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WSTEP
1. CZESC TEORETYCZNA

Uklad dokrewny wyszych organizmowywych to skomplikowana stesygnatow i
informacji, ktore kontrolyj wiele procesow i funkcji organizmow w krétkim iudfim
okresie. Pocgki bada nad uktadami regulacji hormonalneggaja pocatkdw XIX wieku.
Od tego czasu wiadomage gruczoty, hormony i komoérki docelowe stangwiodstawowe
sktadniki uktadu dokrewnego. Wzrost organizmu, régwneskich lub zenskich cech
ptciowych, reakcja na zagrenie czy bol $ w znacznej mierze sterowane przez hormony
tacznie z uktadem nerwowym i immunologicznym. Sygmatukiadu nerwowego aolz
dokrewnego (bdacy wynikiem dziatania batta zewrtrznego jak wzrost, gtod, zagmenie,
zmiana temperatury lub inne) docie@jdo okrélonych czsci uktadu hormonalnego
wywotuje specyficzne odpowiedzi. Przejawiajsic one uwolnieniem do organizmu
hormondw, ktére kizac w nim g wychwytywane przez specyficzne biatka receptoroive.
chwila polaczenia receptor nie wysta sygnat do rozpoezia nast¢pujacych procesow:

» wiaczenie gendw odpowiedzialnych za wytwarzenie nowlyiekek odpowiedzialnych za
takie dtugotrwate efekty jak wzrost (wzrost i stuta budulcowa k&ri) czy dojrzatéc
ptciowa i rozrodcza (gptas¢ kosci, rozwoj piersi i mgsni, wytwarzanie nasienia, rozwoj
jajnikéw, cipza) oraz zachowanie,

* zmiany aktywnéci juz istniepcych biatek komorkowych @alacych odpowiedzialnymi za
takie procesy jak zmiana szyl$kotetna czy poziomu cukrow we krwi).

Interesugcy jest rOownie sposOb dziatania hormondéw, dla ktérych w znacznej
wigkszaci jest to odpowiedltypu sprezzenia zwrotnego, dodatniegads to ujemnego (patrz
Rysunek 1.).

Uklad wydzielania wewgtrznego koordynuje aktywsé wewrgtrzng organizmu,
reguluje jego rozwdj na przestrzeni lat i pomagaadaptowad sie do zmian zachodzych w
bezpdrednim otoczeniu. Bierze udziat w kontroli procesdakich jak rozmnzanie,
przemiana materii i wzrost. Jak wénméej wspomniano, uktad endokrynny jest jednym z
dwoch systemow komunikacyjnych organizmu, tym druggst uktad nerwowy. Mdzy tymi
uktadami istniejescista zalenosé, a neuroendokrynologia to dziedzina zajgea] st
badaniem interakcji mdzy hormonami a uktadem nerwowym.

Wigkszai¢ zwierat z dobrze rozwiritym systemem nerwowym i uklademakenia

posiada take ukiad endokrynologiczny. Podohstwa miedzy systemami tych ukladdéw



dokrewnych skorupiakéw, stawonogow i¢gowcow g przykladami procesu ewoluciji.
Endokrynolodzy badajewolucg uktadu hormonalnego oraz ¢olych uktadoéw w adaptacii
zwierzat dosrodowiska i ich prokrea¢j Uktad hormonalny wszystkich égowcow skiada si

z gruczotdw: przysadki mozgowej, tarczycy i nadagrc gonad, teyska oraz z
rozproszonych grup komorek rozsianych w tkancearddmwej. Ponad pédziesat roznych
hormonow i gruczotdbw wydzielania wewtnznego powstaje podczas rozwoju wszystkich
trzech warstw tkanki: endodermy, mezodermy i ektoge Gruczoty powstate z ektodermy i
endodermy produkajhormony peptydowe i aminy. Z kolei z mezodermytmmtz gruczoty

wydzielapce hormony, ktore zbudowang slipidow.
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Rysunek 1. Schemat procesu wydzielania tyroksyky pazyktad dziatania ujemnego

sprzzenia zwrotnego

Wyniki badar endokrynologéw na zwiegiach niszych pomagaj zrozumié i
odkrywa procesy zachodze w ukiladzie dokrewnym ssakéw, w tym ludzi. Naygtad
duzo wczéniej u ryb, nz u ssakdw wykazanage istnieje mechanizm spraway kontrok
nad ilgscia wody i soli w organizmie. Za prawidiowe funkcjoname tego systemu
odpowiedzialny jest hormon — wazopresyna. Kolejmmoykladem zaobserwowanym przez
naukowcow jest dojrzewanie komorek jajowych. Prowss zostat wykryty w organizmach



rozgwiazd, a dopiero gaiej w organizmach wiszych kegowcow. Z kolei fakt, 2 za
prawidtowy rozwdj zarodka odpowiada hormon tarczyogtat stwierdzony po raz pierwszy
nie u ssakow, ale u kijanek na patka XX wieku.

Ponadto izolacja i oczyszczanie wielu hormonow wyghcych u ssakow byla
mozliwa w duzej mierze po zapoznaniugsz budow uktadéw biologicznych mszych
kregowcOw. Wreszcie badania na niektorychegawcach i bezlkgowcach dostarczyty
cennych informacji na temat charakteru receptor@smondédw i mechanizmoéw dziatania
hormonow. Przykiadem asbadania uktadu rozrodczego kury domowe@allus gallus

domesticul dzigki ktdrym zrozumiano dziatanie receptorow progesteri estrogenow.

Zrozumienie i poznanie funkcjonowania uktadu honadoego dostarcza rowrie
podstawowych informacji o populacjach zwigirz umazliwia cztowiekowi kontro¢ nad
nimi. Na przyktad sztuczna kontrola rozrodu tososmata istotne konsekwencje dla
przemystu rybnego. Podp tez proby zmniejszania liczebba szkodliwych gatunkéw
owadow, ktore opierata sina wiedzy o feromonach. Niektore z nich odniostgakiwane
skutki. Zrozumienie endokrynologii rzadkich gatunkénaze zapobiec ich wygiaciu, a w
przyszigci doprowadzi do przywrécenia niektorych zagamych gatunkéw do siedlisk

przyrodniczych.

1.1.TYPY HORMONOW

Stwierdzono wysfpowanie w organizmie cztowieka ponad 5&mgch hormondw,
rézniacych sg¢ budows, dziataniem i typem odpowiedzi (wybrane przykfadjruktur
hormonow ludzkich przedstawiono na Rysunku 23)ofe klasyfikowane wg sposobu, w jaki
przemieszczajsic w organizmie. Oddziatywanie hormonalne odbywamprzez dziatanie
[1]:

» parakarynne — na komérki innego typu komédrka wydzielajca hormon,
» autokrynne — na komorki tego samego typu, oraz
* synaptyczne — na synapsy neuronow.

Znana jest rownie klasyfikacja ludzkich hormonéw ze wzglu na ich struktur
i budowe (Tabela 1.).

Z wiasciwosci chemicznych okrgonych hormonéw wynika rownie sposéb ich
transportu w organizmach a f&k w srodowisku. Estrogeny to hormony steroidowe
wytwarzane gtéwnie wenskich jajnikach i mskich pdrach, jednak w wkszych ilgciach a
spotykane u osobnikdéw pteeaskiej. Hormony steroidowe &ta po organizmie patzone z



biatkami transportucymi takimi jak globuliny czy albuminy. Po dotarcido komorek

docelowych odiczap si¢ od tyclre biatek i wnikag do nich (Rysunek 3.).
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Rysunek 2. Przyktady struktur chemicznych hormordérych dziatanie mze by

zaburzone w efekcie wygtowania w organizmie zwzkow z grupyEDC [2]

Steroidy kojarz si¢ ze srodkami dopingujcymi, ale nalea do nich te zwiazki
niezkzdne dozycia i prawidtowego funkcjonowania organizmushdd nich naley wymieni
witamine D, kwasy zoOtciowe, kortyzol, aldosteron i hormony piciowe kziestosteron,
progesteron, estrogeny itp. Hormony te wydzielapn@rgez nadnercza — konadnerczy i
rdzen nadnerczy oraz przez gonady adrp i jajniki. Steroidy wdruja we krwi w
towarzystwie biatek opiekiczych — chaperonow - zwanych biatkamgm&owymi. Czs¢ z

nich jest specyficzna dla oktenych hormondw, jak na przykfad globulinaagdca hormony



ptciowe (SHBG) 4czaca st z testosteronem, czy globulina asica hormony tarczycy

(THBG). Z kolei czs¢ biatek opiekiczych powszechnie wygiuje i przenosi dowolne

ZWiazKki.

Tabela 1. Klasyfikacja hormonow wypujacych w organizmie cztowieka ze wzdu na

struktue i budowe

Typ

Charakterystyka

Hormony steroidowe

Maj charakter lipofilowy. & to lipidy przy wytwarzaniu ktorych
biosubstratem jest cholesterol. Po dodaniu do gzgsteczki rG@nych

grup funkcyjnych powstajcatkowicie nowe i rénorodne substancj

o

majce pewne podobistwa, ale i ranice objawiajgce sté w ich
wiasciwosciach biologicznych. Zawieraj fragmenty podobne w
strukturze do cholesterolu. Nale tu gtdwne hormony piciowe:
estrogeny, androgeny i progesterony. Zarowraazyzni jak i kobiety
wytwarzap wszystkie te hormony lecz wzxdych ilosciach.

Pochodne

aminokwasowe

Sq pochodnymi aminokwasu tyrozyny. Tyrozyna stanomwingrsalny
nosnik do ktérego zostajprzylaczone odpowiednie specyficzne grupy
chemiczne. Wytwarzanes gt0wnie w tarczycy — katecholaminy i|w
rdzeniu nadnerczy. Adrenalina i noradrenalinga grzyktadam
katecholoamin petacych rok neuroprzekanikéw przewodzcych
bodzce w synapsach nerwowych. Magharakter hydrofilowy, &
przechowywane w komorkach endokrynnych do momentu
zapotrzebowania na ich uwolnienigc4a si¢ one z receptorami na
powierzchni komérek receptorowych i aktywuw ten sposob
drugorzdowe czynniki sygnalizacyjne. Przyktadem hormonuep

grupy mae by epinefryna.

Peptydy

Sktadaj sic z kilku do ponad 200 reszt aminokwasowych. 8

rozpuszczalne w wodzie hormony, do ktorych aalpowszechnig

1%

znane oksytocyna, wazopresyna, ACTH, insulina, leormwvzrostu
prolaktyna. § one przechowywane w komérkach endokrynnych@
momentu, gdy pojawia @izapotrzebowanie na ich uwolnienie, pp.

podczas regulowania metabolizmu, laktacji, wzraztyirozmnaania.
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Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie roli hormvomdrzekazywaniu informacji

komorkom docelowym

Praca uktadu wydzielania wewtrznego polega na powtarzaniu pewnych cykligkizi
ktorym regulowane jest wydzielanie prawiez#tago hormonu oraz utrzymywana jest
homeostaza. Cykle takie mpgwac od godziny do wielu miesty.

Obok tych zwazkéw naley wyrézni¢ réwniez fitoestrogeny znajdowane wétmach

oraz substancje dziaj@e na poziomie hormonalnym w organizmach zwieyzh. Te
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czasteczki nieodzowne do rozwoju Aycia wptywap na wzrost, rozwoj i zachowanie
organizmow, regulaj cykle rozrodcze i wptywajna wiele czsci ciata — kdci, skoe, arterie,
mozg itd.

Oczywiscie hormony wysipuja nie tylko u ludzi ale rownieu zwierat nizszych a

takze u ralin (np. cytokininy, auksyny, gibereliny, jasmonitlyo prosty strukturalnie eten).

1.2. ODDZIALYWANIE HORMONOW NA KOMORKI

Efekty dziatania endokrynnego najlepiej poznanoziN@zkow, ktdre po prostuatza
sig z receptorem hormonu i §laduja lub blokup normalny sygnat odpowiedzi. Powoli
poznawaneasjednak hormony, ktérych dziatanie jest bardziegahe na drodze sygnalizaciji
i jest niezalene od przydczania st do receptorow hormonalnych. Ogromnym wyzwaniem
jest wyttumaczenie sposobu, w jaki czynniki amgch ksztattach i strukturach wywaduien
sam efekt fizjologiczny w thych organizmach [3].

Miara oddziatywania estrogennego awkéw jest tzw. wzgldne powinowactwo
wiazania RBA zwiazku do receptora estrogenowego w porownaniu daamia estradiolu —
pierwszorzdnego estrogenu wydzielania westnznego.

Stezenie naturalnych hormonéw w krwi jest modyfikowaneegulowane przez
obecnad¢ globulin i albumin zdolnych do wzania st z hormonami piciowymi, trwate
pofaczenie z tymi biatkami obia efektywne stzenie tych zwazkow w krwi a wec obnizaja
ich biodosgpnai¢ dla receptorow hormonalnych. Globulinyagd sic z hormonami mocniej i
bardziej specyficznie (zwlaszcza z estradiolem)Ycagas gdy albuminya€za si¢ stabiej i
mniej specyficznie.

Przez wiele lat naukowcom wydawalog,size tylko odpowiedni hormon nie
»nacisra¢ na spust” i wywoté kaskag reakcji. Obecnie wiadomag tak nie jest. Substancje
obce — mimo i réznia sie struktug przestrzens i wiasciwosciami fizykochemicznymi od
hormonow — mog by¢ rozprowadzane uktadem krwiodiym lub limfatycznym, wniké do
komorek, hczye sie z receptorami i oddziatywa na nie wywolyc np. ekspresj
odpowiednich genow. Takie substanojog zwigkszy¢ lub zmniejszy odpowied pozadara
dla danego hormonwblz tez zablokowa ja catkowicie a nawet zmiefiszlak odpowiedzi na
odmienny od pmdanego. Stwierdzonage ksenoestrogeny znacznie stabiejsazane przez
te biatka a w zwizku z tym wiksza ich ilé¢ jest biodosgpna dla receptorow hormonalnych.

Takie substancje obce nazwane zostahazkami endokrynnie czynnymieQC).

12



Jak ju wspomniano, zwazki typu EDC mog wplywaé na proces sygnalizowania
proceséw czy standéw poprzez udawanie hormonéw glshcnaturalnie w organizmach. Po
przylaczeniu st do receptora @wacego biatkiem) hormon tworzy tzw. kompleks ligand—
receptor hormonalny. Takie — wydawalobye sspecyficzne — patzenie aktywuje
zakodowane procesy komorkowe, tak skomplikowane yakrost jajnikow podczas
przygotowywania organizmu doagy lub zapobieganie utraty masy kostnej przez omyani

Jednak nie wszystkie zwzki nalezace do grupyEDC charakteryzuy sig takim
zachowaniem. Niektére przekazwydpowied poprzez zieona drog; biatek komorkowych,
ktére pdrednio dopiero aktywaj geny i wptyway na wzrost komoérek czy ich podziat.
Przykladem takich zwizkéw maze by DDT lub B-HCH. Zrozumienie ziondici
odpowiedzi wywotywanej przez takie zwki moze utatwi wskazywanie wptywu, jaki tine
zanieczyszczenia mgpa np. powstawanie i rozwoj nowotwordw czy probyerrpoczciem i
urodzeniem dzieci $v6d raznych spoteczestw.

Innym zagadnieniem jest dephas¢ zwiazkdéw z grupyEDC dla ptodu na co wpltyw
ma tazysko, ktére ma mdiwos¢ wychwytywania niektérych zwkow dyfundugjcych do
organizmu ptodu z krwi matki. Stanowi to tylkoeéziowa barier a wiele zanieczyszcae
(zwhaszcza tych, ktére charakteryzigie wtasciwosciami lipofilowymi) maze przenika do

organizmu ptodu, zaburzgj jego rozwéj jau we wczesnych stadiaclycia.

1.3. ZWIAZKI ENDOKRYNNE — POWA.NY PROBLEM SRODOWISKOWY

Estrogeny srodowiskowe, zwgzki zaburzajce gospodakk wydzielania
wewretrznego, modulatory hormonalne, ekoestrogeny, haymosrodowiskowe,
ksenoestrogeny, toksyny uktadu hormonalnego, fitogeny... Ju sama mnog@& nazw
wskazuje na ogromne luki w usystematyzowaniu wiedayemat zwizkdw posiadajcych
wiasciwosci oddziatywania na zwiegze i raglinne uktady wydzielania wewitrznego.

Zwiazki takie mog wptywaé na zi@ony i niezwykle wany uktad hormonalny w
nastpujacy sposob:

» catkowicie lub cegsciowo ngladow& pitciowe (i inne) hormony steroidowe przez
oddziatywanie z receptorami hormonalnymi lub wplagana szlaki przesytania
sygnatéw m¢dzy komérkami,

* blokowa lub zapobiega wigzaniu s¢ prawidtowych zwizkow sygnatowych z ich

receptorami docelowymi a ta# wplywa& na takie procesy. Zwzki chemiczne
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blokujace lub wspotzawodnigze z hormonamiasokreilane jako anty-estrogeny lub
anty-androgeny,

« wplywa¢ na wytwarzanie lub rozktad hormondéw prawidiowo abgh w
organizmach,

» wplywat na wytwarzanie i funkcjonowanie receptorow hormoyeh.

Wyniki wielu bada prowadzonych w przegju ostatnich lat magstanowé podstaw
do stwierdzeniaze zanieczyszczenia emitowane godowiska zezrédet antropogennych
mog stanowé kolejny rodzaj zagreenia, z ktérego nie zdawano sobie sprawy \imieg W
tej grupie zanieczyszcgzemazna wyr@ni¢ takze substancje wykazige zdolné¢ do
naruszania rownowagi hormonalnej w organizmaghych. Zanieczyszczeniami takima s
substancje z grupiDC. Zgodnie z defini¢j zaproponowamn przez specjalistow z Agenciji
Ochrony Srodowiska Stanéw Zjednoczonych (U.S. EPA) @ek endokrynnie czynny to
jakikolwiek czynnik, ktéry wptywa na syntezwydalanie, transport, wzanie, dziatanie lub
wydalanie hormondéw naturalnych obecnych w orgargznai ktore $ odpowiedzialne za
utrzymanie homeostazy, rozniaaie czy zachowanie [4]. Zwdki o potwierdzonym lub
podejrzewane o dziatanie na poziomie hormonalnynmpaowszechnioneasw srodowisku w
wyniku dziatalndci ludzkiej i nalega do nich m.in. dioksyny, polichlorowane bifenyle,
nonylofenyle, pestycydy, farmaceutyki i ich pochedrsktadniki kosmetykow, polimery
syntetyczne, polibromowane aptacze procesu spalania, zwki metaloorganiczne (np.
TBT i TPT) i wiele innych. [5, 6, 7, 8]

Jak sama nazwa wskazuje, zmki te wptywap na ukiad hormonalny organizmoéw
zywych, powodujc straty ekonomiczne, np. w gospodarstwach rolnyehco gorsza
zaburzajc prawidtows gospodark hormonala u ludzi. Mog one ,skrycie” wplywé na
rozwoj cztowieka (i innych organizmow)4uwd chwili poczcia, powodujc nieodwracalne
zmiany na cateycie.

Zwiazki z grupy EDC wyskpuja naturalnie w przyrodzie, lecz niestety wiele
syntetycznych zwizkow lub produktow powstagych w trakcie procesu wytwarzania débr
konsumpcyjnych rinego rodzaju réwnie posiada wigciwosci hormononéladowcze.
Ekspozycja na te zwiki jest wynikiem kontaktu ze poszczegélnymi eletaen
nieazywionej czsci srodowiska (woda, powietrze, gleba), gpwoania produktow
zywnosciowych, wywania dobr konsumpcyjnych. Na dziatanie tych sakow organizm
cztowieka mae by naraony od samego poezia, gdy ptod ludzki take jest narzony na

takie dziatanie w efekcie przenikania zanieczysz@erganizmu matki.
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Chat zwiazki endokrynnie czynne wygtuja w poszczegolnych elementach
srodowiska w matych steniach to jednak ze wzglu na dtugi okres natania (naraenie
endemiczne — trwa przez caly okragia) maona oczekiwé, ze mog wyskpi¢ objawy
chorobowe a w szczegdlnych przypadkach nawet zgohyonaraonej [9, 10].

Wiele czynnikbw wplywa rownie na toksyczn& zanieczyszcze o charakterze
endokrynnym. Nalgy tu przede wszystkim wymiehi szybké¢ ich wchtaniania
I przyswajania, rozktad w organizmach, biodpsios¢, mobilndg¢, dopasowanie czasowe

naraenia do stopnia rozwoju organizmu, dietmiennd¢ osobnica.

1.4. PROBLEMY ANALITYCZNE | WYZWANIA ZWIAZANE Z OZNACZANIEM
ZWIAZKOW ENDOKRYNNIE CZYNNYCH W PROBKACHSRODOWISKOWYCH

Problem wysipowania i dziatania zwekdédw endokrynnie czynnych zaistniat w
swiadomgaci srodowisk naukowych stosunkowo niedawno. W krotkiknesie czasu natato
opracowa listy zwiazkdw wykazujcych wigciwosci endokrynne, okidi¢ warunki ich
usuwania podczas oczyszczanieiekdw/osadoéw czy opracowametodyki oznaczania
sladowych ilgci tego typu zwizkOw w probkach charakteryagyych s¢ ztozonym a czsto |
zmiennym skladem matrycy [11]. W Tabeli 2. zestawionformacje o tych parametrach i
czynnikach, ktére majistotny wptyw na proces oznaczania gakioéw endokrynnych.

Istnieje réwnie inny wazny problem zwizany z obecniia zwiazkOw zaburzajcych
gospodark hormonala. Jest to brak wiedzy o endokrynnych $diavosciach niektorych
substancji zwlaszcza w aspekcie Aiwosci diugofalowego dziatania takich zygzkéw na
organizmy. Problem taki pojawit giw latach 70-ych ubiegtego wieku, gdy na rynku
farmaceutycznym pojawit silek zawierajcy dietylostilbestrol (DES). Stosowany przez
kobiety w cazy z zagraeniem poronieniem zostat wycofany po udowodnienguywywotuje
niepazadane zmiany w ukitadzie rozrodczym dzieci a nawetquhuje raka pochwy.

Zanieczyszczeni&rodowiska, ktore spodejrzewane, lub ktore charakteryzgi juz
udowodnion zdolnccia do zaburzenia gospodarki hormonalnej zaliczapszewanie do

jednej z trzech grup wymienionych w Tabeli 3.
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Tabela 2. Czynniki mage istotny wptyw na proces oznaczaniaaakdw endokrynnych oraz mitiwe sposoby ich usuetia

Problem Wptyw na proces analityczny Miove rozwigzanie
Niskie poziomy sizen analitow z grupyeDC | - zbyt wysokie granice wykrywaldoi | - zwigkszanie s{zenia analitow przed etapem
w prébkach o zmiennym i ztonym sktadzig analitow dostpnych metodyk analitycznych|ioznaczania poprzez wprowadzenie do procedury
matrycy przyrzadéw analitycznej etapu wzbogacenia analitow
Mozliwosé wyskpowania innych - przeszacowanie lub niedoszacowanie zwigkszenie specyficzriai metody
zanieczyszcze  posiadacych podobne poziomu stzenia analitu analitycznej
wiasciwosci fizykochemiczne jak oznaczany - usuwanie substancji przeszkadeggh
analit
Brak wiedzy o drogach przemian zadnezrodto informacji nie zawiera wiedzy- intensyfikacja bada nad losem

metabolicznych i transformacjach zwkow

nt. wszystkich zwizkow

srodowiskowym analitow

endokrynnych - brak zwalidowanych procedur analitycznych wspieranie analiz danymi o metabolizmie
- nieznane produkty biotransformacji zwiazkow endokrynnych,

Brak materiatdbw odniesienia i wzorcow - brak wigdzo selektywnéci i|- przygotowanie i stosowanie odpowiednich
specyficznéci metody materiatdbw odniesienia

Brak maliwosci monitorowania wszystkich- niepetna informacja nt. prawdziwege okreslenie rzeczywistego potencjaju

zwiazkdéw endokrynnych w badanych prébka

amepazadanego potencjatu endokrynnego

endokrynnego za pomgbiotestow,

Brak

pottrwania, zmienn& metabolizmu i rozktadl

informacji o okresie biologiczneg

w tkankach rénych analitow

G oznaczanie zbyt wielu lub zbyt niewie
I zwigzkdw chemicznych

- badanie rénych tkanek i organéw

ld przygotowanie baz danych dcciezkach
przemian metabolicznych

srodowiskowych analitow
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Tabela 3. Podstawowe informacje o grupachazkéw o wigciwosciach endokrynnych

wystepujacych wsrodowisku

Grupa zwazkow Przyktady zwizkow o wiaciwosciach endokrynnych

substancje pochodzeni@o tej grupy zaliczane asprzewanie plastyfikatory (ftalany
przemystowego stosowane w produkcji polimerow, PCW), alkilowaeedle (i ich
pochodne spetigge rok detergentdw), bisfenol A (lakiery| i
farby), polichlorowane bifenyle i dibenzofurany, oksyny,
bromowane optniacze spalania (tekstylia i polimery),

farmaceutyki, parabeny (kosmetyki), butylowane bydyanizole

D

(przeciwutleniacze  dodawane  dozywnosci),  substanci
powierzchniowo czynne, fno naturalne i syntetyczne gma
nitrowane, pochodne #Jn nitrowanych oraz pma

wielopiegcieniowe).

hormony naturalne Do tej grupy zaliczag sfitoestrogeny obecne w wysokich

stezeniach w ziarnie sojowym.

pestycydy Do tej grupy zaliczag¢sim. in. DDT, lindan, winklozolig,
karbendazym, benomyl, procymidgrchlorpyrifos, deltametryn
karbofuran, amitraz, trichlorfon, atrazyrdinuron.

Kazdy nowy zwizek chemiczny otrzymanyllz to na skaj laboratoryjna hdz tez na
skak przemystovy predzej czy péniej trafi dosrodowiska.

tatwo zauway¢ jak waznym wyzwaniem staje siokreslanie czy dany zwizek
chemiczny (réwnig jego metabolity i pochodneettace wynikiem naturalnych przemian
srodowiskowych), posiada wdaiwosci hormonon&éladowcze, hdz blokujace dziatanie
hormonow na ktérymkolwiek etapie powstawania odgalzi endokrynnej [12]. W wielu
krajach powstaj specjalne grupy i komitety naukowe zajaug st opracowaniem metodyk
okreslania tyclie wiaciwosci i okresleniem dopuszczalnychegen zwiazkow z grupyEDC
w réznych produktach i elementaéfodowiska.

W chwili obecnej wytwarza si ponad 30000 zwikdéw chemicznych w iléci
wigkszej nk 1 tona/rok. Obecrio wickszasci z tych ksenobiotykOw nie jest monitorowana w
srodowisku. Emisja i logrodowiskowy tych zwizkOw pozostaje przewaie nieznany. Dla
wielu tych substancji istnieje koniec&tooszacowania stopnia ich trwéd w srodowisku,

zdolnaci do bioakumulacji i poziomu toksyczsw.
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Najwazniejszym jednak wyzwaniem jest opracowanie nowatges metodyk
analitycznych, ktore stanowbeda niezkzdne narzdzie do bad@rdznego typu probek w celu
wykrycia w nich i ilgciowego oznaczenia i identyfikacji zygkéw wykazujcych
wiasciwosci  endokrynne. Konieczne jest rowhaieopracowanie nowych rozwdan
technologicznych przeznaczonych do usuwania zgchwiazkdédw np. w oczyszczalniach
sciekéw i stacjach uzdatniania wody, a#akkswiadomienie ludzi w kwestii konieczsai
stosowania pewnych praktyk, zabezpieazggh lub prowadacych do zmniejszenia ryzyka
naraenia na dziatanie zwzkow zaburzajcych gospodakkhormonala.

Problem wys{powania, oznaczania i braku pelnej wiedzy cuhie® zwihzkOow
endokrynnie czynnych staje ¢sijednym 2z waniejszych obszaréw zainteresawa
toksykologow i chemikow analitykow. Pierwszym i wagniejszym krokiem, ktory trzeba
zrobic jest okrélenie metodologii wyznaczania wtawosci endokrynnych zwizkow
pojawiapcych sg¢ na rynku oraz ich produktow przemid&mdowiskowych. Rozpoznanie
szlakébw  metabolicznych, loséw srodowiskowych ~w  peaiczeniu z  danymi
ekotoksykologicznymi i danymi o wielkoi produkcji okrélonych zwhzkéw, a przede
wszystkim stwierdzenie czy dany zwek ma potencjat przynadeocsci do zwazkdéw z grupy
EDC, pozwoli wprowadz regulacje prawne lub wytyczne odnge dopuszczalnychegten i
skak naraenia organizméwywych na te zwjzki, a take pomog opracowa skuteczniejsze
sposoby degradacji zwikdédw charakteryzagpych se& aktywndcia endokryna w
oczyszczalniacciekow czy stacjach uzdatniania wody. [13, 14, 16,17, 18, 19, 20, 21,
22].

Uktad hormonalny byt i jest uktadem, na ktory daiaviele zwizkOéw chemicznych,
celowo lydz przypadkowo emitowanych dwodowiska. Kadego dnia jesteny naraeni na
niekorzystny wptyw zwizkéw o potencjale hormonalnym i dlategoawa jest wyznaczenie

wiasciwosci endokrynnych okrdonych substancji 4oz ich mieszanin.
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Tabela 4. Informacje literaturowe o awkach z grupyeDC, mechanizmie ich dziatania na organizayyve oraz stwierdzonychegteniach

w réznych typach probekrodowiskowych

Ksenobiotyk Oddziatywanie na organizrwe Wyniki pomiaréw analitycznych _Odnoﬁnik
literaturowy
1 2 3 4
Ftalany uywane przez przemyst jako plastyfikatory od latyg8d- ubiegtegow niektérych produktach23, 24, 25
wieku, réwnieg jako skladnik atramentéw, klejow, podispazrywczych twierdzono obecké| 26, 27]

winylowych, farb emulsyjnych, zabawelg snajdowane w mleku d
niemowht, serach, margarynie i chipsacha s$ozpuszczalne

tluszczach a wc akumulug sic w tkance ttuszczowej i produkta
zywnosciowych jak sery, masta etc. Udowodnione, ftalany mog

nmg/kg co przektada siha ekspozyej
o wielkosci 0,13 mg ftalanow/k
masy ciata dziennie w przypad

prowadz¢ do poroni@ oraz ostabienia lukmierci mgskich komaorek niektorych niemowdt

ptciowych. BBP badano wobec linii komérek raka pigreceptorow
sievierdzono  stzenie DEHP w

estrogennych pstga potokowego i stwierdzono jego endokry

wiasciwosci. W obecnéci DBP obserwowano zjawisko antagonizmwadzie pitnej w Holandii

ich dziatanie miato charakter addytywny. BBP iaalziatd rowniez
poprzez blokowanie dziatania dihydroksytestosteromuteicie z
uzyciem linii komorek dradzy zawierajcych ludzki recepto
androgenny. Badania przeprowadzone na szczurachviepdzity
dziatanie hormonalne lecz raczej nie na drodze gamiamu Z

hormonami lecz poprzez zaburzenie rozwoju cech owipch

poziomie 3,5ug/L

=

dtalanbw na poziomie 0,25-114

L]
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sterowanych przez androgeny. Ftalany obecnevsgryzakach dlg
dzieci, mgkkich zabawkach, spgzie szpitalnym, torbach a wob
tego mog przedostaw@sie do organizmow dzieci. Istnieje mavosé
DEHP budowla
zawierajcych PCW do organizmoéw ludzkich np. w wynikcierania

przenikania zawartego w materiatach
poditég i wdychania kurzu powstgego w ten sposob. Zydek ten
podejrzewany jest o zekszone ryzyko powstawania schatzeskrzel
u dzieci, w tym astmy oskrzelowej. Ftalany raléo uporczywych

zanieczyszczesrodowiska.

57

nyc

Pochodne naturalne i syntetyczne zawki stosowane w przende|Stwierdzono stzenie AMK w
pizma perfumeryjnym s odporne na degradacjbiotyczry i abiotyczn, |tkankach karpia z jeziora Mead
naturalnego |ulegaj one bioakumulacji w wyniku procesow redukcyjny@iewada, USA) na poziomach 3}1- [28]
I syntetycznegq zachodzcych w beztlenowych elementagfodowiska 35,0 ng/g
Krewetki z Morza Ariake (Japonia)
1,1-9,1 ng/g mokrej wagi [29]
Tkanki jesiotra z rzeki Jangcy
(Chiny) 0,22-15,9 ng/g mokrej wag
Alkilowane do alkilowanych fenoli zalicza @i np. nonylofenol, oktylofenaMyniki niektérych bada| [30, 31, 32
fenole stosowane gtownie w produkcji detergentow (etokswkkilofenolowy| potwierdzag obecné¢ nonylofenoly 33, 34, 35,
— APE), jako plastyfikatory oraz jako stabilizatory pdzevptywem|w powietrzu atmosferycznym (n&6, 37, 38,
promieni UV na produkty z tworzyw sztucznych (jakmchodnepoziomie 2,2-70 ng/fhw badaniach  39]
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fosfinowe). Estrogenr$o tych zwhzkow stwierdzano juod lat 30’ych
ubiegtego wieku, stwierdzono m.ize rozwéj komorek raka piersi je
1000-10000 razy wkszy w obecnsxri tych zwhzkow w porownanit
do podobnych sken estradiolu. Badania takie przeprowadz
rowniez na hepatocytach psgow, fibroblasach kurzych embrioné
Efekt

zaobserwowano na poziomiezj®,1 uM dla oktylofenolu i LM w

I na mysich receptorach estrogennych.
przypadku nonylofenolu. Podobne wyniki, a nawesne, uzyskano
przypadku badana rekombinowanych komorkach dday z ludzkimi
receptorami estrogenowymi. W warunkach naturalmyaiylofenol w
stezeniu 0,05 pg/L zwigkszat intensywn@& wytwarzania jaj prze
strzeble. Zwizki z grupy APE nie ulegay tatwo degradacji V
srodowisku ani w oczyszczalniackciekow, maj zdolng¢ do
biomagnifikacji (w tkankach ryb i ptakow), akumuyiazwlaszcza w
tych czsciach ekosysteméw, w ktérych pamwyarunki beztlenowse
po usungciu niektorych grup etoksylanowych np. w wyniku @eeow
metabolicznych #dz naturalnych przemiatrodowiskowych. Z teg
powodu nacisk naly ktas¢ na oznaczanie i poszukiwanie nie ty|
zwiazkow z grupyAPE ale rownie ich metabolitow. Ekspozycja na
zwiazki ma wielorakie drogi. & to absorpcja przez skor(z

kremow,

estmogiavodochgow § czesto stwierdzanym

fenoli ze swiezo potazonych rur i

pte zwizki (nawet na poziomie 12
APEL
oddanych do &ytku instalacji)

w  przypadku swiezo
na terenie Tajwanu:

wvody 61-370ng/L

osady 27-190 ng/L

matze 20-5190 ng/g

wody po oczyszczaniu sciekoOw
potekstylnych na terenie Wioch
pBelgii 2,5-4,5ug/L

ko

tdewnia rzeki Llobregat w Hiszpar
0,06-37,3ug/L

oW

zrodtami zanieczyszczenia wod prz

nad rzek Hudson) jako wynik
§tarowania wod z rzek
Izanieczyszczonych detergentami.
pAcesy tugowania  alkilowanych

ez
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szamponéw, kosmetykow, olejkow, deterget
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zanieczyszczona woda pitna pobierana z zanieczysych rzek

jezior, wdychanie Ilub wchtanianie rozpylonych pegtow,

spazywaniezywnosci zawierajcej te zwazki.

karp Cyprinus carpio (Ohio, USA)
0,46-1,55ug/L

Bisfenol A stosowany w produkciywic epoksydowych i poliwglanéw, ktére g| Ekspozycja ludzi na bisfenol 440, 41, 42
stosowane gtdéwnie w produkcji opakawado napojow ywnosci oraz| nastpuje w wyniku spéywania
lakierow do pokrywania powierzchni metali np. w gucji konserw| zywnaosci przechowywanej w
kapsli i rur dostarczagych wod pitna oraz jako sktadnik polimeréypuszkach (23g bisfenolu A/puszka),
stosowanych do leczenia ¢ldw. Estrogenni@ bisfenolu Al uzywania butelek wytwarzanych |z
stwierdzono wobec wielu linii komoérkowych, m.indizkich komérek poliweglandéw, stosowania niektorych
raka piersi (na poziomie 2-ug/L). Zwiazek ten dziata jakpzywic dentystycznych (pochodnych
antyandrogen, blokag dziatanie dihydroksytestosteronu, np.|akrylanow)
organach rozrodczych (macica, jajniki, pochwa) saszczurow czy
wpltywajac na rozwoj prostaty u samcow. Ekspozycja matkiiséenol
A w wielkosci 2,4 pg/kg/dziewn w przypadku testbw na szczurach
powodowato wcz@niejsze dojrzewanie piciowe nowourodzonych
samic.
Dioksyny i| Polichlorowane bifenyle byly stosowane w przghayjako ciecze wW tkankach zwiergt morskich np|[45, 46, 47
zZwiazki wymiennikach ciepta i izolatory w kondensatorachiestety mimaq delfinéw mana stwierdzt
dioksyno- zaprzestania produkcji tych zygkow @ one nadal obecne w #Zlych| wysigpowanie tych zwizkow na
podobne ilosciach w wielu instalacjach przemystowych. Dioksylynia si¢ od|poziomie 195-232ug/kg. Wiele Z

innych zwhzkéw wytwarzanych przez ludzi tymgze nie g

nich ma widciwosci kancerogennge
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produkowane celowo a powstajako uboczne produkty podcza& wytycznych WHO podaje sil-
prowadzenia procesdéw spalania, produkcji papien wytwarzanig 4pg/kg/dzié jako bezpieczngranic

herbicydow. Dioksynyastrwate wsrodowisku i ulegaj bioakumulacji
Zwiazki z grupy PCB s bardzo trwate wsrodowisku, trudno ulegaj
biodegradacji i maj zdolng¢ do bioakumulacji. Efekty endokryn
stwierdzono gtéwnie w przypadku zwkéw z grupy PCB, gd
organizm prébuje rozky¢ te zwhzki np. poprzez hydroksylagj p-
hydroksylowane pochodne majpajwickszy zdolnag¢ naladowania

dzialania estradiolu.

ekspozycji
Wyniki

na dioksyny i furan
bada brytyjskich
neaukowcow wykazuj jednak, ze te
Mimity narazenia § przekraczane

przypadku dorostych i dzieci

Bromowane
op&zniacze

spalania

stosowane jako dodatki do wielu produktow w gospstsizach
domowych (spr& komputerowy, AGD, RTV, tekstylia, tapicerki)
Polibromowan
A (TBB) to
przedstawiciele zygkéw nalgacych do tej grup)

celu ograniczenia zagrenia paarowego.
difenyloetery (PBDE) oraz tetrabromobisfenol
podstawowi
zanieczyszcze Najwicksze zagrgenie stwierdzono wobec os
prz

rozmontowywaniu spkgu elektronicznego. Wysokie egenia PBDH

pracupcych ze sprgem  komputerowym, w tym

stwierdzono w spermie wielorybow, mleku kobiet, kpracownikow
biurowych i szpitalnych, a obecfo tych zwhzkdéw na ré@nych

poziomach sizen jest obecna we wszystkich elementaobdowiska

Stezenie w mleku kobiet oraz kurz
wiomowym (Boston, Massachuse
&SA) 4,3-263,5 ng/g tluszczu i 0,5
34,4ug/g odpowiednio
yheksabromocyklododekan
(letrabromobisfenol A wzotci zotwi
Yhocoena
Brytania) 10-19200 ug/kg mokrej

phocoena (Wielka

masy i 6-35ug/kg mokrej masy

Ogrzewanie i spalanie materialtdw zawiecgch PBB i PBDE

{60, 51, 52
[t53, 54, 55,
%6, 57, 58]

odpowiednio.
pracownicy rozktadapy  sprzt
telektroniczny  0,60-110  pmol

g
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prowadzi do powstawania polibromowanych dibepztioksyn i

dibenzofurandw, ktére majwiasciwosci podobne do chlorowanyc

dioksyn. Stwierdzong,e zwizki te wptywap na rozwéj komorek rak
piersi, opa&niaja rozwdj umystowy zwierat, niszca ukiad
hormonalny tarczycy, ktéry jest nieglny w rozwoju i wzrécie

mdbzgu i calego organizmu.

thuszczu
h

a

Fitoestrogeny

Grupa zwzkow wytwarzanych naturalnie przezliny. Uwaza sk, ze
spazywanie rdélin zawierajcych anty-estrogenowe fitoestroge
obniza ryzyko zachorowania na raka piersi. Mgleodkréli¢, ze
fitoestrogeny jako zwazki naturalne stanowi znacznie mniejsz
ryzyko dla organizmowzywych niz jakiekolwiek inne zwizki
endokrynnie czynne. Wynika to z faktu ewolucji arganow zywych
z organizméw prostszych i obeced tychze zwiazkédw w wielu
elementach srodowiska. W  wyniku adaptacji i zmig
przystosowawczych organizmy wypracowaty szlaki roelazne i
procesy degradage i detoksyfikujce niepaadane zwazki
chemiczne. Istnigj obawy odnénie obecnéci fitoestrogendw v
odzywkach i pokarmach dla dzieci i niemayl opartych na ziarni
sojowym. Soja obecnie jest produkowana gtéwnie wpgdarstwac
wielkoobszarowych i jest to étina zmodyfikowana genetycznie. Mo

wigC zawierg pewne fitoestrogeny niekorzystnie wpltya@@ na

ny

e

ZawartG¢ w pieczywie przebadany
w Wielkiej Brytanii - 45Q.g/100g

AN

=

[59, 60, 61
62]
m [63]
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rozwoj dzieci. W przypadku konieczéw stosowania pokarmo
opartych na pochodnych ziarna sojowego zalegakensultaci z

lekarzem lub unikanie takich eglvek poprzez stosowanie naturalné

karmienia. Bardzo interesigym zjawiskiem, z naukowego punk

widzenia, jest stwierdzenie obeduobzenskich hormondéw w prébkag

wod sciekowych pochodcych z wydalania hormonéw (w formi

skoniugowanej) wraz z moczem przez kobiety. Aktysénioakteryjng
w stacjach oczyszczania wody sciekow powoduje reaktywag

hormonoéw.

W

200

Parabeny

Do tej grupy zwekdéw nalea utrwalacze kosmetyczne, czynnikiczenie parabendéw w probka

antybakteryjne, a gtdwne zagemia g wynikiem obecnéci metylo- <
etylo-< propylo- < butyloparabendw, przy czym pajehendokrynny
(stwierdzony wobec komérek raka piersi i macicyjnie wraz Z
kierunkiem wymienionych zwizkoéw. W $rodowisku naukowyn
istnieje dysputa odraie endokrynnych wkiwosci i rzeczywisteqq
narazenia na zwizki z tej grupy, gdy istniep badanig
przedstawiajce, ze procesy hydroksylacji immobilizujte zwhzki w

skorze i nie g one transportowane uktadem krwigngm.

sciekbw wodnych w wielkéci 26

ng/mL

—

§

064, 65, 66

Lindan

Trwaly w srodowisku pestycyd szeroko stosowany do usuw

insektow. Estrogenne wdeiwosci tego zwazku stwierdzono wobe

ania
c

I

wielu biatek, komorek i tkanek, np. witellogelinlgiatek bton i ostor

[67]
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jaj, komérek witroby tuiczykéw Salmo salay a take stwierdzono

jego wiaciwosci niszcace ludzkie komorki rozrodcze na pozion

stezen znajdowanych w wydzielinach ludzkich organéw ralooych.

nie

DDT

Pomimo zakazu aywania tegosrodka w krajach rozwirtych, wiele
krajow trzeciegoswiata nadal #ywa tego pestycydu do walki
szkodnikami. Dziataniu tego zwaku chemicznego przypisuje ¢4

wiele negatywnych zmian hormonalnych w przyrodzieyniejszanie

Dziatanie endokrynne stwierdzono
yeoziomie stzen 63,6 ppb i jest t
5poziom zawartéci o wiele niszy niz

rznajdowany w

grubaci $cianek jaj, uszkodzenia ukladu rozrodczego u sampodbkachsrodowiskowych zwierat,

zwierzat, zmiany behawioralne. Stwierdzono réwnigptyw DDT na
szlaki metabolicznego rozktadu estradiolu u kolsatiak prowadzcy
przez powstawanie siehydroksyestronu (B6OHE) stwarza wiksze
ryzyko zachorowalniei na raka piersi uiszlak prowadacy przez 2
hydroksyestron (2-OHE). Stwierdzonae zwhzki takie jak DDT,
DDE (jeden z produktow przemian DDT), atrazyna, ootiékon
lindan, endosulfan zwkszap ilosci 160-OHE a co si z tym whize,
moga  potencjalnie  doprowadza do zwkkszonego
zachorowania na raka piersi. U kobiet z jozwinigtym nowotworen
piersi stwierdzono ponadto =zkiszone sizenie p,p’-DDE w

organizmie, co wskazuje,ze ten rodzaj

hormonozaleny. Co wkcej, stwierdzono,ze efekt dziatania kilku

pestycydéw ma charakter addytywny i olanstzenie wymagane d

ryzyka

nowotworu jest

np. 140 ppb u ludzi, lub kilkaset p
w organizmach aligatorowyjacych
na Florydzie, USA

rzeczywistygh

@8, 69, 70]
D
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wywotania odpowiedzi nowotworowych linii komoérkowyc typu
MCF-7 z poziomu 10M dla pojedynczych pestycydéw do okotpM
w przypadku mieszaniny tych zygkow. W przypadku pracowniké
naraonych na dziatanie chlordekonu stwierdzono ébm ruchliwasé
i wytrzymatas¢ plemnikdw oraz zmniejszanich liczbe. Niezwykle
waznym odkryciem jest stwierdzenie blokowania dzieda
androgenow przez p,p’-DDE na bardzo niskim pozioobecnéci w
organizmach samcéw wielu zwigtz wynikiem tego jest rozwc
feministycznych cech u osobnikoéw picieskiej. U tych ostatnic
stwierdzono obecr$¢ nadzwyczaj matych penis6w oraz inny
zaburzé rozwoju uktadu rozrodczego, a wiadoma zwhzek ten
moze przechodZi przez taysko (u ludzi) lub inne btony z organizn

matki do potomka.

W

ANi

J

=)

ch

Winklozolin

Ten fungicyd jest uznawany za awek endokrynnie czynny, posiada

wiasciwosci anty-endrogenne ("antygskie”), juz niskie poziomy
stezen tego zwizku skutkug wieloma zmianami fizjologicznymi

organizmach zwiekxrych, whczapc wkleste sutki, obnienie ilasci
wytwarzanych plemnikdéw, zmiany w gruczole prostatp&nienie
wieku osagania dojrzatéci ptciowej. Zmiany te gwynikiem dziatania

dwoch metabolitow tego zazku, ktore maj zdolnag¢ taczenia st z

<

receptorami androgennymi i w ten sposoéb blakigh dziatanie.

[71, 72]
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Karbendazym

Fungicyd nedgcy zarowno do zwizkow z grupy EDC jak i do
zZwiazkOow teratogennych. Uniemlowia on tworzenie tkanek
pojedynczych komorek oraz wptywa negatywnie na veyhanie
spermy oraz uszkadza ptody rozwig s¢ w organizmach mate
Stwierdzono, ze zwihzek ten mee prowadzat do braku oczu

hydrocefalii u ptodu.

[73, 74, 75]

Benomyl

Fungicyd metabolizowany w taki sposaéd produktem paednim jest
karbendazym, w zwrku z tym stwarza takie samo niebezpiésk&o

jak powyzszy zwhzek

[73]

Procymidon

Stwierdzono anty-endrogenne $e#&osci tego zwiazku podobne d
winklozolinu. Jest on zdolny do blokowania receptorandrogennyc
a u noworodkéw i oseskow picigskiej stwierdzono wiele uszkodr
uktadu rozrodczego, w tym deformacje penisow, w Nyrdziatania

tego zwazku.

=25 0O

4%

[76]

Chlorpyrifos

Insektycyd, ktérego obedio maze prowadzi do deformacji w
budowie zaréwno gskich jak izenskich naradéw piciowych, jakd
neurotoksyna mae tez wplywaé na rozwOj mozgu i ukiad
nerwowego organizmow, a tak wptywa na tarczye obniajac ilos¢

hormonow tarczycy wydzielanych do krwi.

[77, 78]

Deltametryn

Insektycyd wpltywagy na rozwdj macicy oraz 6 produkowane

[79]
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spermy przez organizmy gskie. Chroniczne natanie na niskig

stezenia tego zwizku powodug $mier¢ komorek ader.

\1%4

Dimetioan

Insektycyd wywotdgy schorzenia ader oraz obrienie poziomy
testosteronu w krwi, wplywa e negatywnie na funkcjonowan

tarczycy.

I

ie

[80, 81]

Karbofuran

Insektycyd wywotagy uszkodzenia uktadu rozrodczego i clemie
ilosci  wytwarzanej spermy, oddzialuje zarbwno na jes
nienarodzone organizmy jak i na doroste zwjgz Karbofurar
réwniez powoduje uszkodzenia tarczycy wptya@jw ten sposob n

ilos¢ hormondw wydzielanych przez ten organ.

a

[82, 83, 84]

Amitraz

Insektycyd powoduagy uszkodzenia ukfadu rozrodczego i opé
dojrzewanie piciowe w wyniku wrania z receptoran

noradrenergicznymi i blokowanie dziatania norepipey.

—

[85]

Penkonazol

Fungicyd wptywagjy na dziatanie tarczycy, prostaty oradgr.

[86]

Prochloraz

Fungicyd wptywagy na dziataln&t przysadki moézgowe;.

[86]

Propiconazol

Fungicyd zaburzay metabolizm steroidow.

[87]

Linuron

Herbicyd posiadagy stabe powinowactwo do recept(
androgennego. Badania kilku pokdlszczurow narsonych na ter
zwiagzek pokazaty wiele zaburze budowy pder oraz tkane
androgeno-zalaych u potomkow.

Dra

[87]

Trichlorfon

Insektycyd wywotujcy wiele nowtworow u ssakow oraz wptyway

[88]
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na wytwarzanie plemnikow i komorek jajowych. & syndroméw
choroby Down'a przypisano spgwaniu przez dzieci ryp
zanieczyszczonych przez ten zmék. Dichlorwos, produkt degradacji
trichlorfonu, zaburza dziatanie uktadu immunologiego Iudzi

podobne dziatanie stwierdzono u ryb.

Tridemorf

—_—

Fungicyd uznany za inhibitor ludzkiegazgmu izomerazy sterolowe
ktory jest jednym z elementéw szlaku metaboliczndgjosyntezy

cholesterolu.

[89]

Atrazyna

Herbicyd wptywjcy na uktad rozrodczy szczurdw i prawdopodobmiedy jeziora Maggiore (Wiochy

innych organizmow wjiszych. Metabolizm hormondw, zapalefse3 ng/L

prostaty, rozwo0j komorek nowotworu piersi to niekt@ procesow na

ktore wptywa ten zwizek.

[90]

Epoksykonazol

Fungicyd wywolgy nowotwory jajnikbw oraz zaburzaly

rownowag hormondw piciowych.

Metiram

Pestycyd wywotgpy obnienie s¢zenia hormondéw produkowanych

przez tarczye.
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Biorac pod uwag zilozonds¢ ludzkiego i1 zwiergzcego uktadu hormonalnego,
wieloraka¢ odpowiedzi ze strony tego ukladu, siwosé wzajemnego oddziatywania toksyn
ze sola (wzmacniania, ostabiania, addytywog oraz zi@onas¢ matryc srodowiskowych
nalery stwierdzé, ze stoimy przed znacznym zagemiem, a zmiany raz zaistniate w
rozwijajacym sk organizmie (ludzkim lub zwieezym) @1 przewanie niemaliwe do
cofnigcia w dalszych etapach rozwoju aycia. Opracowanie odpowiednich metodyk
analitycznych zapewniggych maliwos¢ uzyskania wiarygodnych informacji nieginych
do stwierdzenia czy nitiwe jest wywotywanie zmian endokrynnych w wynikkspozycji na
okreslone czynniki jest ogsto zadaniem trudnym, obejmaym wiele rodzajéw analiz i
wymagajcym wiedzy z kilku dziedzin naukowych. Jedpakaley podpé sic tego trudnego
zadania dla pelnego zobrazowania zagiaze strony wielu produktow z ktérymi mamy do
czynienia na co dzie niewiadomi ich potencjalnego zagmnia, ktérego skutki mag

ujawni sie po wielu miesicach lub latach.

2. PROBLEMY ZWIAZANE Z OZNACZANIEM SLADOWYCH ILOSCI ZWIAZKOW
ENDOKRYNNIE CZYNNYCH W PROBKACHSRODOWISKOWYCH

Zwiazki z grupy EDC wyskpuja naturalnie w przyrodzie, lecz niestety wiele
syntetycznych zwizkOw Ilub produktéw ubocznych powstaeych w trakcie rénych
przejawéw dziatalngci cztowieka réwnie posiada wiéciwosci hormononfladowcze. W
przypadku nargenia cztowieka na zwkki z grupyEDC mazna mowe o:

* Ekspozycji endemicznej — zadane] z kontaktem z elementerfrodowiska
nieazywionego (woda, powietrze, gleba) i produktaywnosciowymi,

» Ekspozycji zawodowej — zwzanej z kontaktem z zéego typu ksenobiotykami w
trakcie wykonywania obowekow stizbowych na stanowisku pracy,

* Ekspozycji katastrofalnej — za#anej z wysfpowaniem katastrof i awarii w wyniku
ktérych do srodowiska emitowane asw niekontrolowany sposob ide ilcsci

zwiazkow z grupyeEDC.

Oczywistym faktem jestze naraenie na te zwizki wyskpuje przewanie na
poziomie niskich sten, ale trwa stale przez wiele lat [1, 2]. kM@ wkc stwierdzé, iz
zwiazki z grupyEDC naleza do tzw. skladnikowsladowych, czyli takich, ktore wygbuja w

matych stzeniach w innym materiale, zwanym matyydN chwili obecnej, zgodnie z
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definicja przyjgta przez IUPAC, pod pogciem sktadnikasladowego rozumie si kazdy
zwigzek, ktéregasrednie stzenie jest mniejsze od 100 pg/g [91]. Jest to geanimowna |
wszystko wskazuje na tase zostanie ona w niedlugim czasie przesianw kierunku
mniejszych sizen.

Przy wykonywaniu analizy sktadniké$ladowych trzeba zdawaobie sprawz wielu
czynnikéw, ktére mog wpltyna¢ na zmiar skladu analizowanej prébki (zanieczyszczenie
prébki lub eliminacja skladnikow probki).aSto rzeczy oczywiste, ale mag wielkie
znaczenie przy wykonywaniu k@ej analizysladowej. Pobieranie i przechowywanie probki
materiatu, w ktorym ma k&y analizowana zawardé sktadnikéw sladowych, uwzgidniat
musi trzy aspekty:

* jednorodné¢ materiatu,
» wielkos¢ probki analitycznej,
* mozliwe zmiany sktadu probki podczas jej pobieramansgportu i przechowywania.

W zwiazku z bardzo rygorystycznymi warunkami wymaganyrai tzygotowania
srodowiska laboratorium do pracy ze zamkami estrogennymi opracowano szczegétowe
wytyczne dotycace stosowanych materiatow i procedur mycia i suszeprztu, szkia i
innych uradzen analitycznych. Wyposa&nie szklane, korki, przewody itd. ktoreda miaty
kontakt z probkami mugzy¢ wolne od estrogenow [92].

Operacje wigciwego przygotowania nacayi elementow urzdzer i wyposaenia,
ktore mog mie¢ kontakt z badappréblq obejmuj:

. przemywanie detergentami,
. przemywanie wogl wysokiej czystéci,
. przemywanie rozpuszczalnikami, z zastosowaniem adilvickow (w celu

zwickszenia efektywnii)

. przemywanie roztworami kwasow lub alkaliow,

. suszenie w strumieniu oczyszczonego powietrza &z @bogtnego,
. silanizacg powierzchni,

. wygrzewanie,

. elektrochemiczg pasywagi scianek elementéw metalowych.

Powyzej przedstawiono tylko ogolneddta zanieczyszche mogice mie€ wptyw na
wynik koncowy analizy, rozpatragg szczegétowo konkreinprocedu¢ analitycza mazna

wyodrebni¢c o wiele wkcej specyficznych i indywidualnych dla danej prassg zrodet
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zanieczyszcze W trakcie przygotowywania probek do analizy zaeraj mana spotka sie

z wszystkimi problemami zwkanymi z analityk sladow. Na kadym etapie procesu
analitycznego istnieje niebezpieasenvo utraty czsci analitbw lub wprowadzenia
dodatkowych zanieczyszazedlatego naley przeds¢wzia¢ specjalne kroki, by zapobiec tym

niekorzystnym zjawiskom.

2.1.POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY

Analiza ilcsciowa spetni tylko wowczas swoje zadanie, gdy poararobka pod
wzgledem skiadu jakéciowego i ilgciowego odpowiada bedzie materiatowi, z ktdérego
zostata pobrana. Prawidtowe pobranie prébki mawnsieorzdne znaczenie i szczegotowy
opis wykonania tej czyndoi mazna znale¢ w wielu opracowaniach i normach
przedmiotowych [91].Pobieranie prébekmaterialu biologicznego wie st z wieloma
trudnagciami. Wynikajp one m.in. z digych r&nic miedzygatunkowych, zmiengoi w
obrebie danej populacji, zemicowania tkanek poddawanych analizie itp. Wiel&begk
biologicznych jest z natury niejednorodne, co bardarudnia pobranie reprezentatywnej
probki [93].

Pobrane probki musgzby¢ przechowywane w odpowiednich warunkach: w stanie
zamra@zonym i bez dosgpu swiatta. Nieprzestrzeganie tych warunkéw, szczegolw
przypadku prébekzywnosci i materiatu biologicznego, mie spowodowa rozitozenie
materiatlu probki i strat analitdw. Nasfpnym krokiem jest suszenie prébki, ktore a@o
przebiegad w podwyzszonej temperaturze (suszenie w suszarce), w tamopee otoczenia
(prébki powietrznie suche) i przez dodatetdka suszcego (np. bezwodnego siarczanu sodu
lub magnezu). Coraz eiriej stosowam metod, usuwania wody z materiatow statych jest
liofilizacja zwana te suszeniem sublimacyjnym lub kriodesykcpProces ten polega na
usuneciu wody i castek rozpuszczalnikdw niskovazych poprzez ich sublimagcjw
warunkach obriionego ainienia.

Na Rysunku 4. przedstawiono wydlsystemu liofilizacyjnegéreeZoneb L. System
wymaga do dziatania pompy mrdowej o wydajnéci co najmniej 144 L/min. Zam#ong
préblke przeznaczom do liofilizacji umieszcza siw specjalnym pojemniku wykonanym z
hartowanego szkia i zamykanym specjalgumows nakiadlkh a nastpnie podicza do
akrylowego cylindra poprzez krociec zaworu pédinia.

Po ustaleniu temperatury uktadu na poziomie 2C5Mastpujc otwarcie zaworu

prézniowego, co prowadzi do usioia gazow z komory liofilizatora i pojemnika z pkab
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W zaleznoéci od ilosci i struktury liofilizowanego materiatu oraz zawakci wody proces

liofilizacji trwa od 1 do 5 dni.

Rysunek 4. Wygld zestawu liofilizacyjnego (model FreeZone 6 L fyrirabconco)

2.2.TECHNIKI IZOLACJI I/LUB WZBOGACANIA ZWIAZKOW ENDOKRYNNYCH Z
PROBEKSRODOWISKOWYCH

Obecnie najogciej wykorzystywan technilq izolacji zwiazkow z grupyEDC (w tym
pestycydow i polichlorowanych bifenyli, dla ktérydsinieje najwecej udokumentowanych
technik przygotowywania probek do analiz) z prob&ltych jest przyspieszona ekstrakcja za
pomoa rozpuszczalnika. W dalszej@zi opisane g techniki, ktére byty wykorzystywane w

czesci doswiadczalnej.

a. Ekstrakcja za pomaaozpuszczalnika przez wytizanie [LLE)

Ekstrakcja za pomaccieczy przez wytrgsanie polega na zasadzie pfeij analitow
z matrycy statlej do odpowiednio dobranego rozpusndza. Ekstrake przeprowadza si
zwykle przez intensywne mieszanie rozpuszczalnika elzstrahowasm ciecza lub
rozdrobnionym ciatem statym, a ngstie rozdzielenie faz poprzez sedymenrgafijtrowanie
lub odwirowanie.

W przypadku oznaczania wielu z@kow jednoczénie, rozpuszczalnik powinien by
zdolny dobrze ekstrahowazwiazki chemiczne nalece do ranych klas z probek

zawierajcych pewne iléci wody, ttuszczu, cukrow i innych substancji. Zapénie dobrych
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warunkéw ekstrakcji wymaga rozdrobnienia badanegaatenatu  w  obecndi
rozpuszczalnikow lub mieszaniny rozpuszczalnikowbdf odpowiedniego rozpuszczalnika
do ekstrakcji podyktowany jest otrzymaniem optymgaln warunkéw ekstrakcji czyli
maksymalnego odzysku analitbw przy minimalnej wekgstrakcji interferentow,
np. thuszczu. Najegciej stosowanymi rozpuszczalnikami aceton i acetonitryl, poniewa
dobrze mieszajsic z wodh i w wyniku tego uméliwiaja fatwe przejcie analitéw do fazy
organicznej oraz uswgie wody, ktora mpe by zawarta w probce. Przy ekstrakcji za
pomoa acetonitrylu wgkszas¢ materiatdw lipofilowych, jakimi  m.in. ttuszcze i woski, nie
podlega ekstrakcji wraz z analitami [94].

Do ekstrakcji mog by¢ rowniez stosowane inne organiczne rozpuszczalniki talkie ja
heksan, dichlorometan i eter naftowy ® rozpuszczalniki nie miesagg s¢ z wod, co
umazliwia efektywne i selektywne ekstrakcjpestycydow, np. eter naftowy stosowany
gtéwnie do ekstrakcji niepolarnych pestycydéw i @iow z grupyPCB, dichlorometan
stosowany do izolacji pestycydéw polarnych oraz shek do ekstrakcji pestycydéw i
zwiazkow z grupyPCB z probek ktérych matryca charakteryzuje siuza zawartdcia
weglowodanow (mgso, mleko, wtroba ryb) [95].

Najczsciej ekstrakcja za pomacaieczy przez wytrgsanie jest stosowana do izolacji
pestycydow z warzyw, np. z papryki [96, 97], zieakdw, marchwi, ryu [98, 99, 100] oraz
miodu [101]. W celu uzyskania wkiszej selektywngci ekstrakcji stosuje sirowniez
mieszaniny rozpuszczalnikbw, w zah@ici od oznaczanych analitdw, np. mieszanin
acetonitrylu z acetonem Ilub heksanem do ekstrapegtycydow fosforoorganicznych z
probek oliwy [102] lub té mieszanin octanu etylu z metanolem do izolacji pestycydéw z
probek m¢sa [103], mieszaninchloroform - metanol do ekstrakcji polichlorowahylifenyli
z tkanki ryb [104], lub aceton - heksan do ekstjisdwiazkow z grupyPCB z probek masta
[105].

b. Przyspieszona ekstrakcja za pomaomzpuszczalnikaASEH

Technika przyspieszonej ekstrakcji za pomoazpuszczalnika ze waglu na pela
automatyzaej, znalazta szerokie zastosowanie zwilaszcza w ladmameh wykonugcych
rutynowe analizy diych ilosci probeksrodowiskowych i probek produktéwywnosciowych
[106, 107].

Na Rysunku 5. przedstawiono widok ogoélny zestawpiryspieszonej ekstrakcji za
pomoa rozpuszczalnika. Praca tego adzenia opiera sina wykorzystaniu wkciwosci

ekstrakcyjnych rozpuszczalnikbw w podiggonym cdinieniu (zwykle 14 MPa) i
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podwyzszonej temperaturze (50-200 °C). Jako medium édcsijree wykorzystuje giniemal
wszystkie dosfpne rozpuszczalniki organiczne. Ograniczeniem zakbz wykorzystywania
rozpuszczalnikéw, ktérych temperatury samozaptoimesmtz sic w zakresie 40-200 °C, np.
disiarczek wgla (temp. zaptonu 100 °C), eter dietylowy (temaptanu 180 °C) itp. Nie
naleey réwniez w procesie ekstrakcji stosowvamocnych kwasow (solny, azotowy) ani
mocnych zasad [108, 109, 110].

Préble przeznaczom do ekstrakcji umieszczacesiw stalowej cylindrycznej celce
ekstrakcyjnej zakiczonej specjalnymi naktkami. W naketkach tych znajduaj sie otwory
pozwalajce na przeptyw rozpuszczalnika oraz azotu przexkecekstrakcyja. Aby
uniemaliwi¢ zanieczyszczenie uktadu aparaturowego drobinamchgamcymi z
ekstrahowanej prébki naftki celki wyposaone § w specjalne spieki, a ponadto przed
napetnieniem celki prolkna jej dnie umieszczagspapierowy filtr. Ekstrakty zbierane slo
specjalnych odbieralnikow.

System do przyspieszonej ekstrakcji za pagmozpuszczalnikéASE200 zbudowany
jest z nasipujacych elementoéw sterowanych automatycznie: piec qrampa, ktorych
parametry mgna programowaindywidualnie dla kadej z probek poddawanych ekstrakciji
[111]. Mimo wielu bezsprzecznych zalet, technk&E posiada rownie wady. W Tabeli 5.
przedstawiono wady i zalety nagsziej stosowanych technik izolacji i wzbogacania
zwiazkow z grupyEDC z prébeksrodowiskowych.

Rysunek 5 Widok zestawu do przyspieszonej
ekstrakcji za pomec rozpuszczalnika (model
ASE200 firmy Dionex)

Warunki podwyszonej temperatury i @ienia wpltywaj korzystnie na wydajrio
ekstrakcji przez zmian wihasciwosci rozpuszczalnika | zwkszenie efektywniei
przenoszenia masy oraz zaburzenie rOwnowagi nacgramatryca probki/rozpuszczalnik.
Zwickszona temperatura m® powodowé rozerwanie silnych oddziatywia pomidzy
analitem i matryg probki, tj. sit van der Waals'a, wian wodorowych oraz oddziatywia
polarnych grup funkcyjnych analitow z aktywnymi fsieami matrycy. Energia termiczna

moze przezwyaizy¢ sity kohezji oraz sity adhezji przez obanie energii aktywacji dla
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procesu

desorpcji.

Podwszenie temperatury

wplywa na zmniejszenie

rozpuszczalnikbw organicznych pozwatajna lepsz penetrag miedzy czsteczkami

matrycy prébki, a tym samym prowadzi do zkézenia efektywniei ekstrakcji [113].

|épko

Tabela 5. Wady i zalety wybranych technik izolacji zwkdéw z grupyEDC z prébek
srodowiskowych [112, 113]

o

TECHNIKA
ZALETY WADY
EKSTRAKCJI
LLE Prostota i fatwé& wykonania Zuzycie duwych ilosci toksycznych
Uniwersalng¢ rozpuszczalnikow
Prosta aparatura Czasochtonn&@ procesu
Przydatné¢ do zastosowania WMalte wartgci liczbowe
przypadku prébek silnievspoétczynnika wzbogacenia analitt
zanieczyszczonych Mata selektywné&  procesu
Mozliwos¢ wykorzystania zarownanozliwos$¢ powstawania trudnych g
do usuwania matrycy, jak |fozdzielenia emulsji
wzbogacania mikrdadow
Zastosowanie do wzbogacania
zarowno  selektywnego jak |
grupowego
ASE Kroétki czas ekstrakcji (w porownaniDuzy koszt aparatury

z klasycznymi metodami ekstrak
np. Soxhlet) - ok. 15 minut
Mozliwos¢ automatyzacji
Ekstrakcja zwizkow nietrwatych w
wysokich  temperaturach  cki
stosowaniu  wysokiego @iienia
podczas procesu

Mniejsze (w porownaniu z innyn
klasycznymi technikami ekstrakc
zuzycie rozpuszczalnikow
Mozliwos¢  zastosowania  praw|
wszystkich rozpuszczalnikdw (oprg|
mocnych kwasow i zasad o
rozpuszczalnikdw o temp. wrzenia
40 do 200°C) oraz mieszanin ty
rozpuszczalnikéw
Pelna automatyzacja proce
pozwalajca kontrolowéd wszystkie
parametry procesu (temperatu
cisnienie, czas ekstrakciji)
Mozliwos¢ ekstrakcji 24 probek

cBrak  selektywnéci  ekstrakcja
(wptyw temperatury i @éhienia ng
selektywndgc)
Koniecznd¢ oczyszczenia ekstrak|
przed analiz koncowa

Mozliwos¢ wyskpowania r@nic w
wielkosci uzyskiwanych olgjosci
nekstraktéw (co ma wpltyw na odzy
H objtos¢ nie zawsze @ jed
powtarzalna)

&komplikowana procedura sktada
dz mycia celek ekstrakcyjnyo
dzktadaj sie z 11 elementdw)
od

ch

Su

=

<

|

tu

sk
5t

jednym cyklu (systemASE200)
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Tabela 5. c.(
SPE Mozliwos¢ wykonania kilku analizCzasami mate warfoi liczbowe
jednoczénie wspotczynnika wzbogacenia analitow
Prostota wymaganego wypasaia, zwigzane z oddziatywaniam
niski  koszt analizy, tatw&|pomicdzy sktadnikami  matrycy
automatyzacji prébki i analitami

Mozliwos¢ uzycia w warunkachStaba odtwarzalrié na skutek ranic
polowych, anality mona|w jakosci poszczegllnych part
transportowa i magazynowa&| komercyjnie dosjpnego sorbentu
wykonujac oznaczenie kwowe w| Mozliwos¢ utraty bardzo lotnyc
dogodnym czasie i warunkach Zwiazkow

Brak reaktywnéci chemicznej ziva| Niebezpieczastwo zatykania zim
sorbentu ze zvgzkami| lub blokowania poréw sorbentu przez
zatrzymywanymi w ziou zawiesiny zawarte w probce
Istnieje maliwosé regeneracjikKoniecznd¢ regeneracji ztoa przed
sorbentow co pozwala nkazdym uzyciem
przedhzenie ich czasu pracy

Brak problemu stosowania #ch
ilosci toksycznych rozpuszczalnikow,
nie ma problemu toksycznych
odpadéw po analizie, ograniczony
jest wplyw tla rozpuszczalnika na
wynik analizy oraz omija giproblem
powstawania emuls;ji.

=

Stosowanie odpowiedniego spienia podczas ekstrakcji umiwia uzycie
rozpuszczalnikbw w stanie ciektym pogey ich temperatury wrzenia, utatwia to ekstrakcj
analitbw z prébek, w ktorych anality znajdugic w porach matrycy probki. €iienie
powoduje, & rozpuszczalnik tatwiej wnika w pory matrycy prébkipenetruje je. W
przypadku prowadzenia procesu ekstrakcji w warunkamienia atmosferycznego pory te
nie mialyby kontaktu z rozpuszczalnikiem. Podszone cinienie podczas przeptywu
strumienia rozpuszczalnika utatwia rozpuszczanaherzykéw powietrza [113]. W Tabeli 6.
przedstawiono informacje na temat zastosowaniantlkictprzyspieszonej ekstrakcji za
pomoa rozpuszczalnika w analityce probgjvnosci.

Rdzne warianty technikBPE s3 rowniez stosowane do ekstrakcji zygkow z grupy

EDC z cieklych prébekrodowiskowych.

c. Zastosowanie techniki SPE na etapie oczyszczastaadkow/prébek ciektych

Technika ekstrakcji do fazy statej jest obecnie popjlarniejsz technilg
oczyszczania ekstraktow rozpuszczalnikowych. Zaskstrakcji ciecz—ciato state opiera si
na wykorzystaniu zjawiska podziatu zawkow miedzy dwie fazy: stal ciekla. Analizowarn,

ciekla proble lub ekstrakt przepuszczae girzez ztae sorbentu, najgzciej osadzonego na
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odpowiednim néniku i umieszczonego w niewielkim pojemniku. W piszym etapie anality
Sa zatrzymywane na powierzchni zB sorbentu, przy czym muszmie¢ wigksze
powinowactwo do fazy statej nido matrycy probki. Zatrzymane zwki s3 nasgpnie
uwalniane przy pomocy niewielkich #o rozpuszczalnika lub przez desokptgrmiczmy i
poddawane dalszym procedurom oczyszczania/obradmmaczaniu. Dobdér rodzaju sorbentu
i charakterystyki jego uziarnienia zaje od wiaciwosci i stezenia analitu/analitow,
charakteru matrycy prébki, wspétobecnych substgnegszkadzagych, sposobu uwalniania

analitow, stosowanej techniki oznaczeniad¢mvego.

Tabela 6. Zastosowanie techrdSEw analityce probekywnosci

ANALITY RODZAJ PROBKI LITERATURA
ostrygi, omutek jadalny, ryby, olej |z
Y9 : Y Yoy J 106, 107, 114,
polichlorowane bifenyle watroby dorsza, mleko w proszku, drob,
o _ o _ 115, 116, 117
jaja, kukurydza, soja, rgo i ttuszczwin
polichlorowane bifenyle, ikra ryb, ryby, mate, ostrygi, omutek 118
pestycydy chlorowcoorganiczngdalny
dioksyny i polichlorowanettuszcz wieloryba i foki 119
bifenyle

Charakterystyka stosowanego sorbentu ma istotnywvpé:

» selektywnd¢ uktadu,

»  wartas¢ liczbowa wspotczynnika wzbogacenia wybranych zanieczysycze

* poziom tia,

= wartaé¢ liczbowa granic wykrywalnéci i oznaczalnéci analitu przy stosowaniu

okreslonej procedury analitycznej.

Obecnie dospne w handlu sorbentya supakowane w kolumienkach (nasziej
polipropylenowych) migdzy dwoma dyskami filtracyjnym [120].

Wiasciwy proces oczyszczania analitdbw z zastosowaniewohriki SPE jest
poprzedzony zwykle etapem kondycjonowaniazatsorbentu umieszczonego w kolumience
ekstrakcyjnej. Proce ten polega na przygotowaniwig@achni sorbentu do efektywnej
izolacji analitow lub oczyszczania ekstraktow. Walgyce polega to na przeptukaniu zdo
rozpuszczalnikiem organicznym np. dichlorometanemrhetanolem oraz rozpuszczalnikiem
o0 wiaciwosciach zblzonych do wilaciwosci matrycy badanej probki. W wyniku

kondycjonowania sorbentu centra aktywnezatalegag aktywaciji. W przypadku npzelu

39



krzemionkowego modyfikowanego taoktadecylow skrecone tacuchy weglowodorowe

ulegaja rozprostowaniu, powodag tym samym wzrost powierzchni aktywnej. Na tympeta

sorbent zostaje dodatkowo oczyszczony.

Nalezy zwrock uwag;, aby ten sam rozpuszczalnik byt stosowany zaréwno
kondycjonowania, jak i do elucji analitbw z powiehnni sorbentu po wzbogaceniu, aby
zmniejszy wptyw substancji wspoteluujacych zaadsorbowanyatpowierzchni ziva przed
etapem ekstrakcji analitdw z zastosowaniem tech8RE [93]. Procedura przygotowania
ztozal/fazy stacjonarnej sktada s nas¢pujacych krokéw:

» wybOr rodzaju i ohjtosci sorbentu w zaleosci od ilosci zanieczyszcze skladu matrycy,
objetosci probki i ilosci analitu. Najczsciej sa stosowane rurki sorpcyjne (kolumienki
SPB lub krazki (dyski) ktére zawieraj okreilona ilos¢ sorbentu (redu 1 cnf), cha
znane g rurki sorpcyjne ze zteem o wekszej obgtosci sorbentu (rgdu 3 lub 6 nawet 6
cm’),

e kondycjonowanie zima sorbentu za pomgcodpowiednich rozpuszczalnikébw (w
zaleznosci od rodzaju ztea, analitow i matrycy probki),

e oczyszczanie (lub/i wzbogacanie) analitu naatsorbentu. Oljos¢ analizowanej probki
moze st waha& od mililitrow do litrow. Proces wzbogacania ama prowadzi
przettaczajc strumié analizowanej probki przez zte sorbentu pod émieniem lub
stosujc podcénienie wytwarzane ponapprézniowa lub pomp wodm (czas ekstrakcji i
natzenie przeptywu strumienia probki zajeod rodzaju zastosowanego materiatu).

Dobdr rozpuszczalnika wykorzystywanego na etapiejieanalitow ze ztga sorbentu
w kolumienkach ekstrakcyjnych zaleod sity rozpuszczalnika w szeregu eluotropowym w
stosunku do analitu, rodzaju fazy stalej oraz mdtrzwazanych z kolejnymi etapami
procedury [121].

3. TECHNIKI OZNACZEN ANALITOW Z GRUPY EDC W PROBKACH
ODPOWIEDNIO PRZYGOTOWANYCH EKSTRAKTOW
Biorac pod uwag zréznicowane wtaciwosci fizykochemiczne zwazkéw naleacych
do grupy EDC wybér odpowiedniej techniki oznadzekoncowych jest dyktowany
wiasciwosciami oznaczanych sktadnikow. zé# chodzi o techniki oznacaekoncowych
analitow z grupyEDC w odpowiednio przygotowanych ekstraktach uzyskbngcprobek
srodowiskowych to stosowana jest gtéwnie wysokosp@awchromatografia cieczowa

(HPLC) sprzzona z tandemowym uktadem spektrometréw mas aetaloraz bardziej
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popularne testy biologiczne YES, ESCREEN, oznaezliatka witellogeniny a tale testy
immunologiczne [122]. Informacje literaturowe o tgshych metodykach oznaczania
zwiazkow z grupyEDC zestawiono w Tabeli 7.

Na etapie oznachekoncowych zwazkéw z grupyEDC coraz czsciej wykorzystuje
sie z bardzo dobrym skutkiem bardzo czmetod rozdzielenia i detekcji analitéw w postaci.
chromatografu cieczowego sp#pnego z tandemowym spektrometrem mas (Rysunek 6.).

Spektrometr mas 4000 Q TRAP firmy  Applied Biosystem
z potréjnym kwadrupolem pracgym w trybie MRM umaliwia zjonizowanie prébki pod
cisnieniem atmosferycznym (Rysunek 6.). Podczas pwoceptymalizacji procedury
analitycznej z wykorzystaniem techniki spektrometrmas pierwszym etapem jest
zoptymalizowanie warunkow pracy udzenia MS/MS, aby niiwe bylo oznaczanie
analitbw. Nasfipnie optymalizuje si proces rozdzielania substancji (rodzaj kolumny
chromatograficznej, sktad i rgenie przeptywu strumienia fazy ruchomej, tempeggtoraz
warunki procesu ekstrakcji analitow. Jest to kadgnodwrotna w stosunku do kolejm
etapow analizy probek oraz stal@ ggdnym z pierwszych procesow przeprowadzonych w

czasie prac doviadczalnych.

Rysunek 6. Wygld ogdélny chromatografu cieczowego sgianego z tandemowym
spektrometrem mas LC/MS/MS System 4000 Q TRAP
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Tabela 7. Informacje literaturowe na temat wybrdnyetodyk oznaczania zazkow z grupyEDC w prébkachsrodowiskowych.

TECHNIKI
OZNACZANIA I/LUB
ANALIT TYP TECHNIKI
. TECHNIKA IZOLACJI IDENTYFIKACJI LITERA-
--------------- PROBKI 3 OCZYSZCZANIA ,
, ANALITOW 3 ANALITOW/BA- TURA
PARAMETR SRODOWISKOWEJ EKSTRAKTOW
DANYCH
PARAMETROW
hormony naturalne . . '
Wody powierzchniowe i z _
--------------- o Ekstrakcja SPEna ztau Cg YES 122
) oczyszczalniciekdw
Potencjat endokrynny
Hormony naturalne,| Wody powierzchniowe i z StrataXSPE
antybiotyki, srodki oczyszczalniciekow, Ekstrakcja CHOH SPEna ziau Cg LC-MS/TOF 123
przeciwbélowe osady ASE
Hormony naturalne i y .
Gleba, gnojéwka Ekstrakcja SPEna ziau Cg HPLC-UV, YES 124
syntetyczne
Wody powierzchniowe, _
Chlorek fluoksetyny Ekstrakcja CHOH ASE HPLC-UV/VIS 125
osady
PCB, PCDD, PCDF
_ ) EROD, test
--------------- Tkanki ryb Ekstrakcja DMSO . ogi 126
Tabela 7. c.d. immunologiczny
Potencjat endokrynny Scieki Ekstrakcja CHCl, SPEna zl@u siarczanu R-YEA GC-MS 127

magnezu
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WWA Tkanki ryb Ekstrakcja etanolem EROD 128
Ekstrakcja CHOH,
o o mieszanin
Ftalany Odcieki z wysypisémieci . SPE ASE HPLC-6AD 129
CH2C|2:(CH3)2CO |
octanem etylu
B-blokery Scieki Ekstrakcja CEDOH SPEna ziu HLB HPLC-MS/MS 130
PPCP, hormony
naturalne i o Ekstakcja GC-MS/MS
scieki SPEna ziu HLB 131
syntetyczne, DCM/heksanem LC-MS/MS
farmaceutyki
. Ekstrakcja
_ Scieki/wody _
Farmaceutyki _ _ CHsOH/acetonitrylem| SPEna zi@u StrataX LC-MS/MS 132
powierzchniowe
SPEna zi@u SDB-X
Farmaceutyki Scieki Ekstrakcja metanolen SPEna zt@zu HLB LC-MS 133
SPEna ziau Cg
~ **Jody powierzchni Ekstrakcja metanolem SPEna zicu G immunoczuinik, HPLC-| o,
Tabela 7. c.d. ody powierzchniowe strakcja metanolem na zteu Cg LD
B-blokery _ _ Ekstrakcja CHOH
Wody powierzchniowe _ SPEna ziau Cg LC-MS 135
/acetonitrylem
Farmaceutyki Scieki Esktrakcja wosf ASE LC-MS 136
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CHs;OH LC-DAD
_ _ SPEna ztezu MPC LC-MS
) Wody powierzchniowe/ .
Farmaceutyki q Ekstrakcja SPEna zlau Cg LC-UV-DAD 137
osa
Y SPEna zi@u HLB HPLC-FLD
_ _ ) ) Ekstrakcja CHOH
Antybiotyki Wody powierzchniowe SPEna ziu HLB LC-MS/MS 138
/octanem etylu
Potencjat endokrynny Scieki QSAR/ESCREEN 139
, _ ) . Ekstrakcja CHOH
Srodki przeciwzapalne Scieki _ SPEna ziau Cg LC-MS/MS 140
/acetonitrylem
. . . Ekstrakcja wod/
Antybiotyki Scieki miejskie SPEna zi@u HLB LC-MS/MS 141
CHs;OH
_ Scieki, wody Ekstrakcja wod/
Farmaceutyki . . SPEna ztou HLB LC-MS/MS/YES 142
powierzchniowe CH3OH
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4. PODSUMOWANIE

Kazdy nowy zwazek chemiczny ddz w postaci niezmienionejaldz tez w postaci
produktéw przemian chemicznych, biologicznych, éemicznych czy te metabolitdw,
otrzymany kdz to na skal laboratoryjm badz tez na skat przemystovy predzej czy paniej
trafi dosrodowiska.

Na podstawie zgromadzonych danych literaturowydbzgasstwierdze, ze ekstrakcja
w uktadzie ciecz-ciecz oraz ekstrakcja do fazyegtat szeroko stosowanymi technikami
izolacji i wzbogacania zwekow endokrynnych oraz pozoststofarmaceutykow z probek o
roznym sktadzie matrycy. Mama te stwierdzé, ze oznaczanie pozioméw zawadD
zwiazkow z grupyEDC odbywa st z w przewaajacej mierze za pomacchromatografii
cieczowej sprzzonej z podwdijnym spektrometrem mas co pozwala aaaawartgé tych
zwiazkéw na bardzo niskich poziomaclyzsh.

Latwo zauway¢ jak waznym wyzwaniem staje siokreslanie czy dany zwizek
chemiczny (réwnig jego metabolity i pochodneettace wynikiem naturalnych przemian
srodowiskowych), posiada wdaiwosci hormonon&ladowcze, hdz blokujace dziatanie
hormonow na ktérymkolwiek etapie powstawania odmol@i endokrynnej [143]. W wielu
krajach powstaj specjalne grupy i komitety naukowe zajaug s¢ opracowaniem metodyk
okreslania tyctze wiaciwosci i okresleniem dopuszczalnychegen zwiazkow z grupyEDC
w réznych produktach i elementaéfodowiska.

Pierwszym i najwaniejszym krokiem, ktory nakly wykona jest okrélenie
metodologii wyznaczania wdaiwosci endokrynnych zwizkdw pojawiajcych sg¢ na rynku
oraz ich produktéw przemiagrodowiskowych i rozpoznanie proceséw metabolizmu
zachodacych w organizmachzywych, loséw srodowiskowych w peaiczeniu z danymi
ekotoksykologicznymi i danymi o wielkoi produkcji okrélonych zwiazkow, a przede
wszystkim stwierdzenie czy dany awek ma potencjat przynaieosci do grupy zwazkow
EDC, co pozwoli wprowadzi regulacje prawne lub wytyczne odneée dopuszczalnych
stezen i skak naraenia organizméwzywych na te zwizki, a take pomae opracowa
skuteczniejsze metody degradacji zxkiow charakteryzupych s¢ aktywndcia endokryni
w oczyszczalniackciekdw czy stacjach uzdatniania wody [144, 145, 14, 148, 149, 150,
151, 152, 153].
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Problem wys{powania, oznaczania i braku pelnej wiedzy duhie® zwihzkow
endokrynnie czynnych staje ¢sijednym 2z waniejszych obszaréw zainteresawa
ekotoksykologow i chemikow analitykow.

Pomimo istnienia wielu doniesiditeraturowych w zakresie oznaczania poziomow
zwiazkdw endokrynnie czynnych istnieje konieczhalostarczenia polskim laboratoriom
nowych narzdzi w postaci zwalidowanych procedur, ktérezma natychmiast zastosoéver
praktyce analitycznej.

5. CEL PRACY

Duza liczba zwizkow wykazugacych wigciwosci biologiczne, ktére g celowo
wytwarzane przez cztowieka trafia doodowiska. Poznanie ich loswodowiskowego oraz
wszystkich produktow przemian i metabolizmu pozestaciaz wyzwaniem dla analitykow
srodowiskowych i ekotoksykologéw. Jednym z zagfp z ktorych czlowiek zack zdawa
sobie spraw w ostatniej dekadzie astzw. zwhzki endokrynnie czynne. Ten typ
zanieczyszcze wptywa na uklad hormonalny organizmowywych, powodujc straty
ekonomiczne np. w gospodarstwach rolnych, a cozgozaburzac prawidtows gospodark
hormonaln ludzi. Zwiazki te mog wptywat na rozwdj cztowieka (i innych organizmowyju
od chwili poczcia, powodujc nieodwracalne zmiany na calgcie.

W wielu cérodkach naukowych prowadzonglsmdania ukierunkowane na:

» opracowanie nowych metodyk analitycznych przeznayado do oznaczanifadowych
ilosci analitow wykazujcych wiaciwosci endokrynne w probkach o mdym sktadzie
matrycy,

* opracowanie nowych nadzi do oceny i kontroli jaki wynikdw pomiaréw
analitycznych,

* badania rutynowe z wykorzystaniem standardowychcemor analitycznych, ktére
zapewniagg mazliwos¢ uzyskania wiarygodnych informacji o poziomie zatessi
zwiazkow z grupyEDC w probkachsrodowiskowych.

Gtownym celem podtych bada jest diznos¢ do rozpoznania poziomu zawaito
zwiazkdéw endokrynnie czynnych w probkach woéd, osadéywnosci a take produktow
codziennego aytku na zawart& tychze zwhzkow. Ze wzgédu na toze odpowiedni sposdb
pobierania prébki stanowi istotny etap procedurligmanych, warunkiem wgpnym jest
uzyskanie probek reprezentatywnych w stosunku ddatego obiektu materialnego.

Metodyki te stanowi niezlzdne narzdzie do przeprowadzenia bade celu oszacowania
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stopnia zanieczyszczenieodowiska zwazkami endokrynnie czynnymi, poprzez oznaczanie
tych analitéw w probkackrodowiskowych.

Problem wys{powania, oznaczania i1 braku pelnej wiedzy na tenhagu
srodowiskowego zwizkdéw endokrynnie czynnych staje g¢dnym z waniejszych obszaréw
zainteresowa toksykologéw i chemikow analitykow. Pierwszym ijwazniejszym krokiem,
ktory trzeba zroldi jest okrélenie metodologii wyznaczania wtdwosci endokrynnych
zwiazkOw pojawiajcych sé na rynku oraz ich produktéw przemigmodowiskowych.

Oznaczanie zwzkéw z grupyEDC w probkach, ktére charakteryzaugie ztozonym
skladem matrycy z pewscia nie naley do tatwych zada Badanie probekrodowiskowych
na zawarté& zwiazkdw endokrynnych oraz wielké potencjatu endokrynnego ave sk z
zastosowaniem efektywnych technik izolacji/lwzbogeéga analitbw oraz czutych i
selektywnych technik ich identyfikacji i oznaczani® celu zapewnienia i kontroli jakoi
uzyskiwanych wynikow, zakres wykonywanych prac poem obejmowé przeprowadzenie
procesu optymalizacji i walidacji metodyki oznacsanzwiazkbw z grupy EDC z
wykorzystaniem techniki ekstrakcji analitbw do fazyalej, chromatografii cieczowe;j
sprzzonej z tandemowy spektromety mas oraz z zastosowaniem biotestow.

Trzeba w tym miejscu stwierdzize w chgu ostatnich lat gwattowanie wzrosta liczba
publikacji (zaréwno prac przeglowych jak i oryginalnych) pwaviecona zagadnieniu
analityki zwiazkéw z grupy EDC w publikacjachsrodowiskowych (Rysunek 7.). To z

pewndcia dobrzeswiadczy o aktualnei tematyki podjtej w ramach rozprawy doktorskiej.

Realizacja programu badawczegogddrego przedmiotem niniejszej rozprawy,
zwiazana jest z wykonaniem takich zadgmk:

» opracowanie metodyki analitycznej zapewsua] mazliwos¢ jednoczesnego oznaczenia
mozliwie szerokiego spektrum ksenobiotykdéw zaliczanyid grupy EDC w jednym
cyklu analitycznym,

» przeprowadzenie bafla monitoringowych odnnie zanieczyszczenia elementéw
srodowiska na terenie wojewoddztwa pomorskiego nasfawde analizy iléciowej i

jakosciowej prébek powierzchniowychiciekow.
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Rysunek 7. Wzrost liczby publikacji pwieconych problematyce analityki zawkow
endokrynnie czynnych

Wynikiem realizacji pracy d&a miedzy innymi uzyskanie wiarygodnych informacji na
temat poziomow sgken zwiazkOw endokrynnie czynnych w prébkaaiodowiskowych,
poznanie i okrdenie zagraenia wynikagcego z wysipowania okrélonych poziomow
stezen, na ktorych te zanieczyszczenia wystja na podstawie wyznaczenia potencjatu
endokrynnego badanych probek, a zwkupowszechnienie dnod polskich naukowcow
problematyki wystpowania zwizkow endokrynnie czynnych wrodowisku, ktéra — jak
dotychczas — byta rzadko podejmowana.

6. CZESC DOSWIADCZALNA
6.1. ODCZYNNIKI, WZORCE | APARATURA POMIAROWA
Ponizej przedstawiono charakterystylodczynnikow chemicznych oraz materiatow

stosowanych w trakcie batta

= woda dejonizowana z wdzenia do produkcji ultraczystej wody Milli-Q (Mitlore
Corporation, USA); (zawarsdé TOC 1-3 ppb C),

= acetonitryl (LiChrosolv, Merck, Niemcy);
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dichlorometan (Pestanal, Sigma-Aldrich, Niemcy);

azot do odparowania rozpuszczalnika (cz§89,99%, Polska);

metanol (czyst& doLC-MS Sigma-Aldrich, Niemcy);

n - heksan (czyst& do LC-MS, Merck, Niemcy);

aceton (Pestanal, Fluka, Niemcy);

kwas mréwkowy (PA, Merck, Niemcy);

kwas siarkowy (VI), 85% (Merck, Niemcy);

octan etylu (Pestanal, Fluka, Niemcy);

kolumienki ze ztaem sorbentu C18,

wzorce: kwas 2,4-dichlorobenzoesowy, od¥droksyprogesteron, paracetamol
(acetaminofen), kwas acetosalicylowy, amoksycylarajrostenedion, bezafibrat, kofeina,
karbadoks, karbamazepina, chloramfenikol, kodeiB&ET, diazepam, diklofenak,
dietylostilbestrol, fenytoina, enrofloksacyna, ekma, estradiol, estriol, estron,
etynyloestradiol, fenoprop, fluoksetyna, gemfibipzyhydrokodon, ibuprofen,
indometacyna, ketoprofen, ketorolak, naproksen, etyadron, oksytetracyklina,
oksybenzon, progesteron, sildenafil, symazynaaditietoksyna, tetrabromobisfenol A,
teofilina, triklosan (Sigma-Aldrich, Niemcy),

polistyrenowe i szklane ptytki Petriego,

polistyrenowe ptytki testowe,

szklane i polistyrenowe mikropipety sice do przenoszenia organizmoéw,
polietylenowe mikropipety skace do przenoszenia ptynu Lugola,

mikrosita osrednicy poréw 100 pum,

cylindry miarowe o olgtosci 50 ml,

kolby Erlenmeyer’a o objosci 25, 50, 100 ml,
plastikowe fiolki 0 obgtosci 5 ml,

plastikowe szpatuiki,
paski PARAFILM™M firmy Merck(Niemcy),

przezroczyste paski ze skahikrometrycza.
W Tabeli 8. zestawiono podstawowe informacje gdi@wykorzystywanej aparatury

kontrolno-pomiarowe;j.

Jednym z podstawowych wyzwarzed rozpocxiem bada z zastosowaniem tak

zaawansowanego detektora, jakim jest uktad tandemtowpektrometréow mas, jest poznanie

szczegoOtowych elementow tego systemu i élkreée parametrow stermgych poszczegolnymi

procesami.
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Tabela 8. Aparatura wykorzystana w trakcie opraseanja metodyk oznaczania zmkow

endokrynnie czynnych w prébkach wéd amgm stopniu zanieczyszczenia

Etap Aparatura pomiarowa
Przygotowanie = pipety elektroniczne 20-3@Q oraz 100-5000L Eppendorf,
roztworéw Niemcy

» urzadzenie do wytwarzania czystej wody Mili-Q, Millipor
Corporation, USA
Wykrywanie jonéw = 4000 Q Trap LC/MS/MS
Pomiar pH = wielofunkcyjny przyrad terenowo — laboratoryjny (CX-401),
Elmetron, Polska
» elektroda kombinowana do pomiaréw pH (ERH 11),
Hydromet, Polska

Pomiar poziomu » Mikroskop stereoskopowy (binokular) firnGeti NV (Belgia)
toksyczndci

Pomiar potencjatu * AparatMicrotox®, AZUR EnvironmentglUSA)
endokrynnego

W Tabeli 9. przedstawiono informacje o wybrangjge zwihzkéw z grupy EDC,
ktore Ixda oznaczane w probkach rzeczywistych wraz z ichatttarystycznymi przégiami
jonowymi, z& zoptymalizowane warkgi parametrow pracy systemu MS/MS tj. potencjatu
rozgrupowania klastrow, energii zdefizei potencjat wy§cia komory zderze dla

poszczegodlnych analitéw zestawiono w Tabeli 10.

6.2. OPTYMALIZACJA PROCEDURY BADAWCZEJ
6.2.1.1. Optymalizacja techniki izolacji i wzboga@azwihzkdéw z grupy EDC z prébek
wody orazsciekéw
Zgodnie z wymogami dobrej praktyki laboratoryjngjracowanie nowej procedury

analitycznej jest bezpednio zwizane z konieczrigia przeprowadzenia procesu walidacji.
Jednake, zanim dana metodyka zostanie poddana ocenieiedzme jest wykonanie
odpowiednich badaoptymalizacyjnych, czyli okétenie selektywnéci na podstawie analizy
probek roztworéw wzorcowych. Podczas optymalizgepcedury oznaczania zazkéw z
grupy EDC w prébkachsrodowiskowych (z wykorzystaniem techniki MS/MS ntapge
oznaczé koncowych) uwzgtdniono nasfpujace zagadnienia:

e dobranie optymalnych warunkéw pomiarowych i wéetdiczbowych parametréw analiz,
e o0szacowanie wplywu substancji interfamych na wyniki oznacze analitbw w

roztworach wzorcowych,
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e okreslenie optymalnego pagtowania analitycznego podczas oznaczaniaaz@w z
grupy EDC w prébkach rzeczywistych (z uwazghieniem etapu usuwania wggtijacych
interferencji oraz wzbogacenia analitbw z wykorapg¢m odpowiedniego wariantu

techniki ekstrakcji do fazy state)).

Warunkiem niez&dnym do uzyskania wiarygodnych informacji o zawsst@nalitow
w prébkach wody jest opracowanie odpowiedniej tdcéhich izolacji i wzbogacania. Do
przeprowadzenia tego etapu postanowiono wykorzystehnilke ekstrakcji do fazy statej,
ktéra zazwyczaj charakteryzuje siuza wartcscia liczbowa wspotczynnika wzbogacenia oraz
wymagajca hiewielkich obgtosci eluentu potrzebnego do wymycia analitow zatrayych
na ztazu sorbentu. Na etapie oznaszencowych zastosowano podwojny spektrometr mas.
Konieczne jest réwnie zastosowanie etapu kalibracji, aby ima bylo przeprowadéi

oznaczenie iléciowe.

6.2.1.2. Przygotowanie roztworéw wzorcowych i eliden
Odwazono odpowiednie iléci poszczegolnych zwkkow wzorcowych i rozpuszczono

w metanolu, uzyskag podstawowe roztwory wzorcowe w ktérychzenie analitow byto na
poziomie rzdu 1000 ng/L, celem przeprowadzenia optymalizaajametrow pracy zestawu
detektora mas.

Roztwory wzorcowe zwzkow z grupyEDC sporadzano sposobem afbpsciowym
przy wyciu handlowo dogpnych statych wzorcéw przeznaczonych do technikiM oraz
metanolu jako rozpuszczalnika. W celu spdeenia krzywych wzorcowych przygotowano
roztwor roboczy, czyli mieszanjranalitow o sizeniu 1000ug/ml. Nasgpnie stosujc metod
kolejnych rozciéczea sporadzono roztwory kalibracyjne na poziomiezsn rzedu: 0,2, 0,4,
1,6, 3,1, 6,3, 25,0, oraz 100,0 ng/I.

W celu optymalizacji warunkéw rozdzielenia chrongaadficznego, analizie
chromatograficznej poddano probki roztworow wzorgolw Przeprowadzono po ¢pi
rownolegtych analiz prébek kdego z przygotowanych roztworéw. Punkty pomiarowe
stizace do wyznaczenia krzywych wzorcowych dla wszystkamalitow mieszeg sie w
zakresie stzen 0,2+100,0 ng/l.
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Tabela 9. Informacje o wybranej grupie aekiéw z grupy EDC, ktoredala oznaczane w prébkach rzeczywistyehprobkachsrodowiskowych
(wraz z ich charakterystycznymi prggigmi jonowymi ilgsciowymi (Q3) i jakagciowymi (Q1)).

Lp. : Przejawy niekorzystnego dziatania na organiziywe masa | Q1 [m/z] | Q3 [m/z]
Analit / numer CAS . molowa (tryb (tryb
(zastosowanie) AU I
[amu] | jonizacji) | jonizacji)
1 Kwas 2,4-dichlorobenzoesowy [ Syntetyczny regulator WZzrostu o \M_zwosmgc,:h zblzonych do 191.0 100,8 (-)| 1448 (-
50-84-0 auksyn (hamuje wzrost i rozwojslon)
Stosowany w lekach jak@odek zapobiegagy przedwczesnym
170-hydroksyprogesteron / 68-96- porodom. Zw4zek ten przedta czas trwania gy, zwicksza
2 . . O : B 330,5 97,1 (+)
2 mag urodzeniow noworodkdéw oraz zmniejsza liczlwylewow
do komor mézgu jak i krwotoczne zapalenie jelitoworodkow
. _ Lek o dziataniu przeciwbélowym i przeciwgazkowym,
3 Paracetamol Sl(;:_eztammofen) /103 wykazuje tylko bardzo stabe dziatanie przeciwzapalnie 151,2 110,0 (+)| 65,1 (+
zaburza procesu krzegoia Krwi
srodek o dziataniu przeciwbdlowym, przeciwgozkowym i
4 Kwas acetosalicylowy / 50-78-2 przeciwzapalnym. Przy stosowaniu diugotrwatym wykaz 180,1 136,9 (-) 92,9 ()
dziatanie przeciwzakrzepowe
5 Amoksycylina / 26787-78-0 antybiotykp-laktamowy o d2|a%_an|u bakte_rlobOchym, najey do 365.4 114,0 (+)| 2081 (4
grupy aminopenicylin
6 Androstenedion / 63-05-8 Hormoreski, prekursor testosteronu 286,4 97,0 (1)
7 Bezafibrat / 41859-67-0 Lek olimjacy poziom cholesterolu i trojglicerydow we krwi 361 | 139,0(+)| 121,0(+
3 Kofeina / 58-08-2 srodek psychoaktywny z grupy §tymu|antow, J'est Sivesta jako 194.2 138,1 (+)| 1101 (4
dodatek do niektorych produktow
9 Karbadoks / 6804-07-5 Syntetyczn),/ an'typlotyk, dodawany do pa’sz.t,rzodgewhbj 262.2 122,0 ()
(gtébwnie jako symulator wzrostuswin)
Lek psychotropowy, o strukturze zidinej do trojpiefcieniowych
lekoéw przeciwdepresyjnych, lek przeciwdrgawkowy i
10 Karbamazepina / 298-46-4 stabilizupcy nastr¢j, uywany gtéwnie do leczenia padaczki i 236.3 194,0 (+)| 193,0 (4

choroby afektywnej dwubiegunowejzidva skt go rownie: do
leczenia schizofrenii oraz neuralgii tréjdzielnej
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Tabela 9. c.(

11

Chloramfenikol / 56-75-7

Antybiotyk o dziataniu bakteriobojczym i bakteriagtcznym
wobec szeregu G- i G+ bakterii, a takiketsji, mykoplazmy,
chlamydii i innych

323,1

257,9 ()

153,0 (-

12

Kodeina / 76-57-3

Alkaloid fenantrenowy wchodgzy w skfad opium, metylowa
pochodna morfiny, Stosowana przeciwbiegunkowo;
przeciwkaszlowo, przeciwboélowo (w skladzie wielkde)

299,4

215,2 (+)

165,1 (+

13

Diazepam / 439-14-5

Lek psychotropowy z grupy pochodnych benzo-1,4-ephazy.
Wykazuje dziatanie uspokaj@je, przeciwvdkowe,
przeciwdrgawkowe, rozlmiajace mesnie i utatwia zasypianie. U
ludzi wykazuje silne dziatanie hamuag na wzgdérze, podwzgorz
i uktad limbiczny. Stosowany w psychiatrii i neurgli oraz w
leczeniu stanéwekowych, psychoz, tagodzenia zachdwa
agresywnych, terapii alkoholizmu, padaczki

(S

284,7

154,1 (+)

193,2 (4

14

Diklofenak / 15307-86-5

Lek o silnym dziataniu przeciwzapalnym, przeciwb@jon i
przeciwgoaczkowym. Stosowany w reumatoidalnym zapalen
stawdw i innych chorobach uktadowych tkarddznej,
zesztywniagcym zapaleniu stawdw égostupa, w ataku dny
moczanowej, chorobie zwyrodnieniowej stawow obwogitw
kregostupa

iu

296,1

2499 (-)

213,9 (-

15

Dietylostilbestrol / 56-53-1

Syntetyczny estrogen, stwierdzombyt przyczyn powaznych
wad ukfadu rozrodczego u dzieci ptoenskiej oraz spodziectwa
tj. wad uktadu moczowego u dzieci piceskie]

268,3

135,1 (+)

107,0 (+

16

Fenytoina / 57-41-0

Lek bedacy pochodn hydantoiny o dziataniu
przeciwdrgawkowym i przeciwarytmicznym. Blokuje lkdy
sodowe, co prowadzi do hamowania potencjatu cz§sioavego
komorki i brak depolaryzacji. Stabilizuje bigkomadrkows
neurondéw i podwgsza prog drgawkowy. Stosowanazakv

kardiologii, jako lek przeciwarytmiczny

252,3

182,0 (+)

17

Enrofloksacyna

Antybiotyk z grupy fluorochinolonéw, ktéry jako pieszy
antybiotyk zostat dopuszczony do stosowania w lleiczawierzt
domowych. Stosowana jako chemioterapeutyk w chatoba

zak&nych u pséw, kur domowych, kotéw, ciglkrow, swin,

359,4

316,2 (+)
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Tabela 9. c.d.

indykow, matych zwiergt domowych

18

Ekwilina/ 474-86-2

Estrogen, hormon wygdahiony z moczu erarnych klaczy

268,4

211,1 (+

157,0 (

19

Estradiol / 50-28-2

Sterydowy hormon piciowy. Odpowiedzialny za rozveéjskich
narzdéw rozrodczych, reguluje cykl ptciowy i ma wphyna n
zachowanie seksualne i rozrost btédhyzowej macicy

272,4

1451 (-)

20

Estriol

Ludzki hormon steroidowy, oznaczany we krwi math w
moczu jest markerem stanu zdrowia ptodu. Stosowany
hormonalnej terapii zagtczej (HTZ)

278,4

171,1 (-)

21

Estron / 53-16-7

270,4

1452 ()

22

Etynyloestradiol / 57-63-6

Syntetyczny estrogen, sktadnikekszaci wspotczesnych
dwusktadnikowychrodkéw antykoncepcyjnych. Zagiuje
fizjologiczne estrogeny, ktdrych powstawanie jegtamowane w

czasie stosowania lekéw tego typu

279,1

133,0 (+)

23

Fenoprop / 93-72-1

Herbicyd i regulator wzrostu §tn. Uzywany byt do zwalczania
chwastow rélin lisciastych i drzew

269,5

180,9 (+)

84,9 (+

24

Fluoksetyna / 54910-89-3

Lek tymoleptyczny stosowany gtéwnie w leczeniu zabiu
depresyjnych oraz obsesyjno-kompulsyjnych

309,3

147,6 (+)

25

Gemfibrozyl / 25812-30-0

Lek hipolipemiczny. Wptywa normago na s¢zenie ttuszczéw w
osoczu, obria poziom cholesterolu LDL oraz trojglicerydow,
zwig¢ksza poziom cholesterolu HDL

250,3

121,1 (9)

26

Hydrokodon / 125-29-1

Doustny lek (narkotyk) opiodowy. Stosowany w ledadmdlu
oraz w cg¢zkich objawach kaszlu

299,4

199,1 (+)

171,1 (+

27

Ibuprofen / 15687-27-1

Pochodna kwasu propionowego o dziataniu przeciwagpa(w
reumatoidalnym zapaleniu stawdw, chorobie zwyradioieej
stawéw obwodowych i kigostupa oraz innych chorobach
reumatycznych), przeciwbolowym (tagodn@ednie bdle) i
przeciwgoaczkowym. Zmniejsza obek, poprawia ruchomig
stawdw i usuwa uczucie zdwienia w stawach. Hamuje agrega
ptytek krwi, zmniejsza krzeplin&d krwi

RN

206,3

161,0 (-)

159,0 (-

28

Indometacyna / 53-86-1

Lek z grupy NLPZ. Pochodna kwasu indoilooctowegmiera
uktad indolu). Stosowana w przypadku reumatoidadnegpalenia

stawow i dziata jako inhibitor COX, ktora uczestyav syntezie

357,8

138,9 (+)

74,8 (+
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Tabela 9. c.(

prostaglandyn odpowiedzialnych za stan zapalnygamzmie.
Stosowana tale w zamykaniu drimego przewodugtniczego.

29

Ketoprofen / 22071-15-4

Organiczny zwizek chemiczny zbudowany z reszty benzofenonu

I kwasu propionowego (mieszanina racemiczna). Stasg w

leczeniu objawowym zmian zapalnych i zwyrodnieniotvyw

schorzeniach reumatycznych, czasem stosowany wzagdu
niektorych zespotow bolowych.

254,3

105,0 (+)

77,0 (+

30

Ketorolak / 74103-06-3

Niesteroidowy lek przeciwzapalnym (NLPZ) z grupy
heterocyklicznych pochodnych kwasu octowego. Stasgw
przeciwbolowo, przeciwgaczkowo i w stanach zapalnych.

Hamuje synteg prostaglandyn przez konkurencyjne blokowarn
enzymu cyklooksygenazy (COX).

e

255,3

104,9 (+)

76,9 (+

31

N,N-Dietylo-metatoluamid
(DEET) / 134-62-3

posredniosrodek owadobdjczy i sprawdzony naukowo jako

odstraszajcy owady. Dziata skutecznie na stawonogi gcgz
ludzi np. komary, meszki, muchy kskie, kleszcze, muchy tse-tse
oraz inne.

191,3

118,9 (+)

32

Naproksen / 22204-53-1

pochodna kwasu naftalenooctowego o dziataniu prdgdowym,
przeciwzapalnym i przeciwgaczkowym, zaliczana do grupy

niesteroidowych lekow przeciwzapalnych. Dziata asazizie
"wytaczania" (blokowania) hormonoéw odpowiedzialnych dib
stany zapalne. Stosowany jest przgnierzaniu bolu, a tate przy
leczeniu stanéw zapalnych takich jak: zapaleniagkamikkich,
zapalenia n#sni, bole menstruacyjne, reumatyzm, osteoporoza,
artretyzm

230,3

183,0 (-)

154,9 (-

33

Noretyndron (noretysteron) / 68+

22-4

Substancja, ktéra data patzk doustnej pigutce
antykoncepcyjnej. Stosowany jest jako sktadnik Weko
antykoncepcyjnych i w HTZ.

298,4

109,0 (+)

91,1 (+

34

Oksytetracyklina / 79-57-2

Organiczny zwizek chemiczny o szkielecie naftalenu, naturalny

antybiotyk o dziataniu bakteriostatycznym. Dziata

przeciwzapalnie, przeciwuczuleniowo i przeciwvesiwo.
tagodziswiad, pieczenieswiattowstrt i zawienie.

460,4

426,3 (+)

4432 (+
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Tabela 9. c.(

35

Oksybenzon/ 131-57-7

Jest on gywany jako sktadnik w kosmetykach ochrony
przeciwstonecznej, poniewabsorbuje sktadniki UVB i UVA fal
krotkich (UV) promieniowania. Fotomutogenne wdavosci tego

zwiazku mog by¢ czynnikiem przyczyniacym sk do

zwickszenia cgstasci wysigpowania czerniaka,

228,2

151,1 (+)

105,1 (+

36

Progesteron / 57-83-0

Steroidowyzenski hormon ptciowy. W lecznictwie progesteror
stosowany jest zapobiegawczo przy ryzyku poronjenia
niewydolngci ciatkazottego, zatruciu azowym i zaburzeniach
mieshczkowania.

314,5

108,9 (+)

97,1 (+

37

Sildenafil / 139755-83-2

Lek stosowany w leczeniu zabufizerekcji oraz w pierwotnym
nadcknieniu ptucnym

474,6

100,1 (-)

283,1 (-

38

Symazyna / 122-34-9

Organiczny zzek chemiczny o dziataniu fitotoksycznym

201,

032)

124,1 (+)

39

Sulfadimetoksyna / 122-11-2

Sulfonamid krotko dziatagy, stosowany w zapaleniach drog
oddechowych, anginach, zademiach dr6g moczowych, ropnyc
chorobach skoéry

=)

310,3

156,2 (+)

40

Tetrabromobisfenol A / 79-94-7

jest pochoda z bisfenolu A, stosowany jako dodatek
zmniejszajcy palngé polimerdw, ktére g wykorzystywane np.
do produkcji odbiornikow telewizyjnych. 2ywany take w
zywicach epoksydowych stosowanych do produkcji jyte

543,9

102,9 (-)

238,9 (-

42

Teofilina / 58-55-9

Alkaloid, znajduje zastosowanie w leczeniu astmirosowe) i
przewlektej zaporowej choroby oskrzelowo-ptucne;.

180,2

124,1 (+)

96,1 (+

43

Triklosan / 3380-34-5

Pestycyd, gywany najczsciej w antybakteryjnych mydtach,
dezodorantach, pastach dgonaw, kosmetykach, tkaninach
antybakteryjnych, plastikach i innych produktachykétzystuje
si¢ go w higienie szpitalnej. Na oddziatach noworodiolv
stosuje si go w celu zapobiegania zaleamiom wywotanym przez
gronkowce ztociste, podczas operacji serca oraz gétkernatyw

dla pacjentéw w przypadku kosztownego leczenia warjcym.

289,5

35,0 (-)
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Tabela 10. Optymalne parametry pracy systemu MShHdSetapie oznaczania wybra

grupy analitow z grupy zwkkdéw wykazujcych wiaciwosci endokrynne w odpowiedni

ekstraktach rozpuszczalnikowych uzyskanych z potmtaprobeksrodowiskowych

M : , Potencjat
asa Potencjat Energia e
Nazwa analitu molowa |rozgrupowania| zderzen wyjscia
[amu] klastrow [V] [eV] kom(?ry
zderzen [V]
Kwas 2,4-dichlorobenzoesowy 191,1 48 17 12
17a-hydroksyprogesteron 330,5 64 37 17
Paracetamol (acetaminofen 151,2 56 23 10
Kwas acetosalicylowy 180,1 54 29 15
Amoksycylina 365,4 64 18 9
Androstenedion 286,4 81 31 10
Bezafibrat 361,8 63 29 15
Kofeina 194,2 41 29 14
Karbadoks 262,2 -81 -43 -15
Karbamazepina 236,3 61 29 20
Chloramfenikol 323,1 -42 -34 -19
Kodeina 299,4 61 34 24
Diazepam 2847 64 41 10
Diklofenak 296,1 -40 -28 -21
Dietylostilbestrol 268,3 69 40 17
Fenytoina 252,3 84 38 29
Enrofloksacyna 3594 61 41 20
Ekwilina 268,4 59 19 19
Estradiol 255,1 41 25 4
Estriol 288,4 -72 -23 -16
Estron 270,4 -70 -21 -17
Etynyloestradiol 296,4 61 25 26
Fenoprop 269,5 48 10 16
Fluoksetyna 309,3 51 37 8
Gemfibrozyl 250,3 -45 -38 -15
Hydrocodon 299,4 91 41 20
Ibuprofen 206,3 -35 -10 -17
Indometacyna 357,8 94 12 51
Ketoprofen 254,3 86 25 17
Ketorolak 255,3 74 15 14
N,N-Dietylo-metatoluamid 61 25 8
(DEET) 191,3
Naproksen 230,3 -85 -28 -17
Noretyndron (noretysteron) 298,4 49 31 20
Oksytetracyklina 460,4 84 53 19
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Tabela 10. c.d.

Oksybenzon 228,2 46 29 16
Progesteron 314,5 86 37 20
Sildenafil 474.6 -60 -25 -13
Symazyna 201,7 66 10 25
Sulfadimetoksyna 310,3 49 25 14
Tetrabromobisfenol A 543,9 -64 -27 -23
Teofilina 180,2 52 31 16
Triklosan 289,5 -45 -30 -17

Na podstawie uzyskanych sygnatow dla poszczegolapetitéw sporgdzono krzywe
kalibracyjne (parametry rownakrzywych kalibracyjnych wraz z wagciami liczbowymi

wspotczynnika regresji przedstawiono w Tabeli 12.).

6.2.1.3. Przygotowanie naaziaboratoryjnych
W przypadku prowadzenia badakierunkowanych na oznaczaniadowych ilgci

zwiazkébw z grupy EDC w zebranych probkach, stosowanie sglavych naczy i
odpowiednie ich przygotowanie odgrywa ama rolg, ze wzgédu na procesy, jakim mag
anality ulegéd w prébce. Jako najwaiejszezrodta bkdow naley wymieni [6]:

» kontakt z powietrzem;

* reakcje ze skladnikami mieszanin do mycia nagzy

» procesy adsorpcji-desorpciji;

* procesy przenikania przez materiat naczynia i inne.

W zwiazku z bardzo rygorystycznymi warunkami wymaganyrai tzygotowania
srodowiska laboratorium do pracy ze zamkami estrogennymi opracowano szczegétowe
wytyczne dotycace stosowanych materiatow i procedur mycia i suszeprztu, szkia i
innych uradzen analitycznych. Wyposa&nie szklane, korki, przewody itd. ktoreda miaty
kontakt z prébkami mugzby¢ wolne od estrogenow [6]. Z tego wgdlu niezwykle wane
jest odpowiednie umycie wypasania przed rozpoeziem jakiejkolwiek procedury
analitycznej:

mycie detergentem,

trzykrotne przeptukanie w cieptej wodzie,

trzykrotne przeptukanie dwukrotnie destylowamods,

suszenie w powietrzu,

59



* zanurzenie w 95% etanolu (przechowywanym w szkldneglki, puszki i pojemniki
plastikowe mog zawier& zanieczyszczenia o charakterze estrogennym),
» trzykrotne przeptukanie dwukrotnie destylowamods,
» szkio pokryte foly nalezy wygrzewa przez 12 h w 250°C co urdowvi wysterylizowanie
I usunkcie pozostatych zanieczyszdazerganicznych,
e umycie i optukanie korkow, zaktek etc. tak jak to opisano powsj,
* unikanie stosowania wdzexr wykonanych z polistyrenu i poligglanow,
» unikanie stosowania korkow, zakek etc. zawieragych zwizki fenolowe.
Rowniez stosowanie etanolu me wptywa na znieksztalcenie wynikdw oznaéze
zawartdci zwiazkow z grupyEDC w badanych probkach, dlatego wszystkie elemeniyaea
bezpagredni lub pdredni kontakt z probkami musgzby¢ dokladnie wysuszone przed

wykorzystaniem w trakcie prac laboratoryjnych.

6.2.1.4. Przygotowanie kolumienek ekstrakcyjnych

Na etapie izolacji i wzbogacenia analitow z gruppC zastosowano handlowo
dostpne kolumienki ekstrakcyjne w ktérych umieszczompawiedni ilos¢ sorbentu typu
C18. Kolumienki zawierare ztoe C18 wymagaly wczeiejszego przygotowania. W
pustych kolumienkach ekstrakcyjnych umieszczanloriefve kazki filtracyjne, a nasfpnie

odwazano odpowiedniilos¢ sorbentu (0,59).

6.2.1.5. Optymalizacja parametréw prowadzenia aksjr z wykorzystaniem technilSPE
W procesie doboru optymalnych warunkéw procesuraksji przeprowadzono krogk

serk daswiadcze, ktérych celem byto stwierdzenie, w jakich waruckanazliwe jest
uzyskanie maksymalnego odzysku i wysokiej wanitbiczbowej wspoétczynnika wzbogacenia
analitow. Badaniom optymalizacyjnym poddano gasjhce parametry:

- rodzaj i ilaé¢ wypetnienia kolumienek ekstrakcyjnych,

- typ i obgtos¢ eluenta.

Odzysk analitu definiowano jako stosunek uzyskarsgenia analitu w eluacie (g
(na podstawie analizy probki) do obliczoneggshia analitu w eluacie fic

Odzysk= % 100% (6)

t
Wartcsci liczbowe wspotczynnika wzbogacenia adteesk jako stosunek uzyskanego

stezenia analitu w eluacie & do rzeczywistego atenia analitu w roztworze {c
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Wspétczynnik wzbogacenia% 7)
k

Po serii déwiadczéh wybrano procedgrekstrakcji analitow z probek rzeczywistych
do fazy statej przedstwaiama Rysunku 8.

Laboratoryjna prébka kontrolnd CS zostata spormizona z wody dejonizowanej i
wszystkich zwazkéw docelowych, tak, aby koowe stzenia wszystkich oznaczanych
substancji wyniosto 100,0 ng/l. Uzyskano odzyskranicach od 64 do 107 % dla wszystkich
zwiazkéw. Uzyskane wyniki mag by¢ podstaw do stwierdzeniaze zastosowany tok
postpowania spetnia wymogi i moa go stosow@a w trakcie oznaczania zawastd

wszystkich analizowanych zwikéw w jednym przebiegu analizy.

Kondycjonowanie ztga sorbentu w kolumnie
(metanol: 20ml, woda: 40ml)

A 4
Przepuszczenie prébki (1000ml) przezzetsorbentu

C18 (25ml/min)

A 4

Suszenie za pomastrumienia suchego azotu
(15 min)

A 4
Dodanie acetonitrylu (5 ml) i pozostawienie na liuh

A 4

Grawitacyjne usurtie rozpuszczalnika (kolbka z
ciemnego szkta o pojemém 12 ml)

N

A 4

Dodanie wody do ekstraktu w celu uzyskania
roztworu o obgtosci 10 ml

A 4

Przechowywanie probek do czasu przeprowadzenig
analizy (w lodowce w ciemrdoi, temperatura 4°C £ 1°C

D

Rysunek 8. Schemat procesu ekstrakcji do fazyjstalditow z grupyeDC
z badanych prébek rzeczywistych

Wyniki przeprowadzonych baflastanowi dobm podstaw do stwierdzenia,ze

zastosowanie wzorcow wewtnznych dla tak diej liczby zwihzkOw monitorowanych w
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jednym biegu analizy mme skutkowdé pojawienie si falszywie pozytywnych wynikow.
Celem unikn¢cia tego zjawiska zalecane jest raczej wybraniegstawicieli zwizkow z
poszczegdlnych grup analitow wykazoych wigciwosci endokrynne w postaci analogéw
znakowanych izotopowo (deuterem) celem monitorowaodzysku analitbw na etapie

ekstrakcji do fazy statej.

6.2.1.7. Optymalizacja warunkéw prowadzenia procesdzielania chromatograficznego
W wyniku przeprowadzonych bal@aptymalizacyjnych ustalono naptijace warunki

prowadzenia procesu rozdzielania chromatograficzif€gbela 11.).

Tabela  11. Zoptymalizowane  warunki prowadzenia  @sac rozdzielenia

chromatograficznego

Kolumna chromatograficzna C18 250x4, 5mm, ubn w ukladzie faz odvwdaconych

T=30°C
Natezenie przeptywd 600 pl/min
strumienia fazy ruchomej
Eluent A 0,01% kwas mréwkowy w wodzie
Eluent B 0,01% kwas mréwkowy w metanolu

Sktad fazy ruchomej (uktagd 95% eluent A utrzymywany przez 1 miaitobnizony do
gradientowy) 20% w czasie 10 minut, obmnie natzenia przeptywu
eluentu A do 4% w czasie 10 minut a wrpsie
utrzymywano przez 5 min

e czas ustalania rownowagi 10 minut

6.2.2. Wyznaczenie podstawowych parametrow walijggci

Podczas walidacji opracowanej procedury analitycaakry okresli¢, czy umdaliwia
ona w sposéb odtwarzalny i powtarzalny &kie poziom zawarteci zwiazkdw
endokrynnych w probkachirodowiskowych charakteryzagych sé ztozonym skiadem
matrycy ktérych przyktademasvody powierzchniowe cz§cieki.

W trakcie procesu walidacji, wykorzysigjopisam aparatug badawca, opracowan
procedu¢ analityczm, roztwory wzorcowe analitbw nalg wyznaczy okreslone parametry
walidacyjne opracowanej metodyki, tj. liniogép granie wykrywalngsci i oznaczalnéci,

powtarzalnéc¢, precyzg posredni i niepewndé pomiarow.
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» Zakresliniowosci
Liniowos¢ metodyki oznaczania zawastd zwiazkow z grupyEDC (patrz Tabela 12.)

z zastosowaniem ekstrakcji do fazy stalePB w polczeniu z chromatograficieczowy i
detekcp za pomog uktadu sprzzonych spektrometrow mas na etapie identyfikacji i
oznacze ilosciowych. Sporadzono sek roztworoOw wzorcowych zawiergjych zwiazki z
grupy EDC w wodzie opadowej o niewielkiej zawadtd analitow (badany zakrescsen 0,2-
100,0 ng-mt, Rysunek 9.).

Dla kazdego s¢zenia roztworu wzorcowego przeprowadzona@éphniezalenych
réownolegtych oznacze a na podstawie uzyskanych wynikow obliczono wrtoednia. W
oparciu o wyniki pomiarow wyk&ono odpowiednie krzywe kalibracyjne, ¢dace
graficznym obrazem zateosci wartasci uzyskanych sygnatéw analitycznych odzshnia
roztworéw wzorcowych. Charakterystyczne parametrgymanych krzywych kalibracyjnych
przedstawiono w Tabeli 12. Wysokie waxd liczbowe wspotczynnikow regresji dla
poszczegolnych analitbw pozwalatwierdze, ze krzywe kalibracyjne zachowajiniowosé
w catym badanym zakresiezsén.

ANALIZA PROBEK (C ¢-Cs)

=T
gdzie:

>~ X5 co~ LOQ

Ch C1<Cp<C3<C4<Cn

-

Rysunek 9Schemat pogpowania analitycznego podczas wyznaczania zakm@subsci

opracowywanej procedury

» Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci opracowywanej procedury
Pojecie granicy wykrywalnéci zwigzane jeskcisle z okrélona procedus analityczn,

poniewa jej wartg¢ liczbowa zaley nie tylko od poziomu zawaroi oznaczanego
sktadnika, ale réwnie od obecnéci innych skladnikdw wyspujacych w analizowanej
probce. Nalgy przyja¢, ze granica wykrywaln&ei to najmniejsze stenie, przy ktérym
istnieje pewné¢ obecndci analitu w probce. Warfai liczbowe dwéch wanych parametrow
metodyki analitycznej to znaczy granice wykrywairio(LOD) i oznaczalnéci (LOQ)

obliczono na podstawie wynikow analiz dwéch semiilqek rzeczywistych, w ktérych poziom
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zawartdci zwiazkdw endokrynnie czynnychyt bliski spodziewanej granicy wykrywalfa.
Probki te sporgdzono poprzez dodanie do prébki rzeczywistej znalogici analitow
(Rysunek 10.).

W przypadku opisywanej procedury analitycznej, wrt liczbowa granicy
wykrywalnasci ocenianej metodykiMDL) obliczono na podstawie pasizych zalenosci:

LOD = 3§ (8) MDL _Lob (9)
N EF
gdzie:
S/N - stosunek poziomu sygnatu do poziomu szumawetii wynikbw oznaczezawartgci
analitu;
EF —odzysk analitu.

prébki rzeczywiste o niskiej spodziewane;j
zawartosci zwiazkow z grupy EDC - LOD

N
1 2 3 4 5
o /)
Y
Xsry SIN

Rysunek 10. Schemat pggbwania analitycznego podczas wyznaczania \§@irto
liczbowych parametrowOD i LOQ dla opracowywanej procedury

Natomiast wartéci liczbowe granicy oznaczaléa procedury analitycznej (MQL)
obliczono na podstawie kolejnych zatesci:

_10> _LoQ
LOD=10-=  (10) MQL == (11)

Dane nt. obliczonych warfoi granicy wykrywalnéci i oznaczalnéci zastosowanej
metodyki analitycznejMIDL, MQL) dla poszczegdélnych analitéw zestawiono w Tab2li 1

* Powtarzalnosé i precyzja posrednia

Powtarzalno§é stuzy do okralenia precyzji wynikéw uzyskanych w tych samych

warunkach pomiarowych (dane laboratorium, analiipsfrument pomiarowy, odczynnik).
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Powtarzalné¢ opracowanej metodyki wyznaczono w oparciu o oblez wartgci
wspoétczynnikédw zmienrizi (CV) dla pkciu serii probek roztworéw rzeczywistych z
dodatkiem okrdonej ilosci wzorcédw (w stzeniach odpowiadagym poziomowi sizen
analitow w prébkach rzeczywistych). Kda seria skladata i z 5 niezalénie

przygotowanych probek, ktére analizowano wgai jednego dnia (Rysunek 11).

Wartas¢ wspotczynnika zmienrgi wyznaczono korzystag z réwnania:

CV=RSD x 100% (12)
gdzie RSD= s/x

Jako precyzg posredna rozumie s¢ dilugoterminowe odchylenie procesu
pomiarowego, do ktérego wyznaczenia wykorzystujenai przyktad odchylenie standardowe

serii pomiaroéw uzyskanych w danym laboratorium ikikiygodniowym okresie czasu.

Wielko$¢ precyzji pdredniej obliczono jako catkowity wspotczynnik zmiexci
(CVca) dla wszystkich wynikéw (2 serie po 5 wynikéw).

—— ——

)gr; S Ng ér;)S
N -/
\/
Xgr: S
gdzie:
Ci=C=¢C3

Rysunek 11 Schemat pospowania analitycznego podczas wyznaczania

powtarzalnéci i precyzji péredniej dla opracowywanej procedury

* Niepewnosé¢
Rozszerzona niepewsio jest to wielkd¢ okreslajaca przedziat wokot uzyskanego
wyniku analizy, w ktorym mazna, na okrdonym poziomie istotnei (prawdopodobigstwa)
oczekiwa wyshpienia wartéci oczekiwanej [162]. Niepewré wynikow obliczono
korzystajc z zalenaosci:

(CVEF)2 + (vaynikéw)2
n n

U, =k %/ur (Virsnia)” + U, (caly + +u, (MDL)* (13)
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gdzie:
U,- calkowita rozszerzona niepewssd%o];
k- wspétczynnik rozszerzenia (k=2);
Ur(V prebki)- Niepewndc zwiazana z wyznaczeniem @bpsci probki przeznaczonej do
przeprowadzenia procesu ekstrakcji za panuytindra miarowego[%o],
1

— podziaki
2

NE
u, (\/prébki) =0 (14)

Vprébki

ur(cal)- niepewnéé zwiazana z etapem kalibracji [%],
S X, —X,)°
Xy 1+£+ ( pr sr) .

p " i(xi _Xs'r)z |
i=1

CVer — wspétczynnik zmienrigi zwiazany z wyznaczeniem stopnia wzbogacenia

u, (cal)= (15)

[%6],

CVge = RSD.: 100%; (16)

CVuynikew - WSpOtczynnik zmienniei uzyskanych wynikow analitycznych [%],

CV ynikow = RSDyyniksw [100%; a7

u(MDL)- niepewnd¢ zwiazana z wyznaczeniemegenia analitu dlaslepej probki
[%],

u(MDL) = % ; (18)

n - liczba pomiarow.
W Tabeli 12. przedstawiono dane nt. niepesenmznaczenia stenia zwiazkow
endokrynnie czynnych w analizowanych prébkach.
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Tabela 12. Charakterystyka metrologiczna opracowgjvarocedury oznacdezwiazkéw endokrynnie czynnych w probke

roztworéw wzorcowych

masa ROWNANIE WSPOLCZYNNIK
ANALIT molowa KRZYWEJ REGRESJI [%Zg’:g RSD [%] ['?1"9[3'[] ['\rfg'[]
[amu] | KALIBRACYJNEJ (r)
Kwas 2,4-dichlorobenzoesowy 191,0 y=0,7654x-0,9902 0,9546 107 12 3,99 13,30
17a-hydroksyprogesteron 330,5 y=0,9088x-0,8999 0,9764 94 5 2,94 9,80
Paracetamol (acetaminofen) 151,2 y = 0,9452x -01,92 0,9856 85 7 2,52 8,40
Kwas acetosalicylowy 180,1 y=0,5761x-0,1099 0,997 81 6 2,19 7,30
Amoksycylina 365,4 y=0,4577x-0,8797Y 0,9606 92 4 3,39 11,30
Androstenedion 286,4 y = 0,7823x-0,7654 0,921 64 11 1,89 6,30
Bezafibrat 361,8 y=0,6690x-0,6570 0,904 87 9 2,40 8,00
Kofeina 194,2 y=0,7679x+0,1749 0,9891 92 11 7,53 25,10
Karbadoks 262,2 y=0,5776x-0,662/ 0,9401 83 8 1,80 6,00
Karbamazepina 236,3 y=0,7904x+0,6698 0,9568 104 14 1,71 5,70
Chloramfenikol 323,1 y=0,5478x-0,6881 0,9882 74 11 1,65 5,50
Kodeina 299,4 y = 0,8629x+0,9378 0,9323 96 17 1,23 4,10
Diazepam 284,7 y=0,7788x-0,7704 0,979 86 9 3,66 12,20
Diklofenak 296,1 y=0,3369x+0,6691 0,9899 92 12 2,01 6,70
Dietylostilbestrol 268,3 y=0,9668x-0,9788 0,9801 83 7 4,47 14,90
Fenytoina 252,3 y=0,6098x+0,9409 0,9577 92 9 2,74 9,14
Enrofloksacyna 359,4 y=0,7844x+0,9653 0,9789 97 14 5,58 | 18,6(
Ekwilina 268,4 y=0,8799x-0,9655 0,9788 104 12 1,41 4,70
Estradiol 255,1 y=0,7899x-0,3009 0,9859 78 8 2,91 9,69
Estriol 288,4 y=0,7996x-0,7781 0,9848 86 11 2,22 7,41
Estron 270,4 y=0,6789x+0,897H 0,9691 92 9 2,70 8,99
Etynyloestradiol 296,4 y=0,8769x+0,6549 0,9898 97 6 1,93 | 6,42
Fenoprop 269,5 y=0,6692x-0,7689 0,9869 103 13 3,80| 12,6%
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Tabela 12. c.(

Fluoksetyna 309,3 y=0,9047x-0,9227 0,9769 84 10 581 | 19,34
Gemfibrozyl 250,3 y=0,7499x+0,8868 0,9891 90 9 4,26 | 14,2(
Hydrocodon 299,4 | y=0,9912x + 0,5629 0,9896 76 7 2,28 | 7,60
Ibuprofen 206,3 y=0,9865x+0,992[7 0,9897 84 15 2,68 8,94
Indometacyna 357,8 y=0,7711x+0.6669 0,9798 75 11 3,46 | 11,54
Ketoprofen 254,3 y = 0,9331x - 1,0345 0,9447 89 13 3,71 | 12,36
Ketorolak 255,3 y=0,6780x+0,7991 0,9799 73 9 4,11 | 13,69
N,N-Dietylo-metatoluamid 84 14 4,25 | 14,15
(DEET) 191,3 y=0,6781x+0,985( 0,9491
Naproksen 230,3 y=0,3396x+0,6892 0,9899 91 10 6,57 | 21,9(¢
Noretyndron (noretysteron) 298,4 y=0,4866x-0,8755 ,9891 64 11 4,30 | 14,32
Oksytetracyklina 460,4 y=0,7559x-0,9566 0,949 86 14 2,28 | 7,60
Oksybenzon 228,2 y=0,9803x-0,6770 0,9798 74 12 2,87 | 9,58
Progesteron 314,5 y=0,9835x-0,6799 0,9776 87 9 3,41 | 11,37
Sildenafil 474,6 y=0,5928x-0,5597 0,986 79 18 4,39 | 14,63
Symazyna 201,7 y=0,8770x+0,7955 0,9824 84 14 4,82 | 16,08
Sulfadimetoksyna 310,3 y=0,7769x-0,8768 0,9764 73 9 2,73 9,09
Tetrabromobisfenol A 543,9 y=0,6993-0,7798 0,9099 82 12 5,67 | 18,9(
Teofilina 180,2 y=0,7899x+0,6976 0,9799 70 11 4,32 | 14,4Q
Triklosan 289,5 y=0,6679x+0,7901 0,9709 83 9 495 | 16,49
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6.3. METODYKA OZNACZANIA WYBRANYCH ZANIECZYSZCZEN Z GRUPY EDC
W ZEBRANYCH PROBKACH RZECZYWISTYCH WOD ORAZACIEKOW

Na Rysunku 12. przedstawiono ogoélny schemat ¢postania analitycznego z
zebranymi prébkami ciektymi w celu oznaczenia w hniposzczegolnych skladnikéw

sladowych wykazujcych wiaciwosci endokrynne.

Pobieranie prébek wodciekow

A 4

Filtracja érednica porow filtra = 0,45m)

A 4

zakwaszanie probek do pH =2¢fainy H,SOy)

y
Ekstrakcja do fazy statej

A 4
WyKkrycie oraz oznaczenieggen poszczegolnych
analitow w prébkach ekstraktow (LC-MS/MS)

Rysunek 12. Schemat pggbwania analitycznego z zebranymi prébkami woa écaekow

6.4. ZASTOSOWANIE BIOTESTOW W CELU WYZNACZENIA POTNCJALU
ENDOKRYNNEGO ORAZ TOKSYCZNGCI BADANYCH PROBEK
SRODOWISKOWYCH

Wady systemu oceny jakoi srodowiska w oparciu 0 monitoring chemiczny jestkora
mozliwosci bezpdredniego okréenia efektow biologicznych, jakie w badanym ekasyse
wywota, kompozycja zanieczyszazebecna wsrodowisku lub darodowiska wprowadzana
wraz z deponowanymi odpadami. Stapieudndgci wzrasta gdy uwzgtini sk zjawisko
biodostpnasci oraz fakt,ze oznaczaneastylko te zwazki, ktére wytypowane as jako
wskazniki zanieczyszczeniarodowiska. W systemie tym poza kontrglozostaje szerokie
spektrum zwizkdéw, ktorych struktura jest znana, jak i te o mentyfikowanej budowie,
zatem i nieokrdonej toksycznéci.

Tradycyjne chemiczne podeje do oceny zanieczyszczeri@dowiska, od kilku lat,
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przede wszystkim w pracach badawczych, uzupetnestdadaniami ekotoksykologicznymi.

O zagraeniu dlasrodowiska decyduje nie tylko catkowita zawaf@anieczyszczew
prébce, ale forma ich wygiowania, mobiln&¢ i biodostpnas¢ oraz ewentualna obecito
innych, ni wytypowane zwjzki, ktorych dziatanie toksyczne wérodowisku mae
wywotywa¢ znacace efekty toksykologiczne.

Badania ekotoksykologiczne, ktérych wyniki w postakreslonego efektu badanych
organizmow wskanikowych na ziaona mieszanin zwiazkdw, mog stanowt
komplementarnezrédto informacji o zagrizeniach jakie dlasrodowiska niesie obech®

danych zanieczyszciev badanych probkach.

6.4.1. TEST BAKTERYJNE

6.4.1.1. Wykorzystanie bakterii bioluminescencyjmygo oceny stanérodowiska

W testach tych wykorzystywanea sorganizmy bakteryjne, a przede wszystkim
bioluminescencyjne bakteri¥ibrio fischeri Bakterie te nale do grupy bakterii G(-) i
powszechnie wyspuja w wodach stonych i stodkich [154]. Biotesty bakjae swoje
zastosowanie znalazty w badaniach dodggzh toksycznéci wod, osadoéw dennych oraz
gleb. BakterieVibrio fischerisa to organizmy, ktére majzdolnag¢ swiecenia w warunkach
naturalnych. W momencie pojawienia ¢ siw s$rodowisku substancji toksycznych
bioluminescencja spada proporcjonalnie do wzros¢iesia zanieczyszcaew badanych
elementacBrodowiska.

W miar uptywu lat test oparty na wykorzystaniu bakteriolominescencyjnych
cieszyt s¢ coraz wekszym zainteresowaniem, a w 1991 r. spos6b jegepporvadzenia
zostat okrélony w normie DIN 38412. Pomimag norma ta zostata opracowana patein
kontroli substancji szkodliwych wygiujacych w sciekach, to mge by ona przydatna dla
wody kadego rodzaju.

Normy niemieckie DIN oraz mdzynarodowe ISO dopuszczagtosowanie bakterii
liofilizowanych, mdz pochodacych z cigtej hodowli prowadzonej w laboratorium. Bakterie
Vibrio fischerisa dostpne handlowo w formie liofilizowanej. Po hydratappsiadaj lekko
uszkodzon sciang komorkows, wskutek czego tatwiej wchianigpubstancje toksyczne. Ich
wrazliwos¢ na zwhzki organiczne jest kilkakrotnie wksza ni bakterii pochodzcych ze
swiezej hodowli [155].

Bakterie po liofilizacji mog by¢ przechowywane przez 1 rok w temperaturze -20°C i

uzyte do testu w kalej chwili po ich ,zawieszeniu” w wodzie dejonizomej. Bakterie
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umieszczone w roztworze do spauizania rozcigczen (2% NaCl) emituj promieniowanie
widzialne ze statintensywndcia przez okres 1-1,5 godzin (Rysunek 13.). Roztwdorkh
sodu stanowi jednocgeie probk kontrolm. W obecnéci substancji toksycznych

bioluminescencja komorek bakteryjnych atanst wraz ze wzrostem toksyczéw probki.

%

Rysunek 13. Widok kolonii bakterii bioluminescentyghVibrio fischeri

W chwili obecnej testMicrotox® (Rysunek 14.) jest najegciej stosowanym, a
jednoczénie najlepiej poznanym dagnym na rynku biotestem wykorzysioym bakterie
bioluminescencyjne jako element aktywny. Dla cha@milkanalitykbw stanowi onayteczne
narzdzie wykorzystywane do oceny stopnia zanieczyszazead [156, 157], osadéw
dennych [158] i gleb. 4czy w sobie zalety technik bioindykacyjnych z piggyanalizy
instrumentalnej i w efekcie znalazt wiele zastosowa

Jako przyktady mima wymieng:

* monitorowanie przebiegu procesow oczyszczéciekOw miejskich, przemystowych,
* wstgpne oznaczanie toksyczu sciekdw dostarczanych do oczyszczalni,

e monitorowanie przebiegu procesu uzdatniania wodgedéw spaywczych,

» badanie odciekow ze skiadowisk,

* 0znaczanie toksyczia gleby i osadow,

* monitorowanie stanu wod podziemnych,

» kontrolasciekow na poszczegolnych etapach oczyszczania oraz

* monitorowanie wody przed i po zrzucie z zaktadowepnystowych.
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Rysunek 14. Ogoélny widok ugdzeniaMicrotox® — systemu do badaoksyczndci

prébeksrodowiskowych, oferowanego przez figlAZUR Environmental

Parametrami mierzonymi w przypadku wykorzystan@dstow bakteryjnychas

zahamowanie wzrostu,
spadek bioluminescenciji.

Dzigki zastosowaniu odpowiedniego szczepu baktgiPD2794), o jakdci

gwarantowanej przez producenta, powtarzamwaynikdw jest bardzo dia.

Pomimo wielu zalet, system ten nie jest pozbawimag. Jako najwaniejsze nalgy

wymienic:

mozliwosé przeprowadzania analiz vagiznie probek bezbarwnych, klarownych i o matej
lepkasci,

powstawanie zwzkOw kompleksowych z jonami chlorkowymi - w przyadprobek
zanieczyszczonych przez metalezkie, co w efekcie powoduje zafatlszowanie wyniku
(roztwér chlorku sodu jest stosowany w celu ustawieosmotycznéci optymalnej dla
komorek bakteryjnych),

konieczné¢ posiadania dodatkowego wdzenia do kontroli pH badanych prébek
(optymalny zakres pH 6-8),

wymagana obecidé w analizowanej probce jonéw sodu, ktore regufujzebieg procesu
bioluminescencji komérek bakteryjnych.

Jak wynika z przeprowadzonych badtane o toksyczrioi uzyskane dla tych samych

zwiazkéw, a przy wayciu ré&znych komercyjnie dosgpnych testow, wykazuaj pewne

rozbieznosci [159]. Moga one wynik& z r&znic w procedurach analitycznych poszczegdlnych

testow, sktadu stosowanych reagentow i sposobugptawania bakterii przez producenta
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(ang.liquid-dried lub freeze-driefl Dlatego istotne jest wykonanie przyzkej serii bada
testu dla roztworu kontrolnego [Zf w postaci siedmiowodnego siarczanu cynku. Wéwczas
deklarowany przez producenta w przybhiu 50% spadek intensyw§w bioluminescencji
bakterii, uzyskany po 30 minutach inkubacji z raztem soli cynku, powinien nagti¢ dla
stezen w zakresie od 2,11 do 25,0 rig(wartai¢ skzenia jonéw metalu zaty od typu

stosowanego testu).

6.4.1.2. Procedura analityczna wyznaczania potkncjendokrynnego z
zastosowaniem bakterii bioluminescencyjnych

Procedu¢ pomiaru toksyczni@i ostrej z zastosowaniem liofilizowanych bakterii
bioluminescencyjnycNibrio fischeriprzedstawiono schematycznie na Rysunku 15.

Wyniki przeprowadzonych baflanad poziomem potencjatu endokrynnego prébek
rzeczywistych wobec bakterii przedstawiono w Taldéli Miag potencjatu endokrynnego
zanieczyszcze obecnych w badanych prébkach waod $ciekow jest zahamowanie

bioluminescencji.

6.4.2. TEST TOKSYCZNOCI CHRONICZNEJ Z ZASTOSOWANIEM
ORGANIZMU HETEROCYPRIS INCONGRUENS

6.4.2.1. Fizjologia organizmideterocypris incongruens

Matzoraczki g organizmami nalacymi do krélestwa zwiekt, typ stawonogi, podtyp
skorupiaki, ktorych rozmiary nie przekracza®-3 mm dtugéci (Rysunek 16.). Z tego
wzgledu zaliczane g one do mikrofauny. Do cech charakterystycznychh tgeganizmow
nalezy zaliczy¢ cialo o niewyranej segmentacji, stabo wyagbmioms gtowe i tutowie oraz

wysoce wyspecjalizowane odr&
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Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej
(rozpuszczenie fiolki wysuszonych bakterii w rozte®
regeneracyjnym o otjosci 1 ml; temperatura 5°C)

\ 4

Przygotowanie rozciezonej zawiesiny bakteryjnej
(iloraz rozciéczenia 10; roztwor rozakezapcy — 2%NacCl)

Y
Przygotowanie serii 4 rozadiezer badanej prébki wody
(poczynajgc od stzenia 91%; iloraz rozciezenia 2;
roztwor rozciéczapcy — 2%NacCl)

Y
Przygotowanie probki kontrolnej (2% NacCl)

A 4

Przeniesienie zawiesiny bakteryjnej (100 pl
do 5 kuwet pomiarowych

\4

Pomiar bioluminescencji zawiesiny bakteryjne

—_—

Przeniesienie prébki kontrolnej i k@ego z
przygotowanych rozciezen badanej préobki (900 ul) dg
kuwet pomiarowych zawierggych rozciéczory
zawiesir bakteryjm

v
Inkubacja(30 min, temperatura 15°C)

A 4

Pomiar bioluminescencji zawiesiny bakteryjnej patgja
dziataniu probki kontrolnej i badanej prébki wody

A 4

Automatyczne przygotowanie raportu przez
oprogramowanie MicrotoxOmHf
(obliczenie wartéci ECyc i ECs)

Rysunek 15. Schemat procedury pomiaru potencjadolagnnego prébek wody w
oparciu o zastosowanie wysuszonych bakterii bioh@scencyjnycWibrio fischeri
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Rysunek 16. Wyald organizmu biotestowedgeterocypris incongruens

Srodowiskiemzycia organizmuHeterocypris incongruensraz innych Ostracoda jest
woda. Liczne gatunki spotykane garowno w wodach stodkich, jak i stonych, a eech
wyrozniajaca te organizmy jest prowadzenie przydennego trypcdia, gtownie w strefie
roslinnosci wodnej i osadow dennych. Obecnie organizmy &szisic coraz wekszym
zainteresowaniem do stosowania jako wsikd do oceny stany jakei wod
powierzchniowych i podziemnych oraz gleb. Zwane jest to nie tylko z da wrazliwoscia
tych organizméw na takie parametnpdowiska wodnego jak temperatura ¢lgpkasc, ale

réwniez zasolenie i obecs6 zanieczyszcze(organicznych i nieorganicznych).

Zastosowanie mabraczkow w testach toksyczswd maozliwe jest medzy innymi
dzieki specyficznej budowie uktadu pokarmowego wpsiacego u tych organizmow.

Uktad pokarmowy Heterocypris incongruensnie odbiega sw budows od
zasadniczego planu budowy stodkowodnych Ostracd@l@ewdd pokarmowy nima
podzielé na trzy odcinki, na ktére skladasic: jelito przednie srodkowe i tylne. W skiad
jelita przedniego wchodzi przetyk, do ktdrego uctiogfuczotslinowy orazzotadek zujacy.
Jelito srodkowe, najwiksza czs¢ przewodu pokarmowego, podzielone jest prz@miem
(znajdupcym sk w potowie diugdci ciata) na cgs¢ przedna i tylna. Do przedniej jego @Zci
uchodzi sporych rozmiardéw parzysty gruczot trzustkewatrobowy. Jelito tylne jest krotkie,
waskie, wystane oskoérkiem, podobnie jak jelito przedinkonczy sk otworem odbytowym

powyzej widetek ogonowych [160,161].
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6.4.2.2. Procedura analityczna wyznaczania toksycziz zastosowaniem organizmu

Heterocypris incongruens

Ostracodtoxkit B jest széciodniowym testem toksyczéc chronicznej osadéw

stodkowodnych, w ktorym wykorzystywanea sskorupiaki Heterocypris incongruens

Catkowity czas trwania jednego eksperymentu wyr®sini. Organizmy dostarczane w

postaci jajeczek przetrwanych molgy¢ gotowe do @ycia w cagu 48 do 72 godzin poprzez

dostarczenie do prébkiywego paywienia (alg). TesOstracodtoxkit zakupiony zostat w

firmie MicroBioTests Inc. (Belgia). Zestaw taki akla st z nasg¢pujacych elementow
(Rysunek 17.):

a)
b)

c)
d)
e)
f)
9)

h)
)
)
k)
)

probéwki z cystami organizmideterocypris incongruens

skoncentrowana wgiarnia i media do przygotowania roztworu standaefgv
(NaHCG;, CaSQ, MgSQ,, KCl),

kubki testowe,

prébki osadu odniesienia,

szklane mikropipety do przenoszenia organizméw,

fiolki zawierapce kulki algSelenastrum capricornatum ggtosowane jako pokarm),
fiolki zawierapce algi Spirulina (stosowane do dgwiania wstpnego nowo
wyleganych skorupiakéw),

mikroptytki pomiarowe,

strzykawki,

plastikowe mikropipety,

mikrositko do transportu probki,

ptyn Lugola,

m) wodaMillipore®,

n)

napowietrzana woda destylowana.

Test prowadzono w oparciu o standardoprocedug¢. Jednak koniecznym byto

wprowadzenie kilku modyfikacji. Poszczegodlne etgmypwadzenia testu przedstawiono

schematycznie na Rysunku 18.
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Rysunek 17. WygH ogélny zestaw®stracodtoxkit

Badania prowadzono w trzech powtérzeniach dla dansigyenia odpowiednich
roztwordéw soli. Odywianie organizméw realizowano dnia ,zerowego” (§-dzieh) podajc
algi Selenastrum capricornatum sgRréke kontrolm przeprowadzano wykorzystgj osad

standardowy, zawiesiralg oraz 2 crhwody destylowane;.

Na podstawie wykonanego testu cka®mo % smiertelndgci oraz % zahamowania

przyrostu korzystag z nastpujacych wzorow:

% zahamowania przyrostu =[(L koniec — L pocatek) / L pocatex] 100%  (19)
gdzie, Lyoniec— dtugaé organizmu na kiicu trwania eksperymentu,

Lpocatek — dtuga¢ organizmu na poatku eksperymentu.

% émlerte|n0§CI = [100 - (Ltest/ L préba kontr0|na)] 100% (20)
gdzie, Lwst— liczbazywych organizmoéw w studzienkach testowych,

Lpréba kontroina— liczbazywych organizmow w studzience kontrolnej.

Przebieg testu natg uzn& za przeprowadzony prawidtowo,z@i $miertelnag¢
organizmow w prébie kontrolnej byta na poziomie igen 20%, asredni przyrost diugi
organizmow wynosit powsej 400 um. Wymagania te spetnione zostaty we wszystkich

przeprowadzonych badaniach.
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Wyleganie z cyst organizméieterocypris incongruensa ptytkach
Petriego ( 48h, 25°C, w warunkachgtego nawietlania 3000-4000 lux)

A 4
Wstepne odywianie organizméw po 48 godzinach (4h, 1 porcja
(amputka) algSpiruling)

A 4
Pomiar dtugéci wylegnigtych organizmow z wykorzystaniem
mikroskopu optycznego (15 organizméw)

A 4
Dodawanie roztworu standardowego (studzienka zayea osad
odniesienia) lub roztworéw badanych probek do odpdnich
studzienek znajdagych sk na plytce testowej (2 cih

A 4

Dodawanie po 1 chosadu odniesienia do i@ej ze studzienek
pomiarowych

A 4

Przeniesienie zawiesiny aRglenastrum capricornatum sjpo kadej ze
studzienek pomiarowych (2¢n

A 4

Przeniesienie po 10 organizmd¥eterocypris incongruendo kadej ze
studzienek pomiarowych (czynstowykonywana pod mikroskopem)

A 4

Szczelne przykrycie ptytek pomiarowych Parafilnfera nasgpnie
zamkntcie plastikova pokrywka

A 4
Przeprowadzanie wdaiwego testu (25°C, bez degt swiatta, 6 dni)

A 4
Okreslenie smiertelngci organizmow w warunkach testowych i w proh
kontrolnej, pomiar zahamowania wzrostu (utrwalarganizmow z
wykorzystaniem ptynu Lugola, pomiar wykonywany padkroskopem)

e

A 4
Obrobka danych i analiza otrzymanych wynikow pomniar

Rysunek 18. Procedura wyznaczania toksy&zino chronicznej probek
srodowiskowych z wykorzystaniem tesBstracodtoxkit £
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Wyniki przeprowadzonych baflanad poziomem toksyczia probek rzeczywistych
wobec organizmideterocypris incongruengrzedstawiono w Tabeli 15.

6.4.3. KLASYFIKACJA POTENCJALU ENDOKRYNNEGO ORAZ POZIOMU
TOKSYCZNOSCI PROBEK

Do klasyfikacji toksycznéci probek zastosowano prosty system, stosowanyzprze
wielu badaczy, oparty o wielk6 obserwowanego efektu wywolywanego u badanych

organizmow wskanikowych (Tabela 13.).

Tabela 13. System klasyfikacji toksycZnpoprébek osadéw

Efekt [%0] Klasa estrogenioi Klasa toksyczni
<25 nieestrogenna nietoksyczna
25,1-50 niska estrogenr$é niska toksyczng
50,1-75 estrogenna toksyczna

6.5. TECHNIKI POBIERANIA PROBEK WOD ORABCIEKOW

W celu uzyskania wiarygodnych informacji odn@® wystpowania i poziomoéw
zawartdgci poszczegodlnych zanieczyszazeobecnych w probkach wod oragiekdw,
niezledne @ okreslone uradzenia i procedury ich pobierania. Odpowiednie médh
pobierania probek wody dciekow zostaty opracowane w Katedrze Chemii Analitej
Wydziatlu Chemicznego Politechniki Gikiej i wdrazone do praktyki zgodnie z zasadami
Dobrej Praktyki LaboratoryjneJLP).

Etap zbierania probek poprzedzony byt oczyszcreniewretrznych powierzchni
prébnikbw z wykorzystaniem odpowiednich odczynnikofwoda z detergentem,
rozcienczone roztwory kwasu azotowego i kwasu solnego avada ultraczysta). Aby
zminimalizow& niebezpieczgstwo zmiany sktadu zebranych probek, zaréwno ndaegku
proceséw fizycznych jak i chemicznych (adsorpcjavigozchniowa, odparowanie, reakcje
chemiczne, bio- i fotochemiczne), ich analiza pree@mdzana byla w nitiwie jak
najkrotszym czasie od momentu dostarczenia do dwonm. Do czasu analizy, probki

przechowywano w ciemioi w temperaturze °€+1°C po uprzednim zakwaszeniu do pH 2
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za pomog skzonego kwasu siarkowego (VI). W celu usyoié zanieczyszcze statych

probki poddawano filtracji z wykorzystaniem filtré@v45.um.

6.5.1. Pobieranie probek wody w punktach zlokalianych w Wojewddztwie Pomorskim

W okresie od czerwca 2008 do maja 2009 pobranopebek z 12 punktow
pomiarowych w dwoch kampaniach dlaz#ej lokalizacji (dwukrotnie dla kKalego punktu
pomiarowego). Prébki pobierane byly wznfch odst¢pach czasowych. Probki pobierane w
okresie czerwiec 2008-pdziernik 2008 oznaczoney ga pomog indeksu ,a” z& probki
pobrane w okresie marzec 2009 - maj 2009 za pernoeksu ,b”

Prébki wod isciekdéw zbierane bylty do pojemnikdéw z polipropyleaupojemndci
1000 ml. W Tabeli 14. przedstawiono charakterystylejsc zbierania prébek wéddiekow,

natomiast na rysunkach 23-28 lokalizacje punktoigramia probek.

Tabela 14. Charakterystyka miejsc pobierania prdiddk i sciekow.

numer . . . : . Typ zebranej
orébki Lokalizacja Opis miejsca zbierania probek orébki
Starogard Gdaski, rzeka 600m w goe biegu rzeki przed Woda
P1 . S . .
Wierzyca (Rysunek 19.) oczyszczalri sciekow powierzchniowa
Starogard Gdaski, rzeka 400m w dot biegu rzeki za Woda
P2 . C o, . .
Wierzyca (Rysunek 19.) oczyszczalry sciekow powierzchniowa
P3 Koscierzyna, rzeka Wierzyca 600m w goe biegu rzeki przed Woda
(Rysunek 20.) oczyszczalri sciekow powierzchniowa
Koscierzyna, rzeka Wierzyca 400m w dét biegu rzeki za Woda
P4 o . .
(Rysunek 20.) oczyszczalri sciekow powierzchniowa
P5 Gdaisk, Oczyszczalnia “Wschod” Woda
(Rysunek 21.) powierzchniowa
PG Gdaisk, Oczyszczalnia “Wscho Woda
(Rysunek 21.) powierzchniowa
P7 Gdaisk, Oczyszczalnia Wista Smiata za Martw Wista Woda

“Wschod”, Baltyk (Rysunek 21.) powierzchniowa

P8 Lebork, eba (Rysunek 22.) 600m w goe biegu rzeki przed Woda

oczyszczalri sciekow powierzchniowa
P9 Lebork, Leba (Rysunek 22.) 400m w dot b|_egl_1 rzgkl za _Woda .
oczyszczalry sciekow powierzchniowa
Gdynia Oczyszczalnia 600m w goe biegu rzeki przed Woda
P 10 o SN . .
,Debogorze” (Rysunek 23.) oczyszczalri sciekow powierzchniowa
Gdynia Oczyszczalnia 400m w dét biegu rzeki za Woda
P11 e o . .
,Debogorze” (Rysunek 23.) oczyszczalri sciekow powierzchniowa

Rzeka Kozi Bréd - wyptywaca
P12 Gdask, Szadotki (Rysunek 24.) z wysypiskasmieci Gdask -
Szadofki

Woda
powierzchniowa
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—
Rysunek 20. Lokalizacja miejsc zbierania probeloR& P4
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Rysunek 22. Lokalizacja miejsc zbierania prébeloR& P9
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Rysunek23. Lokalizacja miejsé Zbierania probek &YH2 P11

Rysunek 24Lokalizacja miejsca zbierania probki P12
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7. WYNIKI | ICH OMOWIENIE.
7.1. PODSUMOWANIE BADAN Z ZASTOSOWANIEM UKLADU LC/MS/MS.

Wyniki oznaczé stzen zwiazkbw z grupy EDC w badanych prébkach wéd
rzeczywistych przedstawiono w Tabeli 15.

W celu zapewnienia i kontroli jakoi uzyskiwanych wynikow bada probek
rzeczywistych, zakres wykonanych prac obejmowagprawadzenie procesu optymalizacji i
walidacji metodyki oznaczania zawkow z grupyEDC z wykorzystaniem techniki ekstrakcji
do fazy statej a nagtnie identyfikacji tyckie zwazkow za pomog systemu LC-MS/MS.

W trakcie bada potwierdzono,ze zestaw LC-MS/MS jest obecnie najbardziej
uzytecznym nargdziem do wykrywania i identyfikacji wielu zwikéw powodujcych
zaburzenia endokrynologiczne a obejasych wiele kategorii i klas chemicznychzydy tryb
MRM pozwala na oznaczenie tych zwkow w probkach wod na niskim poziomie
wykrywalnadsci i przy wysokiej selektywnii. Uzyskano potwierdzenie obedieo analitow
poprzez jednoczesne monitorowanie drugiego fcieejMRM i obliczenie odpowiedniego
stosunku jonowego, ktéry zostat spgizony przez program Analyst Repoftedonizacja ze

zmiarg biegunowdci polaryzacji okazata sinajbardziej racjonalnym podejem.

7.2. PODSUMOWANIE BADAN BIOLOGICZNYCH Z ZASTOSOWANIEM
BAKTERII BIOLUMINESCENCYJNYCH ORAZ MAtZORACZKOW

Najwyzsza toksyczné¢ chroniczm wobec organizmuHeterocypris incongruens
stwierdzono w przypadku prébek pobranych w punkt®dl®, P11 oraz P12. Natomiast
najwyzsze wartéci liczbowe potencjalu endokrynnego wobec szczepilktdnii Vibrio
fischerii stwierdzono w przypadku prébek pobranych w purktaznaczonych jako P2, P7,
P10, P11 oraz P12.

Wyniki bada z zastosowaniem organizmowywych pozwalag stwierdzé, ze w
punktach oznaczonych jako P10, P11 oraz P12 istniepjwysze zagrienie
ekotoksykologiczne oraz endokrynne. Logicznym wytczeniem takiego stanu rzeczy w
przypadku prébek pobranych w punkcie P12 jest faitdo tego miejsca dociegayvody
sptywne i odcieki z wysypiskanieci w Gdasku Szaddtkach.
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Tabela 15. Wyniki oznacagpoziomow stzen zwiazkOw zaliczanych do zanieczyszazndokrynnych w badanych prébkach wody charaktgggyah
sie réznym stopniem zanieczyszczenia

Pla P2a P3a P4a P5a P6a P7a P8a P9a P10a | Plla | Pl2a
Nazwa analitu [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L]
Kwas 2,4-dichlorobenzoesowy<MQL | <MQL | 34,21 16,85| <MQL | 16,80 35,40 64,31 19,63 | <MQL| 18,30 <MQL
170-hydroksyprogesteron <MQL <MQL 11,56 12,47 38,14 ,189| 32,28| <MQL| 10,95 18,04 <MQL <MQL
Paracetamol (acetaminofen 8,70 <MQL 96,14 82|36 ,9011 70,13 16,70 23,60 15,09 37,49 52,81 46|92
Kwas acetosalicylowy 14,51 13,20 | 17,40 | <MQL | 27,96 | <MQL| 64,54 78,24/ 19,25 | <MQL| 43,18 54,36
Amoksycylina <MQL| <MQL | <MQL| <MQL| <MQL| 16,41| <MQL| 186 | 35,67 | 4587 <MQL 34,10
Androstenedion 11,5 9,84 21,30 | 19,32 | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| 69,00| <MQL| <MQL| <MQL
Bezafibrat 14,56 9,44 21,20 | 34,29 | 54,90 27,11 16,85 19,60 14,23 32,15 34,50 0227,
Kofeina <MQL | <MQL | 29,14 | 34,16 | 67,12 37,09] 2954 <MQL 19,31 <MQL 63,74 59,12
Karbadoks 19,49 10,80 | 18,75 | 12,63 | <MQL| <MQL| 14,87 97,12 16,83 45,64 98,19 64,87
Karbamazepina <MQL <MQUy 19,50 | 12,57 19,73 13,69, 24,36 29,84 42,24 3797 <MQL <MQL
Chloramfenikol 14,86 9,52 | <MQL | <MQL | 24,36 17,62| <MQL| <MQL| 17,60, 24,15 <MQL <@L
Kodeina <MQL| <MQL | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQ@ | <MQL | <MQL | <MQL
Diazepam 14,57 <MQLU 16,30 | <MQL | <MQL | <MQL | 14,38 | 28,64| 52,64 <MQl 23,96 36,74
Diklofenak <MQL | <MQL | 20,40 | <MQL | 9,42 18,79 | 36,24 23,172 63,98 54,36 19,69 <MQL
Dietylostilbestrol <MQL| <MQL| 21,50 | 19,36 | 35,98 64,15 63,24 59,18 15,47 17,836 47,69 6143,
Fenytoina 15,63 11,20 | 17,62 | 12,36 | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL
Enrofloksacyna <MQL <MQL| 21,62 | 1597 | <MQL| 18,69| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| 15,32] <MQLl
Ekwilina 14,31 | 10,16 8,19 | <MQL | <MQL | <MQL | 9,46 791 | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL
Estradiol 25,74| 19,36 | 34,18 | 29,14 | 27,52| 22,87 19,81 <MQL 24,98 15,39 46,15 P83
Estriol 14,87 | <MQL| 21,18 | <MQL | <MQL | <MQL | 16,41 11,93| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL
Estron 14,69 9,50 19,70 | <MQL | <MQL | <MQL | 19,36 14,87 | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL
Etynyloestradiol 14,29 10,10 | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | 18,64 15,39 12,84 <MQL <MQL <MD
Fenoprop <MQL| <MQL| 13,99 | <MQL | 15,63 | <MQL| <MQL| <MQL| 15,64| <MQL| <MQL| <MQL
Fluoksetyna <MQL| <MQL| 28,18 25,37 38,94 <MQL <MQL MOL | 24,96 | <MQL| 21,83| <MQL
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Tabela 15. c.d.

*-. wobec bakteriVibrio fischeri

** _ wobec organizmuHeterocypris incongruens

86

Gemfibrozyl 26,34 19,74 16,75 <MQL 39,1% 34,14 15,99 <MQL 43,2439,37 29,34 24,33
Hydrokodon <MQL| <MQL 9,13 <MQL| 14,05 <MQL 11,36 <MQ| 8,69 <MQL | <MQL | <MQL
Ibuprofen 43,34 27,36 19,66 <MQL 67,09 51,97 34,1815,38 19,67 16,97 64,01 49,35
Indometacyna <MQL <MQL| <MQL <MQL 14,69 <MQL <MQL <ML | 11,09 | <MQL| <MQL| <MQL
Ketoprofen 15,63| <MQL| 17,99 <MQL 12,65 12,47 <MQL ML | 21,14 | 19,07| <MQL| <MQL
Ketorolak 21,14 19,06 18,04 13,490 16,81 <MQL 18,1513,99 15,33| <MQL| 24,05 <MQL
N,N-Dietylo-metatoluamid
(DEET) 28,96 24,31 64,17 59,30 136,88 97,07 97,18 66,84 ,3854 37,97 81,97 69,79
Naproksen 47,98 39,73 41,93 38,11 167,87 122,76 4493, 69,09 88,01 64,19 80,14 69,30
Noretyndron (noretysteron) 27,9 24,64 37,15  31|929,94 24,08 47,62 44,85% 61,37 48,07 51,14 49,87
Oksytetracyklina 14,34 12,15 10,74 <MQL 17,08 <MQL19,91 15,34 11,75 <MQL 9,43 <MQL
Oksybenzon 19,87 14,9C 26,51 23,88 73,15 49,36 430,619,60 47,19 39,08 27,90 24,17
Progesteron 26,07 19,34 30,14 27,81 4790 40,02 1937, 25,49 52,84 47,03 39,16 28,42
Sildenafil 15,60 | <MQL| 18,03 16,33 <MQL <MQL <MQL 1 | 18,14| <MQL| 19,07 <MQL
Symazyna <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MDL | <MQL | <MQL | <MQL
Sulfadimetoksyna 18,27 <MQL 14,02 <MQL 12,17 11,0xMQL | <MQL | 12,08 | <MQL| <MQL | <MQL
Tetrabromobisfenol A 28,16 22,07 19,04 <MQL 25,83 MQL | 21,38 18,37 32,19 26,44 19,08 <MQL
Teofilina <MQL | <MQL | 19,04 | <MQL| 32,15/ 27,14 3482 <L | <MQL | <MQL | 21,47 | <MQL
Triklosan 26,98 21,69 47,50 39,06 90,73 64,15 53,9413,01 45,12 37,14 92,10 87,36
Spadek bioluminescencii [%]] 47,77 | 60,21 | 34,63 | 32,54 | 27,95 | 25,00 [INONEN 35,38 | 20,00
EC20* 92,53 | 66,53| 100,00 100,00 100,00 100,00 35,3400,00| 100,00
EC50* 22,61 20,76 56,55 39,56 47,05 100/00 14{31 ,148 100,00
Smiertelngé [%6]** 25,37 | 10,66 | 31,77 | 12,94 | 15,71 | 24,86 | 20,80 | 17,16 | 12,17
Zahamowanie wzrostu [%]**| 45,00 | 72,50 | 52,50 | 57,50 | 10,00 | 65,00 | 7,50 | 55,00 | 37,50



Tabela 15. c.d.

Nazwa analitu Plb P2b P3b P4b P5b P6b P7b P8b P9b P10b | P11b | P12b
[ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L] | [ng/L]
Kwas 2,4-dichlorobenzoesowy<MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | 19,40 | 54,78 | 62,18 24,94 | <MQL| <MQL| <MQL
170-hydroksyprogesteron 13,14 <MQL 27,16 19,22 27,360,438 | 40,15 17,85 12,90 34,15 21,15 <MQL
Paracetamol (acetaminofen 11,65 <MQL <MQL <MQL &3/, 28,36 54,12 28,94 19,33 29,81 4416 <MQL
Kwas acetosalicylowy 29,13 19,85 | 25,61 | <MQL | 22,49 | <MQL| 48,91 64,15 28,38 | <MQL| 27,19 37,16
Amoksycylina <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| 19,66| <MQL| 149 | 28,37| 29,41 <MQL 28,15
Androstenedion <MQL <MQL | 81,15 | 49,32 | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| 78,15| <MQL| <MQL| <MQL
Bezafibrat 26,15| 19,83 | 64,15 | 27,15 | 38,99| 25,19] <MQl <MQlL <MQL <MQlL 27,15 <MQL
Kofeina <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | 53,16 | 54,46| 25,12| <MQL 17,68 <MQL 59,1p 0,82
Karbadoks 28,31| 12,15 | 24,35 | 18,95 | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL | <MQL| <MQL
Karbamazepina <MQLl <MQL 24,13 | 19,18 17,30 <MQL| 28,16] 29,84 5191 43,97 <MQL <MQL
Chloramfenikol <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL
Kodeina <MQL| <MQL | <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQ@ | <MQL | <MQL | <MQL
Diazepam 31,14 21,18 21,09 | <MQL | <MQL | <MQL | 16,23 | 27,61| 44,46] <MQL 64,13 46,18
Diklofenak <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | 17,62 30,61 42,15 <MQL <MQL <MQL <MQL <MD
Dietylostilbestrol <MQL| <MQL| 39,87 | 28,15 | 44,13| 56,22/ 63,94 53,12 33,61 84,5 63,90 1651,
Fenytoina <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL
Enrofloksacyna <MQL] <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL
Ekwilina <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL
Estradiol <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | 34,97 | 28,16| 41,50, <MQL <MQL 27,16 14,3/ 4,36
Estriol 2145| 1931 | 28,19 | 2454 | 36,15| 39,87 4260 <MQL <MQL <MQL <MQL 69,15
Estron 19,44| 18,15 | 21,60 | 19,24 | 12,19| <MQL| 21,17 <MQL <MQL 24,18 13,99 47,16
Etynyloestradiol 19,14 <MQL | <MQL | <MQL | 27,15 22,98 24,55 36,12 19,08 21,05<MQL | 26,31
Fenoprop <MQL| <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL
Fluoksetyna 34,16/ <MQL 67,5( 54,19 37,16 28,03 483/487,16 | 24,35 15,92 <MQL 67,16
Gemfibrozyl <MQL| <MQL | <MQL| <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | 18,35
Hydrokodon <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| 14,09 <MQL 21,05 38 | 21,01 18,09 <MQL 28,91
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Tabela 15. c.d.

Ibuprofen <MQL | <MQL | 48,30 | 30,07| 28,13] 19,04 1288 <MQL <MQL 2,86 | 28,05| 39,64
Indometacyna <MQL <MQL| <MQL <MQL 22,14 <MQL <MQL 213 | 24,61| 18,06 <MQL 31,07
Ketoprofen 18,09 17,16f <MQL <MQL 24,05 <MQL 29,36 4,8 22,16 | <MQL| <MQL| 36,02
Ketorolak 21,09 <MQL| <MQL| <MQL| 37,19] 2260 <MQL 18 | 27,13| <MQL| <MQL| 42,15
N,N-Dietylo-metatoluamid
(DEET) <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | 13,04 | <MQL| 22,14| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL | 39,07
Naproksen <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| 9,90 | 24,17 | 21,63 41,1¢
Noretyndron (noretysteron) <MQL <MQL <MQL <MQL 191| 13,17 26,04 31,18 2460 <MQL <MQL <MQL
Oksytetracyklina <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL
Oksybenzon <MQL <MQL| <MQL] <MQL| <MQL| 29,18 31,97 88 | 27,16 | 26,31| <MQL 64,01
Progesteron <MQL <MQL <MQU <MQL 24,67 19,19 42,15 9.8 | <MQL| <MQL | <MQL | 58,94
Sildenafil <MQL | <MQL | 38,15| <MQL| <MQL| 27,15 32,30 2B | 23,15| <MQL| <MQL| 81,17
Symazyna <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <MQL| <ML | <MQL | <MQL | <MQL
Sulfadimetoksyna <MQL <MQL <MQLU <MQL <MQL <MQL 24| 19,97 | 23,14 <MQL <MQL <MQL
Tetrabromobisfenol A 28,9¢ <MQL 38,13 29,15 46,97 3,08 | 39,05| 42,08 29,15 46,01 33,67 93,34
Teofilina <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL | <MQL
Triklosan 38,91| 28,60 <MQL <MQL <MQL <MQL 53,91 <MQ| 22,07 | 43,09| 29,08 32,99
Spadek bioluminescenc;ji [%]] 33,84 | 20,00 | 21,83 | 56,32 | 20,00 | 20,00 | 20,88 | 22,12 | 37,76 | 20,00 | 26,04 | 51,25
EC20* 100,00f 100,00 100,00 48,27 100,00 100,00 QMmOP,100,00f 94,18 100,00 100,00 69,22
EC50* 40,56 | 100,00 100,00 11,92 100,00 100,00 100,000,00f 63,92 100,00 64,41 24,09
Smiertelng¢ [%6]** 52,00 | 27,50 | 12,50 | 30,00 | 52,50 H 25,66 | 49,00 | 32,50 | 57,50 | 47,50 q
Zahamowanie wzrostu [%]**} 13,84 | 10,24 | 20,25 | 4,31 11,83 | 13,10 | 6,14 | 1585 | -11,30| 14,06 | 8,24 \ 57,72

*- wobec bakteriVibrio fischeri

** - wobec organizmHeterocypris incongruens
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8. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Opracowano procedgiioznaczania zwizkoéw wykazugcych wigciwosci endokrynne
w prébkach wody o mnym stopniu zanieczyszczenia. Zostata ona wykoaryatw trakcie
bada probek wody o ranym stopniu zanieczyszczenia zebranych na terenjewddztwa
pomorskiego.

Wykorzystane procedury zbierania probek, przygotoawgrobek do analizy, jak i
rozwigzania metodyczne asefektem studiow literaturowych oraz wiasnych opraan.
Opracowana metodyka analityczna, ktora, w porownani istniegcymi procedurami
oznaczania analitow z grupy zwkow endokrynnie czynnych, stanowi na&maukows ze
wzgledu na:

* umazliwienie oznaczania zwkkow endokrynnych w probkach wod oznym
stopniu zanieczyszczenia na ultra-niskich pozionsigten (wyrazonymi niskimi
wartasciami liczbowymi parametru MQL),

* mahk iloscia zuzywanych odczynnikéw,

» wykorzystanie odczynnikow nietoksycznych,

* duzy odzysk analitow.

Wykazano, ze analiza LC/MS/MS jest najbardziej racjonalnym wgzaniem
majcym na celu wykrycie zwizkéw powodujcych zaburzenia endokrynne a obejmyh
wiele kategorii i klas chemicznych.zpty tryb MRM pozwala na oznaczenie tych zgkow
w prébkach wod na niskim poziomie wykrywadeo i przy wysokiej selektywniei.
Uzyskano potwierdzenie obedwd analitbw poprzez jednoczesne monitorowanie eggi
przegcia MRM i obliczenie odpowiedniego stosunku jonowge@téry zostat spoeizony
przez programAnalyst Reportét. Jonizacja ze zmiarbiegunowdci polaryzacji okazata si
najbardziej racjonalnym podejem.

Potwierdzono,ze system 4000 Q TRAP LC/MS/MS jest nieodzowny wliaiea
ilosciowej matych czgsteczek, ktéra wymaga specjalnych pomiaréw masptezzkowej
zwiazkbw oraz okréenia dokfadnej iléci zwiazkbw w probce na podstawie jonow
fragmentacyjnych. Analiza ifgiowa odbywa si z zastosowaniem krzywej wzorcowej dla
réznych znanych sten zwiazkow. W celu okréenia stzenia danego zwkku, sygnat
pochodacy od oznaczanego analitu w badanej prébki jestbwoywany do krzywej
WZOrcowe.

Jednym z ogranicie monitoringu chemicznego jest jednak zrgmez trudnéé w

ocenie skutkdw wspotwygbowania wielu substancji na adych poziomach sten i ich
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wspotoddziatywania. Zastosowanie organizmeslimoaego lub zwierzcego (biotesty), jako
wskanikdéw zanieczyszczenixodowiska, eliminuje te utrudnienia i ualiovia jednoczénie
uzyskanie informacji o ostatecznym zaggoiu wynikagcym z rodzaju i poziomu
zanieczyszczenia prébki, biodgshasci zanieczyszczei ich wspotoddziatywania.

Czesto analiza chemiczna i biologiczna nie jest wystagcym zrodiem informacji na
temat stanu zanieczyszdzdgrodowiska. Jednak obok klasycznych analiz chemidany
analityka ekotoksykologiczna stanowi dodatkowezbidnezrodio danych, kdacych bardzo
waznym elementem w ochronie i monitoringwiodowiska. Zintegrowanie monitoringu
chemicznego, opartego na pomiarze poszczegolnyctiywidualnych wskanikow
zanieczyszczenidrodowiska, z pomiarem parametrow toksycmmoaumazliwia uzyskanie
petniejszej informaciji o stanie badanego eleméradowiska.

Wyniki pomiarow przeprowadzonych z wykorzystanienotéstow charakteryzuje
duza powtarzaln&. Wynika to przede wszystkim z faktie badania testowe prowadzone w
scisle okrglonych, kontrolowanych warunkach. Dodatkowo, w pragenstwie do innych
biotestow, test typiMicrotox®, czy tez Ostracodtoxki® nie wymaga prowadzenia hodowli
organizmow wskanikowych. Zmniejsza to naklad pracy i obami koszty analizy, a
jednoczénie umaliwia stosowanie takiego testu w pracowniach teveyah, jak i w
laboratoriach mobilnych. Ma to szczegdlne znaczenadaniach nadzwyczajnych zaigmo
srodowiska, podczas ktérych konieczna jeagie analiza stopnia zanieczyszczenia danego
elementu srodowiska, gdy umailiwia stah gotowadé do wykonania analiz, a taé
otrzymywanie wynikow w krotkim czasie od dostardagorobki do laboratorium.

Znajoma¢ wszystkich maliwych skutkéw biologicznych, jakie w badanym
ekosystemie wywota okéna kompozycja zanieczyszéze maze by podsta dla
podejmowania trafniejszych decyzji administracyjmyczakresu zagglzaniasrodowiskiem.

Obstuga zastosowanego w pracy systemu ibastaokrynnych i toksykologicznych
nie wymaga specjalistycznego przeszkolenia anizigytniego déwiadczenia w pracy z
biowskanikami. Wyniki testow uzyskiwaneasszybko a czasem wez automatycznie, w
przeciwigistwie do innych biotestow, przy realizacji ktoryod personelu wymagane jest
wyksztatcenie biologiczne. Wynik oznaczenia wietdlptestowanych w tym samym czasie
jest otrzymywany w aigu kilkunastu minut. Umdiwia to podejmowanie szybkich,
skutecznych dziafg szczegoélnie wanych w monitoringu wody pitnej w wodagjach, w
ocenie skuteczrioi proceséw oczyszczandaiekOw w oczyszczalniach, a takw badaniach

toksyczndci wod powierzchniowych powgj i ponizej zrzutusciekow z fabryk.
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Rezultaty przeprowadzonych badapozwalaj wnioskowd&, ze wyznaczanie
potencjatlu endokrynnego oraz badania ekotoksykctog stanowvdi uzyteczne nargzie do
oceny zagreen dla wéd wynikagcych z obecrnéxi zanieczyszczegdyz:

* w istotny sposob uzupetnigpcere oparty na badaniach chemicznych,

e mo@ stanowé podstaw (przy niskiej klasie ekotoksykologicznej) do dasiz,
szczego6towych analiz chemicznych, w tym identyfjkazwiazkow toksycznych i
endokrynnie czynnych,

» w okrelonych przypadkach (dobra jado chemiczna woéd) mag zasipi¢c badania

chemiczne w monitoringu wod, co aobniy¢ koszty eksploatacji i analiz.
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10. STRESZCZENIE

Wyniki wielu bada prowadzonych w przegyu ostatnich lat megstanowé podstaw
do stwierdzeniaze zanieczyszczenia emitowane godowiska zezrodet antropogennych
mog stanowt kolejny rodzaj zagreenia, z ktérego nie zdawano sobie sprawy Wtieg
Zanieczyszczeniami takimi substancje z grupyDC definiowane jako jakikolwiek czynnik,
ktory wptywa na syntez wydalanie, transport, wzanie, dziatanie lub wydalanie hormonow
naturalnych obecnych w organizmie a ktégeoslpowiedzialne za utrzymanie homeostazy,
rozmnaanie czy zachowanie. Zgaki z grupyEDC wystkpuja naturalnie w przyrodzie, lecz
niestety wiele syntetycznych zygkow lub produktow powstagych w trakcie procesu
wytwarzania dobr konsumpcyjnych zreego rodzaju réwnie posiada wiéciwosci
hormononéladowcze. Wiele czynnikow wptywa réwriena toksyczn& zanieczyszczeo
charakterze endokrynnym, m. in. szybkoich wchianiania i przyswajania, rozktad w
organizmach, biodogbnas¢, mobilnag¢, dopasowanie czasowe nagaia do stopnia rozwoju
organizmu, diet, zmiennd¢ osobnica.

Wykorzystane procedury zbierania probek, przygotoawgrobek do analizy, jak i
rozwigzania metodyczne asefektem studiow literaturowych oraz wiasnych oprean.
Opracowana metodyka analityczna, ktora, w porOwnani istniegcymi procedurami
oznaczania analitow z grupy zwkow endokrynnie czynnych, stanowi ndémaukowy ze
wzgledu na:

» umazliwienie oznaczania zwzkow endokrynnych w probkach wod ozngm
stopniu zanieczyszczenia na ultra-niskich pozionsigten (wyrazonymi niskimi
wartasciami liczbowymi parametru MQL),

* mah iloscia zuzywanych odczynnikdw,

» wykorzystanie odczynnikow nietoksycznych,

* duzy odzysk analitow.

Wykazano, ze analiza LC/MS/MS jest najbardziej racjonalnym wgzaniem
majcym na celu wykrycie zwzkow powodujcych zaburzenia endokrynne a obejmych
wiele kategorii i klas chemicznych. Jednym z ogradi monitoringu chemicznego jest
jednak znacgca trudné¢ w ocenie skutkdw wspotwygtowania wielu substancji nazidych
poziomach stzen i ich wspoétoddziatywania. Zastosowanie biotestéakoj wskanikow
zanieczyszczenigrodowiska, eliminuje te utrudnienia i ualovia jednoczénie uzyskanie
informacji o ostatecznym zagteniu wynikajpcym z rodzaju i poziomu zanieczyszczenia

prébki, biodostpnasci zanieczyszczei ich wspotoddziatywania.
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11. ABSTRACT

Results of numerous studies conducted duringyleats may constitute the basis for
the statement that pollutants emitted from anthgepac sources may pose new kind of threat,
from which people didn’t realise before. These ytalhts are substances belonging to EDC
group defined as any agent that is able to affgahesis, secretion, transport, binding, action
or excretion of natural hormones present in theawigms and that are responsible for
homeostasis, reproduction or behaviour. Chemicalsniging to EDC group occur naturally
in the environment, unfortunately many synthetienpounds or products released during
production of the consumption goods also possessdre-like properties. Also numerous
factors influences the toxicity level of the endoerchemicals. One should mention rate of
intake and assimilation, decomposition in the orgran bioavailability, mobility, timeframes
of exposure, diet, individual diversity.

Application of the procedure of collecting samplké®ir treatment and methodological
solutions presented are the effect of both litesatstudies and own elaborate. Elaborated
analytical methodology constitutes scientific noyelue to:

» possibility of using in order to determine EDC edce levels in aqueous samples of
different level of contamination,

» small volumes of reagents used,

e application of non-toxic compounds,

* high recovery of analytes.

It was proved that analysis with the aid of LC/MS&NE the most rational solution
aiming at detection of endocrine disrupting compmsubelonging to different categories and
chemical classes. One of restrictions of the chalmwnitoring is difficulty in assessing the
results of co-existence of numerous chemicalsfégrdint concentration levels and their inter-
relationship. Application of biotests as the ingica of the environmental pollution
eliminates these difficulties and enables obtaimiigrmation about the final threat posed and
resulting from the presence and the sample’'s lewkl contamination, pollutants’

bioavailability and interactions between them.
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