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Apstrakt: Prisustvo estrogenih hormona u vodenoj sredini, cak i u veoma niskim koncentracijama,
moze imati ozbiljne negativne efekte na zdravlje ljudi i akvaticnih Zivotinja. Stoga je vazan razvoj
metoda za pracenje prisustva tragova ovih supstanci u vodi. Koncentracije estrogenih hormona u
vodi su reda velicine ng/l, pa je za njihovu detekciju i kvantifikaciju potrebno razviti efikasnu
tehniku pripreme uzorka, koja obuhvata izolovanje i predkoncentrisanje analita. U ovom radu
ispitivana je mogucnost ekstrakcije estrogenih hormona (estrona, 17f-estradiola i 17a-
etinilestradiola) iz vodenih rastvora na cvrstoj fazi, uz koriséenje nemodifikovane i hemijski
modifikovane aktivirane ugljenicne tkanine (ACC) kao adsorbenta. Metoda disperzivne ekstrakcije
na cvrstoj fazi za predkoncentrisanje hormona na ACC optimizovana je izborom odgovarajuceg
organskog rastvaraca, temperature na kojoj se vrSi predkoncentrisanje kao i odabirom
najefikasnijeg adsorbensa. Koncentracija ispitivanih hormona nakon ekstrakcije odredivana je
metodom tecne hromatografije u sprezi sa tandem masenom spektrometrijom.

Kljuéne redi: estrogeni hormoni, ekstrakcija, aktivirana ugljeni¢na tkanina

EXTRACTION OF ESTROGENIC HORMONES FROM WATER USING ACTIVATED CARBON
CLOTH AS AN ADSORBENT

Abstract: The presence of estrogenic hormones in water resources, even at very low concentrations,
may have serious negative effects on people and aquatic organisms. Therefore, the development of
methods for monitoring these substances in water at trace level is important. The typical
concentrations of estrogenic hormones in natural waters are in the order of magnitude of ng/l.
Therefore, the development of an efficient sample preparation technique, which includes isolation
and preconcentration of analytes, as well as a sensitive detection method, is of great importance. In
this paper, the possibility of extraction of estrogenic hormones (estrone, 17f-estradiol, 17a-
ethinylestradiol) from water solutions on a solid phase, using unmodified and chemically modified
activated carbon cloth (ACC) as an adsorbent, was investigated. Method of dispersive solid phase
extraction of hormones onto ACC was optimized by choosing the most appropriate organic solvent,
temperature and the most efficient adsorbent. The concentration of investigated hormones was
measured by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry.

Keywords: estrogenic hormones, extraction, activated carbon cloth

! dprokic @tmf.bg.ac.rs

% imatic @politehnika.rs , imatic @tmf.bg.ac.rs
? marijab@tmg.bg.ac.rs

anaudovicic @vinca.rs

tanjav@tmf.bg.ac.rs

IS

5

204


mailto:dprokic@tmf.bg.ac.rs
mailto:imatic@politehnika.rs
mailto:imatic@tmf.bg.ac.rs
mailto:marijab@tmg.bg.ac.rs
mailto:anaudovicic@vinca.rs
mailto:tanjav@tmf.bg.ac.rs

1. UVOD

Prisustvo steroidnih hormona u zivotnoj sredini privlaci sve vecu paznju nau¢nika zbog njihovog
negativnog uticaja na zivotinjski svet. U Zivotnoj sredini ova jedinjenja dolaze u kontakt sa
razli¢itim organizmima, pri ¢emu mogu prouzrokovati niz promena, kao Sto su produkcija
vitelogenina (proteina ¢ija je produkcija karakteristicna samo za Zenke) kod muskih jedinki riba,
pojavu feminizacije muzjaka riba [1], uticaj na plodnost, smanjenje koncentracije testosterona u
serumu pojedinih vrsta zZivotinja, §to je primeceno u oblastima u ¢ijoj blizini se ispustaju efluenti
otpadnih voda [2].

Glavni nacini dospevanja ovih jedinjenja u zivotnu sredinu su preko komunalnih otpadnih voda,
otpadnih voda bolnica, otpada sa stocnih farmi [3]. Ove komponente su u zZivotnoj sredini prisutne u
veoma niskim koncentracijama, reda veli¢ine ng/L. Stoga je za njihovu detekciju i kvantifikaciju
potrebno razviti efikasnu tehniku pripreme uzorka, koja obuhvata izolovanje i predkoncentrisanje
analita. Disperzivna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Dispersive solid-phase extraction, DSPE) je
tehnika koja integriSe ekstrakciju i koncentrisanje analita u jedan korak. Porozni materijali su
pogodni kao adsorbenti za disperzivnu ekstrakciju na ¢vrstoj fazi zbog njihove razvijene specifi¢ne
povrsine, visoke zapremine pora, kao i moguénosti podesavanja veli¢ine pora [4]. U ovom radu
ispitivana je mogucénost DSPE estrogenih hormona iz vodenih rastvora uz koriS¢enje
nemodifikovane i hemijski modifikovane aktivirane ugljeni¢ne tkanine (ACC) kao adsorbenta.

2. EKSPERIMENTALNI DEO

U okviru eksperimentalnog dela ovog rada najpre je ispitana efikasnost nemodifikovane 1 hemijski
modifikovanih ACC za adsorpciju i desorpciju odabranih hormona: estrona (E1), 17B-estradiola
(E2) i 17a-etinilestradiola (EE2) iz vodenih rastvora. Ispitivanje adsorpcije vrSeno je pri pocetnoj
pH vrednosti rastvora 7, u Sarznom sistemu 3 h, na sobnoj temperaturi (25 °C) pri konstantnoj brzini
mesanja (200 0 min™). Adsorpcija hormona na ispitivanim materijalima (0,02 g) je vrSena iz
25 cm’ rastvora smeSe hormona koncentracije 100 pgdm™. Nakon adsorpcije, materijali su
prebaceni u plasti¢ne kivete.

Desorpcija hormona razli¢itim organskim rastvaradima (u porcijama od po 2,5 cm’) je vriena
sonifikacijom uzoraka ACC u ultrazvu¢nom kupatilu 15 min. Nakon sonifikacije uzorci su stavljani
na vorteks Nakon desorpcije rastvaraci su upareni do suva pod strujom azota, a hormoni su
rekonstituisani u 1 cm® sme§e metanola i 0,1% vodenog rastvora mravlje kiseline, pri ¢emu je
sadrzaj metanola iznosio 75%.

Uticaj organskog rastvarata na prinos metode disperzivne ekstrakcije hormona ispitan je
koriS¢enjem razli¢itih organskih rastvaraca, metanola (MeOH), acetonitrila (ACN), acetona, etil
acetata, kao 1 smeSe metanola i dihlormetana (MeOH/DCM), za desorpciju hormona sa povrSine
uzorka ACC/HNO:s.

Uticaj temperature na prinos metode ekstrakcije hormona ispitan je koriS¢enjem smeSe
MeOH/DCM kao rastvaraca za desorpciju i ACC/HNO; kao adsorbenta. Desorpcija hormona
vriena je na temperaturi od 25 °C, odnosno 40 °C.

U cilju izbora optimalnog adsorbenta, ekstrakcija ispitivanih hormona vrSena je koriS¢enjem
nemodifikovane ACC i ACC modifikovane sa HNO3, HCI ili KOH. ACC/HNO3 i ACC/KOH su
dobijene zagrevanjem ACC tri sata na temperaturi ~ 80 °C, u rastvoru 5M HNO;s; i 4 M KOH
respektivno, dok je ACC/HCI dobijena potapanjem ACC u 1 M rastvor HCI tri sata, bez zagrevanja.
Posle modifikacije, ACC su ispirane u destilovanoj vodi do konstantne pH vrednosti filtrata 1 suSene
na temperaturi od 110 °C.

Koncentracija hormona zaostalih u rastvoru nakon adsorpcije kao i koncentracija desorbovanih
hormona ispitivana je metodom te¢ne hromatografije u sprezi sa tandem masenom spektrometrijom.
Za razdvajanje hormona je koriS¢en tecni hromatograf Surveyor (Thermo Fisher Scientific,
SAD),opremljen reverzno-faznom kolonom Zorbax Eclipse XDB-C18 (75 mm x 4.6 mm x 3.5 um),
pri konstantnom protoku mobilne faze. Sastav mobilne faze bio je 75% metanola i 25% mravlje
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kiseline (0,1% vodeni rastvor). Metoda je bila izokratska. Detekcija i kvantifikacija hormona vrSena
je koris¢enjem LCQ Advantage (Thermo Fisher Scientific, SAD) masenog spektrometra sa
elektrosprej jonskim izvorom i jonskim trapom. Snimanje je vrSeno u pozitivnhom modu jonizacije.

3. REZULTATI I DISKUSIJA

U cilju optimizacije metode disperzivne ekstrakcije na ¢vrstoj fazi za analizu hormona iz vodenih
rastvora, najpre je izvrSen izbor odgovarajuc¢eg adsorbensa. Moguénost primene nemodifikovane i
modifikovanih ACC za adsorpciju i desorpciju hormona prikazana je na slici 1. Na osnovu slikela)
uocava se da se kod svih materijala najbolje adsorbuje estron, dok se najslabije adsorbuje 17a-
etinilestradiol. Najveca efikasnost adsorpcije za sva tri hormona postignuta je pri koris€enju
materijala ACC (78,5-100%), zatim na materijalima ACC/KOH (72,5-100%) i ACC/HNO; (82,3-
91,3%), dok su najslabiji rezultati dobijeni na ACC/HCI (23,8-52,6%). U pogledu desorpcije,
koriS¢enjem smese rastvaraca MeOH/DCM, najveci stepen desorpcije za E1 je dobijen sa tkanine
ACC, za E2 sa tkanine ACC/HNO3, a za EE2 sa tkanine ACC/HCI (slika 1b).
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Slika 1.a) Efikasnost adsorpcije hormona na razli¢itim materijalima, b) desorpcija hormona
U tabeli 1 prikazani su prinosi metode pri upotrebi nemodifikovane i modifikovanih ACC kao
adsorbenata. Najbolji prinosi DSPE metode dobijeni su koriS¢enjem tkanine ACC/HNOs3, koja je

odabrana kao najoptimalniji adsorbent.

Tabela 1. Prinosi metode pri upotrebi razli¢itih materijala kao adsorbenata

Prinosi (%)
Materijal
Estron 17B-estradiol 17a-etinilestradiol
ACC 69,3 32,8 54,2
ACC/HNO3 55,5 71,8 71,6
ACC/HCI 31,9 29,9 23,8
ACC/KOH 54,5 54,8 67,5

Metoda disperzivne ekstrakcije na ¢vrstoj fazi za analizu hormona iz vodenih rastvora,
optimizovana je i izborom odgovarajuc¢eg organskog rastvaraca. U tabeli 2 prikazani su prinosi
DSPE metode za sve ispitivane hormone.
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Tabela 2. Prinosi DSPE metoda za ispitivane hormone pri upotrebi razliCitih rastvaraca za
desorpciju uz koris¢enje ACC/HNO; kao adsorbenta

Prinosi (%)
Rastvarac
Estron 17B-estradiol 17a-etinilestradiol

MeOH/DCM 55,5 71,8 71,6
MeOH 13,2 11,9 33,2
ACN 11,6 5,57 35,1
Aceton 33,2 33,7 61,4
Etil acetat 23,2 22,3 28,2

Kao §to se iz tabele 2 moze videti, najviSi prinosi za sva tri ispitana hormona dobijeni su pri
koris¢enju smese MeOH/DCM, dok su najlosiji rezultati dobijeni pri koris¢enju ACN-a za hormon
estron 1 17B-estradiol, kao 1 pri koriS¢enju etil acetata za hormon 17a-etinilestradiol. Na osnovu
ovih rezultata, kao najoptimalniji rastvara¢ za desorpciju odabranih hormona sa ACC/HNOj;
odabrana je smeSa MeOH/DCM.

Prinosi DSPE metode dobijeni ispitivanjem uticaja temperature na ekstrakciju hormona sa ACC
prikazani su u tabeli 3. Pokazano je da zagrevanje uzorka tokom desorpcije dovodi do povecanja
prinosa ispitivanih hormona za oko 10%.

Tabela 3. Uticaj temperature na prinos metode pri upotrebi materijala ACC/HNO3

Prinosi (%)
Temperatura
Estron | 17B-estradiol | 17a-etinilestradiol
Sobna temperatura (25 °C) 55,5 71,8 71,6
40 °C 62,6 79,2 81,0

Na osnovu dobijenih rezultata optimalna metoda disperzivne ekstrakcije na ¢vrstoj fazi za analizu
hormona izvodi se koris¢enjem ACC/HNO; kao adsorbenta, smese MeOH/DCM kao organskog
rastvaraca za desorpciju koja se vr$i na poviSenoj temperaturi od 40 °C.

4. ZAKLJUCAK

Nemodifikovana i modifikovane aktivirane ugljeni¢ne tkanine koris¢ene su kao adsorbenti u metodi
disperzivne ekstrakcije na ¢vrstoj fazi za predkoncentrisanje estrogenih hormona. Pokazano je da
primenjeni hemijski tretmani imaju znacajnog uticaja kako na efikasnost adsorpcije tako i na
efikasnost desorpcije hormona sa povrsine adsorbenta. Parametri DSPE metode su optimizovani u
cilju odabira najoptimalnijeg adsorbenta, organskog rastvaraCa za desorpciju, kao i temperature na
kojoj se vrsi desorpcija. Kao najpogodniji material za adsorpciju i desorpciju hormona pokazao se
ACC/HNOs;. Najvisi prinosi postignuti su koris¢enjem smese MeOH/DCM za desorpciju hormona.
Uoceno je da povecanje temperature dovodi do znacajnijih povecanja u prinosu metode.
Optimizovana DSPE metoda dala je zadovoljavaju¢e prinose za hormone 17B-estradiol i 17a-
etinilestradiol, dok za estron nisu postignute dovoljno visoke vrednosti, pa je potrebno sprovesti
dodatna istrazivanja i optimizaciju metode u pogledu ekstrakcije estrona na uzorcima ACC.

Zahvalnica: Ovaj rad je finansiran od strane Ministarstva prosvete, nauke 1 tehnoloskog razvoja,
Republike Srbije kroz projekat OI 172007
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