ <LOQ (1,13)
454 (1,33) |312(0,421)|0,458 (3,15)| 488
Koprosztanol (93} (6.5} {0,094} (1,30)
. 137 (3,13) | 9,1 (2,40) | 1,32(5,9) 147
Koleszterin (92} (6.9} {0.898) (1,06)
. 44,1 (2,99) | 3,73 (7,3) | 0,717 (7,3) | 48,5
Sztigmaszterol (91} (7.7) (1.48) (3,69)

. 69,2 (5,2) | 5,78 (7,5) |1,19(2,07) | 76,0
p-Szitoszterol (91} (7.6) (1,56 (1,00)
Jelolések: () = 2 péarhuzamos mintael6készitésbol, 3-3 injektdlds
RSD%-a; * = hexan:etil-acetat:metanol 1:1:2, azonos az SPE
extrakcidhoz haszndlt eleggyel; {} = az egyes frakcidkban
meghatdrozott szteroidok mennyisége a teljes szteroid tartalom

szazalékaban.

Az els6, 40 mL-es olddszer-részlet a teljes szteroid tartalom 91-100%-at; a
madsodik, 20 mL az egyes vegyiiletek 6,5-7,7%-at, mig a végsd, 20 mL olddszer az

egyes szteroidok teljes mennyiségének csupdn 0,898-1,56%-at tartalmazta.
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A 2010. jualiusi, telki befolyé szennyviz elemzésekor a 0,5 L és 1,0 L
mintatérfogatbdl elkiilonitett lebegdanyagot is elemeztem. A kiilonbozd mennyiségii
vizmintdkbol mért szteroidok koncentracidja 1,59 (koprosztanol) -5,8 (sztigmaszterol)
RSD% szérast mutatott (16. tablazat). Hasonléan, a 2011. augusztusi 3L és 5L, és a
2012. januari SL és 10L térfogati Duna-vizmintdk részleteibOl kiszlrt, szildrd
lebegbanyagokat is extrahdltam (17. tablazat). A folyovizmintdk eltérd térfogatu
részleteinek lebegOanyagdbdl meghatarozott szteroidok mennyiségei 0,92 RSD%
(p-szitoszterol, 2012. januar) - 6,0 RSD% (koleszterin, 2011. augusztus) eltérést
mutattak.

A kiilonb6zo eredetli vizmintdk szuszpendalt szildrd lebegdanyagédbdl, két
parhuzamos extrakcidval, mintdnként 3-3 injektdldssal meghatarozott szteroidok
koncentraci6janak reprodukdlhatésdga szennyvizmintdk esetében (16. tablazat) 1,00
RSD% (f-szitoszterol) és 12,0 RSD% (koleszterin), Duna-vizmintdk esetében pedig
(17. tablazat) 0,87 RSD% (koleszterin) és 18 RSD% (koprosztanol) k6zott valtozott.

A 2012. janudri Duna-vizmintdk extraktumait kozvetleniil szarmazékkészités
utan (17. tablazat), és egy héttel késébb (a részletes adatokat nem tiintettem fel), GC-
MS/MS (MRM) mdédszerrel mértem. A meghatdrozott szteroidok: p-osztradiol,
etinilosztradiol, koprosztanol, koleszterin, sztigmaszterol, p-szitoszterol, mért
koncentracidinak eltérése, a felsorolds sorrendjében: 4,61 RSD%; 2,31 RSD%, 7,8
RSD%, 0,621 RSD%, 12,5 RSD%; 19 RSD% és 3,60 RSD% volt.

A bemutatott adatok szerint a kidolgozott, egyszerli, kis munka- és
koltségigényli, extrakcids eljards alkalmas a szennyvizmintdk iivegsziirOpapirral

elkiilonitett szilard fazisaban taldlhat6 szteroid vegyiiletek kvantitativ kivondséra.

5.5.2. A szennyvizmintakban szuszpendalt szteroidok elemzése

Ot hénap alatt hdrom be- és kifolyé szennyvizminta szilard lebegdanyagit
elemeztem: a mért szteroid tartalmak a 16. tdbldzatban olvashatéak.

Mir a mintdk beérkezésekor szembetiind volt, hogy a szennyviztisztitds sordn
jelentdsen csokkent a szennyviz szilard lebegdanyag tartalma: (16. tablazat elsé soranak
adatai): a kifoly6 szennyvizbdl kiszlrt szildrd anyagok tomege a befoly6 szennyvizbol

elkiilonithetd mennyiségnél 96-99%-kal kevesebb volt.
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A szennyvizben taldlhaté természetes hormonokat (androszteronok, Osztriol), a

vizekben talélt nagy androszteron-koncentracié (2,32-7,2 ug/L. androszteron, 4,00-5,81

ug/L transzandroszteron) mellett is, csak a mintdk oldat részébdl sikeriilt mérni, az

androszteronok szteroidok kozotti jobb vizoldhatésdganak megfelelden (4. tablazat).

16. tablazat Be- (Bef.) és kifoly6 (Kif.) szennyvizmintak (0,5L) oldott (Old.) és szuszpendalt
szilard (Szuszp.) féazisaiban meghatdrozott szteroidok és kolsavak, trimetilszilil-(oxim)-
éter/észter szarmazékokként, GC-MS/MS (MRM) méréssel

Szennyvizmintakban mért szteroidok és kolsavak: pg/L

Dél-Pest, 2010. junius

Telki, 2010. jalius

Telki, 2010. oktober

Vegyiilet Bef. Kif. Bef. Kif. Bef. Kif.
0ld. [Smszp| OMd. [Sauszp! Old. Seuszp:= oid. | S Old. [Sauszp] OMd. [S
Zuszp, Zuszp, 05L [10L] Ad. Zuszp. Zuszp, Zuszp,
Smszp. (mglLy* | 91(156) | 298(6.5) 229 (370} 205(187) | 242475 | 96(74)
Androszteron | <LOQ |<L.OQ|<LOQ|<LOQ (f’gg) <10Q <L0Q| <LOQ (47%27) <L0Q|<LOQ|<LOQ
- 00273 00322 0,0164] 00089 [0.0081]0,00850,0075] 0,0204 | 0,017 [0,0066]0,0062/0.0049
prOsatradiol | 65) | (1,13) [ TOYLOY (13 | 62) |Gu16) 1] @b | (1.05) | (28] 65) | (D |G21)
Transz- <L0Q |<L0Q|<L0Q|<Loq| +¥ <LOQ 00| <000 | >?! | 00l<ool<o0
androszteron (7,8 (4,63)
. 0,085 0,388 0275
Osztriol oon [<oQ<Loal<o] ¢ <LOQ <L0Q| <L0Q | (55 [<LOQI<LOQ<L0Q
onrosatanol | 391 | 488 | 469 | 93 [ 366 | 224 [ 217 221 [0653| 362 | 463 | 283 | 401 | 186
P 0,68) |(1,30)| (5:44)| (3,36)| 242)| (043) | (1,58) [{1,59}] (6,8) | (1,73) | (1,06) | (4.49)| (0,63)|(2,96)
oreasterin | 76 | 147 [0357(0791] 430 | 412 | 442 | 427 [0678] 224 | 275 | 95 | 265 | 103
(3,06) | (1,06)| (3,84)| 3,54 | (1,58) | (2,98) | (4,62) |{3,51}| B.98)| (4,72) | (0,95) | (12,0)|(1,59)| (1,93)
- 289 113 249
Litokélsav | 4o [<0Q<LOQ<LOQ 175 <LOQ <L0Q| <L0Q | 24 [<L0QI<LOQ[<L0Q
Sztigma- 750 | 485 | 1,10 | 0.173 115 | 129 | 122 880 | 7.00 | 395 262
Iszterol 338) | 3.69)| 5.5 | (1) [ 55 [327)] 581 [ O (154 | 371 | 56) [TOY 083
) 59.1 78 44 0,69 07
Kélsav o [<Loe| 25 <o) g, <LOQ ool <oQ | for | Loq |<Logi<Log
Kenodeoxi- | 313 84 403 0424 138
kélsav ©050) |[FOY 88) [TOQ (2.16) <10Q @g6)| TOQ| 17y | LOQ |<LOQILOQ
. 70 | 760 | 0567|0415 419 | 130 | 462 | 92
p-Szitoszterol |, 1711 00)| (74) | 363)| OQ <L0Q LOQ | <LOQ | 45 | (1,14)| 041) | 359)
'Urzodeoxi- 39,1 45,7 0,318 28,5
kélsav 11y [OQLOQLOQ 1y <L0Q (183)| LOR | (2.70) [LOQLOQLOQ
3-hidroxi-7- 16,6
Retokorinay | <-0Q [<.00/<.0Q|<L0Q|<LOQ <L0Q <L0Q| L0Q | 15y [<LOQIKLOQILOQ

Jelolések: Szuszp.* = Osszes szuszpendalt szilard lebegbanyag; () = 2x3 injektdlas RSD%-a; {}
= 0,5L és 1,0L mintatérfogatbdl végzett mérések RSD%-a; Szuszp.**: 0,5L; 1,0L; Atl.: azonos
minta 0,5L és 1,0L térfogatdnak szilard lebegdanyagdbdl meghatdrozott koncentraciok és
atlaguk; Megjegyzés: a mérések a 375 pL szarmazékkd alakitott torzsoldat 2-10-szeres
higitasaibol késziiltek.

A koélsavakat (litokolsav, kélsav, kenodeoxikdlsav, urzodeoxikdlsav, 3-hidroxi-

7-ketokoldnsav) csak a szennyvizmintdk oldott fazisdban mértem. Viselkedésiik savas

karakteriikkel magyardzhat6: a vizmintdk semleges-enyhén ligos kémhatédsiak (pH 7-8)
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voltak, mig a kélsavak enyhén savas karakterii vegyiiletek: pKa <6 [18], disszocidciéjuk
fokozza oldhatdsdgukat.

A szennyvizmintdkbol kisziirt szilard lebegdanyagok elemzése feliilmilta
korédbbi feltételezésimet: a szuszpenddlt szilard anyagokbdl meghatarozott szteroidok
mennyisége sok esetben meghaladta a hozzdjuk tartozé vizmintdkban mérheto
koncentraciokat (16. tabldzat): még a kifolyé szennyvizek kisziirt anyagai is széles
koncentraciétartomdnyban tartalmaztak kiilonb6z0 szteroidokat. A természetes
Osztrogén f-0sztradiol kisebb 0,0049-0,0322 pg/L, mig a fekalis- és fitoszterolok jéval
nagyobb mennyiségliek voltak (koprosztanol 9,3-488 ng/L, koleszterin 0,79-427 pg/L,
sztigmaszterol 0,173-48,5 pg/L, p-szitoszterol 0,415-130 pg/L).

5.5.3. A Duna-viz mintak oldott, és szuszpendalt szilard fazisaiban mért

szteroidok

A Duna-viz szteroid tartalmanak elemzéséhez egy év, azaz 12 hoénap alatt 4
mintavétel tortént. A vizsgélatok Osszesitett eredményeit a 17. tdblazatban foglaltam
ossze.

A Duna vizében a szuszpenddlt lebegdanyag-tartalom a kifolyé szennyvizével
azonos nagysdgrendii volt: 5,7-25,6 mg/L kozott valtozott.

A vizmintdk oldott fazisdban koprosztanolt, koleszterint, f-szitoszterolt minden
esetben, f-Osztradiolt és kolsavat két, sztigmaszterolt egyetlen alkalommal sikeriilt
mérni.  Koncentraciéik  0,330-0,449 pnpg/LL  (p-Osztradiol), 1,14-1,16  pg/L
(etinilosztradiol), 18,6-42,1 ng/L. (koprosztanol), 88-170 pg/L (koleszterin), 23,3 pg/L
(sztigmaszterol), 8,1-128 pg/L (kdlsav) és 128-379 pg/L (S-szitoszterol) voltak.

A Duna vizében azonositott szteroidok mennyiségei nemzetkozi
Osszehasonlitdsban azonos nagysagrendiiek a mds eurdpai orszdgok természetes
vizeiben mért szteroid-koncentraciokkal, és joval a délkelet-dzsiai teriileteken mértek
alatt maradnak (1.4. fejezet, 1.b. tdblazat).

A szilard lebegbanyagok kivonataiban koprosztanolt, koleszterint és
p-szitoszterolt valamennyi esetben, etinilosztradiolt és sztigmaszterolt négy esetbdl
hiaromban mértem. A szilird anyagokban mért koncentrdciok a legtobbszor

0sszemérhetdek, vagy nagyobbak voltak az oldott fazisban mértekkel: 0,352-0,461 pg/L
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(etinilosztradiol), 218-263 pg/L (koprosztanol); 14,5-525 pg/L (koleszterin); 18,3-179
pg/L (sztigmaszterol) és 22,3-1780 pg/L (f-szitoszterol).
17. tablazat Duna-vizmintak oldott (Old.) és szuszpendalt szilard (Szuszp.) fazisaiban

meghatdrozott szteroidok és kolsavak, trimetilszilil-(oxim)-éter/észter szarmazékokként,
GC-MS/MS (MRM) méréssel

Duna-vizmintadkban meghatarozott szteroidok és koélsavak (ng/L)
e 2011. februar 2,0 1%’ 2011. augusztus 2012. januar
Vegyiilet marcius
Old. | Smszp. | Old. [Smszp Old. Szuszp.** Old. Szuszp.**
3L | 3L | 3L |3L | 3L | 3L | 5L | Atl. | 3L | 5L | 10L | Atl.
Szuszp. (mg/LyY{ 5,7 (1,63) | 8,6 (0,65) 10,6 {5,7} 25,6 {2,15}
. , 0,449 0,728 0,330
ﬂ-Osztradlol (13) <LOQ | <LOQ <LOQ (5.2) <LOQ 6.4) <LOQ
. .| 1,160,352 0,461| <LO 1,14 |0,390]0,409] 0,399
[Etnildsztradiol | 15) | 5 08) | 29| 5.3)| @ <LoQ 6.3)] (6.5 | 9.6) [12,28)
- ;| 421] 218 1288254 36,1 [ 101 [ 99 [ 100 [18,6] 260 [ 266 | 263
oprosztanol | ¢ )| (18) |(13.4)(6.5)|4.9D)|4.70) (7.15) [{1,00}| 9.4)| (5.3) | (5.3) [{1,10}
Kolesaterin 96 | 106 | 105 [48,2] 170 [15,6] 13,9 | 14,5 | 88 | 516 | 534 | 525
(9,2) 1 (0,87) [ (9,0) | (A1) [(4,50)[ (7,5)| (7.3) [ {6,0} |(8,7)|(5,31)|(4,70)[{1,72}
) 18.3 45,1 2331171 [ 188 | 179
Satigmaszterol |<LOQ| g 5) | <LOQ| g 5)|<LOQ <LOQ (7.1)|2.32)[(1.69){4,65)
) 19.2 128 8,1
Kolsav (16.4) <LOQ (13.7) <LOQ|<LOQ <LOQ 8.5) <LOQ
i || 317 255 [ 379 [463 [ 128 [23,1] 21,5 [ 22,3 [ 260 1796 [ 1764 1780
p-5a ™1 10) | 3.75) [4.22)] (13) [ 9.0) [6.23)] (7.3) {3,59}/(2,00) (12) | (5,3) [{0,92}

Jelolések: Szuszp.* = 0Osszes szuszpendalt szilard lebegdanyag; ( ) = 2x3 injektalas
RSD%-a; Szuszp.**: 3L, 5L, 10L; Atl.: azonos minta 3L és 5L, valamint 5L és 10L
térfogatdnak szilard lebegbanyagdbdl meghatarozott koncentraciok és datlaguk;
Megjegyzés: a mérések a 375 plL szarmazékka alakitott torzsoldat 2-5-szOros
higitasaibol késziiltek.

5.5.4. Szenny- és Duna-vizmintdkban meghatarozott szteroidok

megoszlasa az oldott és szuszpendalt fazisok kozott

A sziiréssel elkiilonitett szilard lebegdanyagokbdl meghatdrozott szteroidok, a
mintdkban mért teljes mennyiséghez viszonyitott szdzalékos ardnydt, a 11. dbra
oszlopdiagramjain szemléltetem.

A szteroidok szdzalékos megoszlasa az oldott és szuszpenddlt szilard fazisok
kozott nagy valtozatossagot mutatott, és nem volt jellemz6 a minta tipusara (befoly6-,
kifoly6 szennyviz, Duna-viz). Kevés kivételtdl eltekintve, dltaldban a vizsgalt vizmintak
szilard lebegdanyaga tartalmazta az egyes szteroidokat nagyobb mennyiségben.

A szteroidok teljes mennyiségének szdzalékos megoszldsa a vizmintdk

szuszpenddlt  szilard lebegOanyagdban, szennyvizmintidk esetében  28-54%
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B Osztradlol
a szennyvizmi 1

- Szuszendalt = Oldott

20 ng/L
73%

38 ng/L
(3

6,6 ng/L
28%

16 ng/L 7,5 ng/L 17 ng/L
30% 27% 72%
Bef. Kif. Bef. Kif. Bef. Kif.
2010 junius 2010 julius 2010 oktober
Dél-Pest Telki

Koprosztanol
a szennyv

u Szuszpendalt = Oldott

9,3 ug/L 22 pg/L 36 pg/L 28 pg/L
66% 38% 98% 38%

4,7 ug/L 37 1o/ N0,65.9/L 46 pa/l

34% 62% 2% 62%

39 pg/L
7%
Bef. Kif. Bef. Kif. Bef. Kif.
2010 junius 2010 julius 2010 oktober
Dél-Pest Telki
Koleszterin
lasa a szennyvi:
W Szuszpendalt = Oldott

9,3 pg/L 22 ug/L 22 pg/L 95 pg/L
66% 38% 97% 78%

4,7 yg/L 37 g/l 0,68.:9/L I 28 ug/L
34% 62% 3% 22%

Bef. Kif. Bef. Kif. Bef. Kif.

2010 junius 2010 julius 2010 oktober

Sztigmaszterol

a szennyv
u Szuszpendélt = Oldott

0,173ug/LIN 12 pg/L [ 8,8 ug/L [ 40 pg/L ,62 g/
14% 100% 100% 85% 100%
7,5 ug/L B 10pg/L) 7,0 pg/L
13% 86% 15%
Bef. Kif. Bef. Kif. Bef. Kif.
2010 junius 2010 julius 2010 oktober
Dél-Pest Telki

|3 -Szitoszterol

a szennyVvi;
alt

= Oldott

Bef. Kif. Bef. Kif. Bef. Kif.
2010 junius 2010 julius 2010 oktober
Dél-Pest Telki

%-0s megoszlas a fazisok k6zott %-0s megoszlas a fazisok k6zott %-0s megoszlas a fazisok k6zott %-0s megoszlas a fazisok kozott

%-0s megoszlas a fazisok k6zott

100%

50% -

0%

100% |

50% -

0%

100%

50% |

0%

100% |

50%

0%

100%

50% |

0%

Etlnllosztradlol
lasa a Duna-vizmi
= Oldott

W Szuszpendalt

0,35 ng/L 0,46 ng/L 0,40 ng/L
23% 100% 26%
1,16 ng/L 1,14 ng/L
7% 74%

2011 februar 2011 marcius 2011 augusztus 2012 januar

Koprosztanol
asa a Duna-vizmi
W Szuszpendalt = Oldott

I 254 ng/L I 100 ng/L

90% 73%
2011 februar 2011 marcius 2011 augusztus

218 ng/L
84%

42 ng/L
16%

29 ng/L
10%

36 ng/L
27%

19 ng/L
1%

2012 januar

Koleszterin

a Duna-vi;

= Oldott
15 ng/l
8%

l Szuszpendalt
48 ng/L
31%

106 ng/L
52%

105 ng/L
69%

170 ng/L
92%

2011 februar 2011 marcius 2011 augusztus 2012 januar

Sztigmaszterol
asa a Duna-vizmi

18 ng/L
100%

2011 februar

45 ng/L
100%

179 ng/L
100%

2011 marcius 2011 augusztus 2012 januar

B- SZItoszteroI
g asa a Duna-vizmi
B Szuszpendalt = Oldott

255 ng/L 463 ng/L 22 ng/L
45% 55%

317 ng/L 379 ng/L

55% 45%

15%
2011 februar 2011 marcius 2011 augusztus

128 ng/L
85%

2012 januar

11. abra Természetes €s mesterséges szteroidok megoszldsa szenny- €s Duna-vizmintdk
oldott és szuszpendalt fazisai kozott: a mért koncentraciok pg/L vagy ng/L egységben
feltiintetve (részletes adatok az egyes diagramokon, és a 16.-17. tdbldazatokban), a
hasdbokon jelzett %-os értékek az adott mintdk egyes fdzisaiban mért koncentraciok
ardnyét a teljes meghatarozott mennyiségek %-aban mutatjik.
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(p-0sztradiol), 38-98% (koprosztanol), 69-95% (koleszterin), 85-100% sztigmaszterol,
42-92% (sztigmaszterol), és 42-92% (f-szitoszterol) kozott, mig a Duna-vizmintdkban
23-100% (etinilosztradiol), 73-93% (koprosztanol), 8-86% (koleszterin), 88-100%
(sztigmaszterol), 15-87% (f-szitoszterol) kozott véltozott.

A teljes szteroid mennyiség tilnyomo része (71% a szennyvizmintdk, és 64% a
Duna-vizmintédk esetében), a jelen tanulmany szerint a szuszpendalt szildrd anyagokban
volt. Az egyes megoszlasi adatok nagyfokd valtozatossdganak okai lehetnek, kordbbi
tapasztalatok szerint, a szuszpendalt szilard szemcsék véltozatos mérete és Osszetétele,
az egyes vizmintdk pillanatnyi tulajdonsdgai, mas jelenlévd anyagok szorpcios
folyamatai, stb. [108].

A tanulmédny eredményeinek ismeretében bizonyos, hogy az olyan csekély
vizoldhatésagu vegyiiletek, mint a szteroidok, nyomnyi mennyiségeinek, vizmintdkbdl
végzett elemzése sordn, nem lehet figyelmen kiviil hagyni (eldobni) a mintaeldkészités
sordn sziiréssel elkiilonitett szildrd anyagokat, mert ezzel a teljes vizminta szteroid

tartalménak jelentds része figyelmen kiviil marad.
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6. Megbeszélés

A novekvl gydgyszerfelhasznalas kovetkeztében hatdanyagok széles spektruma
keriil valtozatlan, vagy metabolit formdban a vdrosi szennyvizbe. Az 4ltaldnosan
elterjedt szennyvizkezel0 eljardisok nem alkalmasak a gyogyszervegyiiletek
maradéktalan lebontdsdra, igy azok a felszini vizekbe is bekeriilnek. Ezen anyagok vizi
kornyezetre gyakorolt, kdros hatdsat tanulmdnyok sora igazolja, kiillonosen igaz ez a
szintetikus szteroidvegyiiletekre. A vizi Okoszisztéma és a természetes vizek, mint
ivovizbazisok védelme érdekében, sziikséges olyan analitikai eljardsok kidolgozasa,
melyek lehetdvé teszik egy sor gydgyszerhatéanyag meghatarozdsat kiilonbozo eredetii
vizmintakbol.

Célkittizéseimnek megfelelden, a kordbban kidolgozott, sok dsszetevoji elemzd
rendszert, a szteroid vegyiiletek véltozatos csoportjainak szdmos képviseldjével
bdvitettem. Ezek a természetes androgének (androszteron, transzdehidroandroszteron,
transzandroszteron, dihidrotesztoszteron, tesztoszteron, 4-androszten-3,17-dion),
természetes Osztrogének (f—osztradiol, 6sztriol), mesterséges dsztrogének (mesztranol,
etinilosztradiol), mesterséges progesztogének (noretiszteron, gesztoden, levonorgesztrel,
etonogesztrel, medroxiprogeszteron-acetdt), a természetes progesztogén (progeszteron),
fekdlis szterolok (koprosztanol, koleszterin), és fitoszterolok (sztigmaszterol, /-
szitoszterol), voltak. A vizsgélt vegyiiletek kozott szerepeltek ketocsoportd szteroid
vegyiiletek is.

Az irodalom szerint, a ketoszteroidok ng/L. nagysdgrendben meghatarozédsa a
ketocsoport megfeleld szarmazékkészitésével lehetséges. A vegyiiletek megfeleld
elvilasztasa €s meghatarozasa érdekében, a szarmazékkészités 1épéseinek, igy az
alkalmazott reagensek (oximalds, kiilonboz6 szililezdszerek) és a reakciokoriilmények
(id6, hofok), az egyes OsszetevOk valaszjelére gyakorolt hatasat vizsgaltam.

A szarmazékkészitési tanulményhoz kapcsoldéddan, a szteroid-trimetilszilil-oxim
szarmazékok tomegspektrometrids viselkedésérdl fragmentumanalitikai tanulményt
készitettem. A molekulaszerkezet és a keletkez0 SFI-k kozotti Osszefliggéseket
kutattam, hogy tapasztalataimat a vizmintdk ismeretlen 0sszetevdinek azonositdsa, és a
szelektivebb, tandem tOmegspektrometrids adatgyljtési eljardsok fejlesztésekor

hasznositsam.

81



doi:10.14753/SE.2014.1870

Meghatdroztam az egyes szteroidokhoz tartoz6 LOQ értékeket, és az SPE
dusitds hatdsfokdt standard oldattal hozzdadott kifoly6 szennyvizmintdk extrakcidjdval
vizsgaltam. A kidolgozott médszerrel, a 2009 decemberétdl 2010 szeptemberéig tartd
10 hénapos idészakban két magyarorszagi szennyviztisztito telep be- és kifolyé mintdit
elemeztem.

A modszer szelektivitdsanak novelése érdekében, javaslatot tettem a vizsgdlt 20
szteroid és a veliik egy szakaszon eludl6do kdlsavak MIM és MRM adatgytijtésére. A
harom vizsgélt adatgyljtési eljards alkalmassdgat Ot Osszetartozd, be- és kifolyd
szennyvizminta, parhuzamosan, mindhdrom adatgyijtési technikaval (FS, MIM,
MRM), elemzése alapjan hasonlitottam Ossze.

Terveim kozott szerepelt a Duna vizének, és a vizmintdk lebegd szilard anyag
tartalmanak vizsgdlata is. Erre a célra javasoltam egy egyszerl, kis munka- és
koltségigényli, ultrahanggal segitett extrakcidés mddszert, amely lehetdvé teszi a vizsgalt
vizmintdk lebegdanyagaihoz kotodo szteroidok meghatdrozasat is. Az ultrahanggal
segitett extrakcié hatékonysdgit, tobb izben: egy befolyd szennyvizminta
sziir6papirjanak kivondsa sordn, az egymadst kovetd olddszer-részletek elemzésével,
valamint azonos szenny- €s Duna-viz mintdk kiilonb6z¢ térfogataibdl kisziirt szildrd
anyagok extrakcidjaval vizsgdltam. Ezzel az eljarissal meghatdroztam a vizmintdk

élovilaggal kapcsolatba keriil6 teljes (oldott €s szuszpendalt) szteroid mennyiségét.
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7. Kovetkeztetések

A ketocsoportot tartalmazé szteroidok megfeleld azonositdsa és meghatarozdsa
érdekében, a kétlépéses szarmazékkészités (1. oximadlds, 2. trimetilszililezés)
elengedhetetlen. A vizsgdlt szteroidok kivétel nélkiil oximokat képeznek, és a
trimetilszilil-oxim-étereik vélaszjelének ardnya a csak trimetilszilil-étereikéhez, vagy a
valtozatlan formdban meghatarozottakéhoz viszonyitva, minden ketocsoporttal
rendelkezd vegyiilet esetében >1.

Az egyes szteroid vegyiiletek fragmentacios viselkedése Osszefiiggést mutat az
eredeti molekulaszerkezettel: a 3-ketoszteroidok és a hidroxiszteroidok jellemzd ionjai a
molekulaion és az egy metilcsoport elvesztésével keletkez6 ion; mig a 17-
ketoszteroidok tomegspektrumat a szterdnvaz feltoredezésével keletkezd fragmens
ionok jellemzik.

Az irodalomban leggyakrabban alkalmazott szililezoszerek (BSTFA, MSTFA,
MTBSTFA), a kordbban is alkalmazott HMDS+TFA reagenssel Osszehasonlitdsa
alapjan, a kiilonbo6zo szililezoszerekkel képzett szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éterek
valaszjelei Osszemérhetdéek. Az alkalmazott reakci6hdfok és —idd tekintetében, az
oximélds €és szililezés esetében is, kdlcsondsen valtoztatott koriilmények vizsgilata
alapjan elmondhatd, hogy minden alkalmazott koriilmény (50°C, 70°C, 90°C, 30, 60, 90
perc), a szarmazékkészités mindkét 1épésének tekintetében kielégitd eredményekkel
szolgalt. Kovetkezésképpen, €s a korabbi tapasztalatok figyelembe vételével, a tovabbi
vizsgdlatokhoz ~a  HMDS+TFA  reagenst  vélasztottam. Az  optimdlis
reakciokoriilményeket az oximalds esetében 70°C, 30 perc és trimetilszililezés soran
70°C 90 percben allapitottam meg.

A nyolc, 1,88-750 ng/LL kozotti mennyiségli szteroid-trimetilszilil-(oxim)-éter
tartalmi modelloldatok mérésével meghatarozott LOQ értékek 1,88-37,6 ng/L kozott
alakultak. Az SPE kivonds visszanyerésének szazalékos értékei a legtobb szteroid
esetében 79% (mesztranol) és 106% (etonogesztrel) kozott alakultak. A szterolok:
koprosztanol, koleszterin, sztigmaszterol és B-szitoszterol visszanyerése, valdsziniileg
csekély vizoldhat6saguk miatt, dtlagosan 34% volt.

A 2009 decemberétol 2010 szeptemberéig tartd, 10 hénapos iddszak alatt két
magyarorszagi  szennyviztisztité  telep (Dél-Pest, Telki) be- és kifolyd

szennyvizmintdinak Osszetételét vizsgdltam az ismertetett modszerrel. A hisz kutatott
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szteroidbdl kilencet sikeriilt azonositanom a szennyvizmintakban: az androgének koziil
androszteront, transzandroszteront €s androszteron-3,11-diol-17-ont, az Osztrogének
koziil p-osztradiolt és Osztriolt, koleszterin, koprosztanol, sztigmaszterol és /-
szitoszterol szterolokat mértem. Az androszteron-3,11-diol-17-ont eldzetes fragmentum-
analitikai tapasztalataim alapjdn, kettds trimetilszilil-oxim-éter szdrmazék formdjaban
azonositottam.

A harom  detektaldsi moddszer (FS, MIM, MRM), analitikai
teljesitményjellemzdik szerinti, kritikai Osszevetése alapjan, elmondhat6, hogy az FS,
MIM, MRM mddszerek modelloldatokkal mért, hat pontos kalibracigjanak atlagolt
adatai: a linedris regresszids koefficiensek, és az RSD%-ban kifejezett szordsok, az
adatgytijtési technikatol fliggetlenek. A technikdk kozotti kiilonbségek az LOQ és az
ILQ értékeknél jelentkeztek: &atlaguk az FS, a MIM és az MRM mddszerek
sorrendjében, valamennyi vizsgélt vegyiiletcsoport esetében, csokkennek. Az MRM
modszer legkisebb ILQ és LOQ értékei mellett, a kiilonb6z6 mddszerekkel
meghatdrozhaté legkisebb mennyiségek kromatografids csicsainak jel/zaj viszonyai is
az MRM mddszert, mint a legszelektivebb adatgytijtési technikat igazoltak.

A szennyvizmintdk mindharom adatgylijtési eljardssal, egyidejli elemzése
alapjan elmondhat6, hogy Az MRM moddszer haszndlata az FS vagy MIM
adatgy(jtéssel szemben jelentdsen érzékenyebb, szelektivebb, és megbizhatébb: az FS
technika nem volt alkalmas a ng/LL nagysdgrendlii f-Osztradiol, etinilosztradiol és
Osztriol meghatdrozasira. Az MRM eljardas MIM-mel szembeni elonyeit a
szennyvizmintdk f-6sztradiol és etinilosztradiol tartalmanak tilbecslése mutatta.

A szennyvizmintdk szuszpendalt szildrd anyagaibdl meghatdrozott szteroidok
mennyisége, sok esetben meghaladta a hozzdjuk tartozé vizmintdkban mérhetd
koncentraciokat: a természetes Osztrogén p-Osztradiol kisebb, mig a fekdlis- és
fitoszterolok joval nagyobb mennyiségliek voltak.

A Duna-vizmintdk oldott fazisdban koprosztanolt, koleszterint, S-szitoszterolt
minden esetben, [-Osztradiolt és kolsavat két, sztigmaszterolt egyetlen alkalommal
sikeriilt mérni. A Duna-viz szilard lebegdanyainak kivonataiban koprosztanolt,
koleszterint és f-szitoszterolt valamennyi esetben, etinilosztradiolt és sztigmaszterolt
négy esetbdl haromban mértem. A szildrd anyagokban mért koncentréciok a legtobbszor

0sszemérhetdek, vagy nagyobbak voltak az oldott fazisban mértekkel.
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A jelen tanulmédnyban mért teljes szteroid mennyiség tilnyomo része (71% a
szennyvizmintdk, és 64% a Duna-vizmintdk esetében), a vizsgdlt vizmintdk

szuszpendalt szilard anyagaiban volt.
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8. Osszefoglalis

A szteroid vegyiiletek valtozatos csoportjaiba tartoz6 18 1) vegyiilettel
bdvitettem a kordbban kidolgozott sok Gsszetevot elemzd rendszert, amely igy Osszesen
81 szerves mikroszennyezd meghatirozasdra alkalmas egy oldatbdl, egy felvétellel, GC-
MS(/MS) médszerrel.

Alapkutatasként részletes szarmazékkészitési tanulmanyokat készitettem,
melynek tanulsdgai, hogy:

e a keto- és/vagy hidroxilcsoportu szteroidok megbizhaté azonositdsa érdekében a
kétlépéses szarmazékképzés (1. oximalas, 2. szililezés) nélkiilozhetetlen.

e A szarmazékkészités koriilményeinek tekintetében, a kiilonbozé alkalmazott
szililezdszerek, és reakci6idd és —hdfok értékek mellett kapott vélaszjelek
0sszemérhetdek, a hosszi ideje alkalmazott HMDS+TFA elegy alkalmas a feladatra.

Az egyes szteroid vegyiiletek fragmentédcids viselkedése Osszefiliggést mutat az
eredeti molekulaszerkezettel: a 3-ketoszteroidok és a hidroxiszteroidok trimetilszilil-
oxim-éter szarmazékai stabilak, jellemzd ionjaik a molekulaion és az egy metilcsoport
elvesztésével keletkezd ion; mig a 17-ketoszteroidok tomegspektrumat a szteranvaz
feltoredezésével keletkezd fragmens ionok jellemzik.

Javaslatot tettem a vizsgalt 20 szteroid és a veliik egy szakaszon eludl6dé
kélsavak MIM és MRM adatgy(ijtési mdodszereire. A harom adatgyiijtési technikét, az
FS, a MIM, és az MRM moddszereket, elsoként hasonlitottam 0ssze modelloldatok és
szennyvizmintdk mindhdarom eljarassal, egyidejlileg készitett analizisével. A vizsgélatok
eredményei alapjan, az MRM moddszer nagyfoku szelektivitasat igazoltam, a MIM
mddszerrel szemben is:

e a szennyvizmintdk f-Osztradiol, etinilosztradiol, 6sztriol tartalmdnak meghatarozasa
csak az MRM technikdval volt sikeres.

e Az etinilosztradiol koncentricié tilbecslésének elkeriiléséhez az MRM technika
nélkiilozhetetlen.

Az ultrahanggal segitett extrakcid moddszerrel elemeztem szenny- és Duna-
vizmintdk szuszpendalt lebegdanyaganak szteroid tartalmdt. Eredményeim szerint a
vizsgalt szteroid vegyiiletek tilnyom6 része —a vonatkoz6 irodalom szerint a
mintaelOkészités sordn figyelmen kiviil hagyott- szuszpendalt szildrd lebegdanyagokhoz
kotodve talalhatd. Ezzel a vizi él0vilag szdmara elérhetO, bioldgiailag aktiv szteroidok

teljes mennyisége meghatarozasra kertiilt a vizsgalt vizmintdkban.
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9. Summary

The previously developed multiresidue analysis procedure has been extended
with 18 natural and synthetic steroids, permitting the identification and quantification,
in total of 81 pollutants from one solution, by a single injection, as their (TMS)-oxime
ether/ester derivatives, by GC-MS(/MS).

At the basic research level, detailed derivatization optimization studies were
performed. Results confirmed, that:
¢ in order of reliable identification of the hydroxy- and ketosteroids, the two-step

derivatization protocol (1. oximation, 2. trimethylsilylation) is obligatory.

e Regarding the derivatization conditions, response values, gained by varying the
silylating agents, reaction time and —temperature, proved to be commensurable. The
suitability of HMDS+TFA reagent has been verified.

Fragmentation characteristics of steroid derivatives showed correlation with the
original steroid structure. The TMS-(oxime)-ether derivatives of hydroxy- and 3-
ketosteroids proved to be stable, providing molecular ions and fragment ions formed by
the loss of one methyl group as abundant ions; while the 17 ketosteroids’ mass spectra
are characterized by fragment ions originating from the cleavage of the steroid skeleton.

MIM and MRM tandem mass spectrometric acquisition protocols have been
optimized, for the determination of 20 steroids, along with the cholic acids sharing the
same time window, for the first time. As novelty to the field, the FS, MIM and MRM
techniques have been compared, by applying all three aquisition methods, in parallel,
for the analysis of matrix free solutions and wastewater samples. Results confirmed the
high selectivity of the MRM acquisition method, even in comparison to the MIM one:

e determination of the f-estradiol, ethinylestradiol and estriol contents of wastewaters
proved to be reliable, applying the MRM aquisition protocol, only.

e The MRM technique is essential in avoiding the overestimation of wastewater
samples’ ethinylestradiol content.

The steroid content of Danube and wastewater samples’ suspended phases,
applying the ultrasound assisted extraction method, has been analyzed with their
dissolved counterparts, simultaneously. Results confirmed that the overwhelming part
of the water samples’ steroid content is present in the suspended phase, isolated by
filtration as part of the sample preparation, and usually discarded. Thus, the total

amounts of steroids that the ecosystem is liable to, were defined.
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