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Inventia se refera la o metoda analitica de determinare a hormonilor steroidieni (estrona
si B-estradiol) in matrice apoasa, prin microextractie pe faza solida cu imersare directa a fibrei
(DI-SPME), urmata de derivatizare pe fibra in headspace cu N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroace-
tamida (MSTFA) si detectie prin gaz cromatografie capilara cuplata cu spectrometrie de masa
(GC-MS).

In ultima perioada, existd o preocupare continué legata de disruptorii endocrini care
afecteaza viata animalelor i a oamenilor. Estrona si B-estradiolul pot avea efecte adverse chiar
si in cantitati mici, asa cum este prezentat de Shore (L. S., Shemesh M., in Naturally
produced steroid hormones and their release into the Environment, Pure and Applied
Chemistry, 75, 2Q03, 1859-1871), si de Jiang, (J. Q., Yin Q., Zhou J. L., Pearce P., in
Occurrence and treatment trials of endocrine disrupting chemicals (EDCs) in
wastewaters, Chemosphere, 61, 2005, 544-550). Hormonii steroidieni se gasesc in apele
naturale si in apele reziduale, provenite de la statiile de tratare a apei (Neale A. N., Escher B.l.,
Schafer, A. I, pH dependence of steroid hormone-organic matter interactions at
environmental concentrations, Science of the Total Environment, 407, 2009, 1167-1173
siZhangZ.,Duan H.,Zhang L., Chen X,, LiuW., Chen G., Direct determination of anabolic
steroids in pig urine by a new SPME-GC-MS method, Talanta, 78, 2009, 1083-1089).

in strainatate, se aplicad metode analitice pentru detectia si cuantificarea estronei si a
B-estradiolului, cum sunt: gaz cromatografia cuplata cu spectrometria de masa (GC-MS) sau
cu spectrometria de masa in tandem (GC-MS-MS), lichid cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa (LC-MS) sau cu spectrometria de masa in tandem (LC-MS-MS), vezi
Sebok A., Vasanits-Zsigrai A., Helenkar A., Zaray Gy., Molnar-Perl |., Multiresidue analysis
of pollutants as their trimethylsilyl derivatives, by gas chromatography-mass
spectrometry, Journal of Chromatography A, 1216, 2009, 2288-2301 si in Ouyang G.,
Pawliszyn J., Recent developments in SPME for on-site analysis and monitoring, TrAC
Trends in Analytical Chemistry, 25, 2006, 692-703.

Problema pe care o rezolva inventia consta in elaborarea unei metode analitice de
determinare a hormonilor steroidieni (estrona si B-estradiol) Tn matrice apoasa, prin extractie
SPME, urmata de derivatizarea analitilor cu MSTFA si detectie simultana prin gaz cromatografie
capilara cuplata cu spectrometrie de masa (GC-MS).

Metoda de determinare a hormonilor steroidieni in matrice apoasa conform inventiei inla-
tura dezavantajele de mai sus prin aceea ca proba de apa se recolteaza, se filtreaza pentru
indepartarea suspensiilor, apoi se supune etapei de microextractie in faza solida, prin utilizarea
unei fibre de poliacrilat de 85 um, la temperatura de 25...45°C, timp de 100...120 min, urmata
de derivatizarea analitului Tn vapori de N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida timp de
40...60 min, la temperatura de 25...45°C, si de identificarea si cuantificarea simultana prin gaz
cromatografie capilara cuplata cu spectrometrie de masa la 290°C, timp de 5 min.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- 0 metoda analitica rapida, economica, foarte versatila, extrem de sensibila si selectiva;

- nu necesita utilizarea solventilor organici toxici;

- are mare potential pentru analize efectuate la locul recoltarii;

- permite analiza unor volume reduse de probe de apa.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este elaborarea unei metode analitice
rapide, economice, foarte versatile, extrem de sensibile si selective, de determinare a hormo-
nilor steroidieni (estrona si B-estradiol) in probe de apa potabila, de suprafatd sau reziduala,
prin utilizarea unei metode de microextractie in faza solida pe fibra polimerica specifica, care
permite extractia rapida si specifica a analitilor, fara interferente de matrice, si care nu necesita
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utilizarea solventilor organici toxici, urmata de derivatizarea analitilor cu MSTFA, Tn vederea
cresterii volatilitatii lor, apoi de separarea, identificarea, detectia gi cuantificarea simultana a
celor doi analiti cu GC-MS pe coloana capilara. Intreaga metoda analitici propusé& se remarca
prin simplitate gi rapiditate, permite obtinerea unor limite de detectie extrem de scazute, are
mare potential pentru analize efectuate la locul recoltarii, si permite analiza unor volume reduse
de probe de apa, eliminand complet utilizarea solventilor organici toxici.

Datoritd unei slabe volatilitati a compusilor steroidieni, este necesara o etapa de
derivatizare, pentru producerea unor produsi mai volatili $i pentru imbunatatirea sensibilitatii.
Sililarea contaminatilor chimici ihainte de analiza prin gaz cromatografie duce la formarea unor
compusi sililati stabili si volatili, care pot fi analizati prin GC.

Metoda propusa permite determinarea unor hormoni naturali (estona si B-estradiolul) din
probe cu matrice apoasa. Metoda folosita la extractia analitilor din probe este microextractia in
faza solida (SPME), prin imersarea directa in probele de apa, sililarea pe fibra, urmata de deter-
minarea simultana a derivatilor sililati prin gaz cromatografie cuplata cu spectrometria de masa.
N-Metil-N-(trimetilsilil) trifluoro-acetamida (MSTFA) a fost folosita ca agent de derivatizare,
pentru imbunatatirea sensibilitatii si selectivitatii hormonilor analizati.

In continuare, se prezintd un exemplu de realizare a inventiei, in legatura cu fig. 1...2,
care reprezinta:

- fig. 1, etapele metodei analitice de determinare a hormonilor steroidieni in matrice
apoasa, prin GC-MS, dupa microextractie in faza solida (SPME) si derivatizare pe fibra;

-fig. 2, cromatograma SIM a hormonilor steroidieni analizati din apa, dupa microextractie
in faza solida (SPME) si derivatizare pe fibra.

Exemplul 1

Pentru extractiile SPME, se utilizeaza o fibra de poliacrilat (PA) de 85 um, care, anterior
fiecarei utilizari, este conditionata Tn modul split in inletul gaz cromatografului, timp de 2 h, la
300°C.

Proba de apa recoltata se filtreaza pentru indepartarea suspensiilor. Un volum V de
proba se introduce intr-un flacon sigilat, acoperit cu septum, prevazut cu agitator magnetic. Se
adauga clorura de sodiu (10%) pentru descregterea solubilitatii hormonilor steroidieni. Extractia
se efectueaza prin introducerea fibrei in flacon, prin septum, in proba de apa, la temperatura
de 25...45°C, timp de 100...120 min. Analitii se adsorb in invelisul fibrei, iar dupa terminarea
timpului de extractie, fibra este trasa in ac si acul este retras din flacon. Derivatizarea analitilor
are loc prin tehnica headspace, prin expunerea fibrei in vapori de V ul MSTFA, timp de
40...60 min, la 25...45°C.

Analiza gaz cromatografica a hormonilor steroidieni din apa (identificarea si cuantifi-
carea) se efectueaza prin injectarea fibrei in inletul gaz cromatografului, in modul ,splitess®,
mentinut izoterm la 290°C, timpul de desorbtie fiind de 5 min.

Coloana capilara nepolara utilizata este de tipul HP-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pym.
Gazul purtator este He de inalta puritate, cu un debit de 1 ml/min. Programul aplicat pentru
temperatura coloanei in GC este urmatorul: temperatura initiala este de 90°C, mentinuta pentru
2 min, de la 90 la 180°C cu o rampa de 30°C/min; de la 180 la 240°C cu o rampé de 10°C/min;
de la 240 la 270°C cu 3°C/min; de la 270 la 300°C la 15°C/min, si mentinuta la 300°C pentru
2 min. Operarea spectrometrului de masa se efectueaza in modul SIM pentru derivatii sililati ai
hormonilor steroidieni analizati: 342 si 416 pentru estrona si, respectiv, pentru B-estradiol.

Parametrii de performanta ai metodei, exprimati prin limitele de detectie si gradele de
recuperare a analitilor, sunt:

- limitele de detectie pentru estrona si B-estradiol: 0,013 pg/l si, respectiv, 0,008 pg/l;

- gradele de recuperare pentru estrona si B-estradiol: 89% si, respectiv, 93%.
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Revendicare

Metoda de determinare a hormonilor steroidieni in matrice apoasa, caracterizata prin
aceea ca proba de apa se recolteaza, se filtreaza pentru indepartarea suspensiilor, apoi se
supune etapei de microextractie in faza solida, prin utilizarea unei fibre de poliacrilat de 85 um,
la temperatura de 25...45°C, timp de 100...120 minute, urmata de derivatizarea analitului in
vapori de N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida timp de 40...60 min, la temperatura de
25...45°C, si identificarea si cuantificarea simultana prin gaz cromatografie capilara cuplata cu
spectrometrie de masa la 290°C, timp de 5 min.
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