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1. WSTEP
1.1. Ogé6ine wiadomoséci o sterydach

Zwiazki sterydowe powstajga z biochemicznie przebudowanego szkieletu
polizoprenoidowego. Prekursorem policyklicznych zwiazkéw tréjterpenowych, z ktérych
powstajg sterydy, jest all-frans-skwalen, zawierajacy w czgsteczce 30 atoméw wegla.
Biochemiczna cyklizacja 2,3-epoksyskwalenu prowadzi do powstania lanosterolu, ktéry
jest prekursorem sterydéw w organizmach zwierzat. W organizmach roslinnych sterydy
powstajg z innego policyklicznego potaczenia tréjterpenowego cykloartenolu. Sterydy sa
zwigzkami posiadajgcymi szkielet cyklopentanofenantrenu lub szkielet pochodzacy z
kondensacji jednego lub kilku dodatkowych pierscieni (rysunek 1). W ukfadach
zawierajgcych wiecej niz dwa skondensowane pierScienie alicykliczne liczba izomeréw
wynikajgcych z réznych mozliwosci potaczenia pierscieni moze by¢ bardzo duza. W
steranie, zawierajgcym cztery pierscienie (oznaczone jako A,B,C oraz D), wystepujg
trzy ztgcza miedzy pierscieniami. W kazdym ze zigcz pierscienie mogg by¢ potaczone w
sposéb cis albo trans. W hormonach sterydowych i kwasach zdlciowych pierscienie B
oraz C wystepujg w konformacji frans, natomiast konformacja cis jest charakterystyczna
dla sterydowych glikozydéw nasercowych. Sterydy posiadajg czesto faricuchy alkilowe
przytaczone do wegla C-10 i C-13. Sterole sg sterydami majacymi najczesciej szkielet
cholestanu i przy weglu C-3 przytaczong grupe hydroksylowa. Jezeli cztery pierScienie
sterydu wyznacza ptaszczyzne, to poloZzenie podstawnika znajdujacego sie ponad
pierscieniem okresla sie jako pozycie B (odpowiednie wigzanie przedstawia sie linig
ciggta), natomiast podstawnik skierowany pod ptaszczyzne okresla si¢ jako pozycje o
(wiagzanie oznacza si¢ linig przerywang). W przypadku, gdy potoZzenie podstawnika jest
nieznane, oznacza si¢ je symbolem &. Atomy wodoru przyfaczone do wegli C-5 i C-10
mogq takze przyjmowaé polozenie konformacyjne cis (pod lub nad ptaszczyzng) oraz
trans (utozenie naprzeciwlegie). System numeracji oraz nazewnictwo s3 opisane w
przepisach IUPAC-IUB dotyczacych nomenklatury sterydéw [IUPAC-IUB 1972, 1989].
System ten jest poddawany ciggtej korekcji. Generalnie, wiele nazw zwyczajowych jest
uzywanych bez odnoszenia si¢ do swoich systematycznych odpowiednikéw. Normy
INN (International Non-proprietary Names) sg czesto uzywane dia zwigzkow
wystepujacych w lekach (np. betametazon, etynyloestradiol, hydrokortyzon, mestranol,
norgestrel) [INN 1982, Marier E.E.J. 1985], jednakze nazwy te nie powinny byc¢
stosowane jako rdzenie dla nazewnictwa pochodnych.



Prekursorem gtéwnych klas hormonéw sterydowych (androgenéw, estrogenoéw,
progestagentw, glikokortykoidéw, mineralokortykoidow) oraz witaminy D jest
cholesterol (rysunek 1) [Stryer L. 1986, Murray R.K. 1995]. Jest on szeroko
rozpowszechniony we wszystkich komoérkach, szczegdlnie w tkance nerwowe;.
Cholesterol jest gtéwnym skiadnikiem bion plazmatycznych i lipoprotein surowicy krwi.
Wystepuje w postaci wolnej lub w potgczeniu z kwasami tluszczowymi jako ester
cholesterolu. Jest syntetyzowany w wielu tkankach z acetylo-CoA, natomiast z
organizmu wydalany jest z zdicig jako cholesterol lub jako sole kwasow Zétciowych.
Okolo polowa cholesterolu znajdujgcego si¢ w organizmie czlowieka pochodzi z syntezy
(50% z watroby, 15% z jelit, wiekszo§¢ pozostatej iloSci ze skoéry), natomiast reszta
dostarczana jest wraz z pokarmem [Murray R.K. 1995]. Znaczna cze$¢ (okoto 25%)
wytwarzanego i krazgacego w organizmie cholesterolu zostaje zuzyta na synteze
hormondéw sterydowych. Wszystkie one moga by¢ wyprowadzone od progesteronu,
ktory z kolei moze powstawaé z cholesterolu przez przyltaczenie grup hydroksylowych
do C-20 i C-22 w obecnosci tlenu, zredukowanego NADP i odpowiednich hydrolaz. W
czgsteczkach hormondw sterydowych mozliwa jest przemiana jednej odmiany w inng,
szczegOlnie pod wplywem enzymow hydroksylujgcych, w obecnosci tlenu |
zredukowanego NADP [Filipowicz B. 1979].

Do gtéwnych grup sterydéw aktywnych biologicznie, wystepujgcych w sposéb
naturalny w organizmach zywych zalicza sie:

Hormony kory nadnerczy (kortykosterydy). Kortkosterydom przypisuje sie

duzy wplyw na moznos¢ przystosowania sie organizmu do zmieniajacych sie warunkéw
otoczenia [Filipowicz 1979]. Ze wzgledu na kierunki dziatania na przemiane materii
dzieli sie je na mineralokortykosteroidy oraz glikokortykosteroidy [Pawefczyk E. 1986,
Murray R.K. 1995]. Czynnikami nadrzednymi pobudzajgcymi wytwarzanie
kortykosterydéw sa kortykotropina (ACTH) oraz somatotropina (STH). Obydwa te
hormony przysadkowe stanowig z kortykosterydami sprzezenie zwrotne, utrzymujgce

ich stan rownowagi dynamicznej w organizmie.

Glikokortykosteroidy. Do najwazniejszych zwigzkow w tej grupie naleza:
kortykosteron, kortyzol, kortyzon, 11-dehydrokortykosteron [Filipowicz B. 1979,
Pawelfczyk E. 1986, Murray R.K. 1995]. Kortyzol syntetyzowany jest z progesteronu

przez hydroksylacje przy C-17, C-21 i C-11 [Stryer L. 1986]. Hormony te uczestniczg w
odkfadaniu glikogenu w watrobie | migsniach, utatwiajg spalanie glukozy, co prowadzi
do nasilenia procesow glikoneogenezy (wytwarzania cukrow z biatak), wzmacniajg
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rozktad thuszczu i biatka [Stryer L. 1986], regulujg przemiane weglowodanowa
[Filipowicz B. 1979, Pawelczyk E. 1986, Murray R.K. 1995]. Wplywajg takze na
gospodarke mineralno-wodna, powodujac zatrzymanie sodu i wody oraz wywieraja siiny
wptyw na czynno$¢ ukiadu krwiotworczego, co objawia sie zmniejszeniem zawarto$ci
granulocytébw eozynochionnych, krwinek czerwonych oraz pltytkowych w obrazie krwi
obwodowej. Glikokortykosteroidy syntetyzowane w korze nadnerczy wydalane sg do
krwi | wigzg sie z transkortyng w 60% oraz z albuming w 30%. Niezwigzane z biatkami
glikokortykosteroidy stanowig w warunkach prawidtowych zaledwie 10% catkowitej ilosci
hormonow w osoczu i tylko w tej postaci sg one biologicznie dostepne [Krupirnska J.
1986]. Kortyzol i jego metabolity stanowig okolo 80% wystepujacych w osoczu
17-hydroksykortykosteroidow, pozostate 20% to kortyzon i 11-deoksykortyzoi. Okolo
potowa wystepujacego we krwi kortyzolu, podobnie jak kortyzon i 11-deoksykortyzol,
krazy w postaci metabolitow dihydro- lub tetrahydropochodnych. Znaczne ilo$ci
wszystkich wymienionych zwigzkéw ulegajg dalszej modyfikacji, tworzac w pozycji C-3
potaczenia z kwasem glukuronowym lub w mniejszym stopniu z kwasem siarkowym.
Wymienione modyfikacje strukturalne zachodzg gtownie w watrobie, sprawiajac,
ze lipofilna czasteczka steroidowa staje sie rozpuszczalne w wodzie i moze byé
wydalana z ustroju. U czfowieka wigkszos¢ koniugatéw steroidowych wydzielanych
z zdlcig do Swiatta jelita jest wchtaniana do krwi i ponownie wychwytywana przez
watrobe, tworzac tzw. krazenie jelitowo-watrobowe. Okoto 70% koniugatow
steroidowych zostaje wydalona z moczem, 20% z katem, a pozostate 10% przez skore
[Murray R.K. 1995]. Oznaczania tetrahydrokortyzonu i tetrahydrokortyzolu
w materiatach biologicznych majg bardzo duze znaczenia diagnostyczne. llos¢
wydalanych z moczem metabolitow kortyzolu oraz ich wzajemny stosunek moze sig
zmieniaé w zaleznosci od stanu chorobowego i jest czynnikiem diagnostycznym przy
wielu schorzeniach, t.j. pierwotna i wtérna niewydolnos¢ nadnerczy, zespét Cushinga,
schorzenia pierwotne pozanadnerczowe: otytos¢, nadczynno$¢ i niedoczynnosc
tarczycy, choroby watroby [Hellman L. 1961, Grant S.D. 1965, Ichikawa J. 1966].

Mineralokortykosteroidy. Sg to steroidy, ktérych gtéwnym przedstawicielem
jest aldosteron, 11-dezoksykortykosteron, 17a-hydroksy-11-dezoksykortykosteron
[Filipowicz B. 1979, Pawefczyk E. 1986, Stryer L. 1986, Murray R.K. 1995].
Poczatkowym etapem syntezy aldosteronu jest hydroksylacja progesteronu przy C-21.
Powstaly dezoksykortykosteron jest hydroksylowany przy C-11, angularna grupa
metylowa C-18 zostaje utleniona do aldehydu i powstaje aldosteron [Stryer L. 1986].
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Hormony te jako regulatory gospodarki minerainej i wodnej [Filipowicz B. 1979,
Pawelczyk E. 1986], zapewniajg odpowiednie stezenie jondéw sodowych i potasowych,
dzieki czemu utrzymana jest rbwnowaga osmotyczna pomiedzy komorkg a ptynami
miedzykomérkowymi [Pawefczyk E. 1986]. Mineralokortykosteroidy powodujg wzrost
resorpcji jondw Na*, CI" i HCO'3 przez nerki, co prowadzi do wzrostu objetosci i ci$nienia
krwi [Stryer L. 1986]. Dziatanie biologiczne polega giéwnie na utrzymaniu wiasciwego
stosunku migdzy jonami sodowymi i potasowymi w plynach zewnatrzkomérkowych
przez np. zwigkszenie wchianiania zwrotnego jonow sodowych, chlorkowych
i weglanowych oraz zmniejszenie wchianiania zwrotnego jonéw potasowych
i wapniowych.

Kortykosteroidy syntetyczne. Powstajg w wyniku modyfikacji budowy
chemicznej kortyzonu i kortyzolu. Do grupy tej naleza fluorokortyzol, prednizon,
prednizolon, metyloprednizolon, deksametazon, triamcynolon, ktére wykazuja dziatanie
nie tylko lecznicze (dzialajg przeciwzapalnie i przeciwuczuleniowo), ale roéwniez
niepozadane hormonaine. Do zwigzkéw o stosunkowo malej toksycznos$ci naleza: octan
fluperolonu, propionian klobetazolu, fluorometalon, mazypredon, kortywazol
[Pawelczyk E. 1986].

Hormony meskie i zeniskie. Wydzielane sg przez gruczoty piciowe pod pobudzajgcym
wptywem gonadotropowych hormonéw przedniego ptata przysadki. Hormony meskie

(androgeny) wywodz3 sie od 5a-androstanu. Hormony zeriskie (ginogeny) dzielg sie na
luteinizujace (gestageny grupy progesteronu), bedace pochodnymi 173-etyloadrostanu
oraz pecherzykowe (estrogeny), wywodzace si¢ od estranu [Pawefczyk E. 1986].
Androgeny. Zawierajg 19 atoméw wegla w czasteczce [Filipowicz 1979, Stryer
L. 1986]. Ich synteza rozpoczyna si¢ od hydroksylacji progesteronu przy C-17. Boczny
tancuch skfadajacy sie z C-20 i C-21 zostaje odszczepiony i powstaje androgen,
androsendion. Natomiast testoseron tworzy sie przez redukcje grupy ketonowej przy
C-17 androstendionu [Stryer L. 1986]. Gidwnymi przedstawicielami tych androgenow
sq: testosteron, dihydrotestosteron i androsteron. Androgeny uczestniczga w
réznicowaniu plci, spermatogenezie, rozwoju drugorzedowych cech piciowych i struktur
godowych, przemianach anabolicznych i regulacji genowej, ksztattowaniu sie meskiego
profilu behawioralnego [Filipowicz B. 1979, Paweiczyk E. 1986, Stryer L. 1986].
Hormony te hamujg takze wydalanie zwigzkéw azotowych, pobudzajgc synteze biafek,
co prowadzi do wzrostu masy miesniowej, a tym samym masy ciata. W organizmie
testosteron szybko ulega enzymatycznym procesom utleniania i redukcji. Utworzone
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metabolity tatwo rozpuszczalne w wodzie po sprzegnieciu z kwasem glukuronowym
i siarkowym wydalajq sie z moczem [Pawefczyk E. 1986]. Zmodyfikowane chemicznie
androgeny (metandienon oksymesteron, tiomesteron, octan metenolonu, metandriol,
drostanolon, stanazolol, trenbolon, etyloestren) z ostabionymi wiasciwosciami
maskulinizujacymi stosowane sg w stanach niedoboru biatkowego.

Estrogeny. Zawierajg 18 atoméw wegla w czasteczce. Ich budowa rézni sie od
innych hormonéw sterydowych aromatycznym pierscieniem A i brakiem grupy
metylowej przy C-10 [Filipowicz B. 1979]. Przedstawiciele tej grupy hormonéw
estradiol i estron powstajg gléwnie w dojrzewajgcych pecherzykach Graafa jajnikow,
epiestriol za$ wytwarzany jest w fozysku ptodowym [Pawefczyk E. 1986]. Estrogeny sg
syntetyzowane z androgendw przez usuniecie angularnej grupy metylowej przy C-19
i utworzenie aromatycznego pierscienia A. Reakcje te wymagajg obecnosci NADPH
i tlenu. Z androstendionu powstaje estron, natomiast estradiol tworzy sig z testosteronu
[Stryer L. 1986]. Estrogeny wplywaja na ksztaltowanie sig zenskich narzgdow
rozrodczych i na drugorzedowe cechy piciowe [Filipowicz B. 1979, Paweiczyk E.
1986, Stryer L. 1986]. Uczestniczg one rowniez w cyklu owulacyjnym [Pawefczyk E.
1986, Stryer L. 1986]. Hormony jajnikowe wplywaja na dojrzewanie pierwotnych
komorek rozrodczych, powstawanie tkanek pozwalajgcych na implantacje blastocytu,
zabezpieczajg hormonalny zegar dla procesu jajeczkowania, zapewniajg $rodowisko
niezbedne dla podtrzymania cigzy, wplywajg na pordd i laktacje. Najsilniej dziatajacym
hormonem jest estradiol [Pawefczyk E. 1986]. W moczu estrogeny wystepujg w postaci
wolnej oraz polgczen estrowych z kwasem glukuronowym i siarkowym. W prébach
moczu stezenie poszczegodlnych estrogendw jest najczesciej niewielkie i dawka
wydzielana w ciggu dnia przez organizm cziowieka waha sie od nanograméw do
miligraméw [Gotelli G.R. 1977]. Estrogeny oznacza sie w celu diagnostyki cigzy, cykiu
miesigczkowego oraz wykrywania proceséw patologicznych, np. raka jajnikow i macicy,
osteoporoczy, jak réwniez badaniach antydopingowych. Ponadto istnieje potrzeba
oznaczania estrogenéw w réznych preparatach farmaceutycznych [Kober S. 1931].
Leki z grupy estrogenéw stosowane sg w leczeniu zaburzenn okresu przekwitania,
zaburzen miesigczkowania, niedorozwoju macicy oraz starczych zmian zewnetrznych
narzadow piciowych [Podiewski 1985].

Gestageny (progestageny). Zwane sg luteinizujgcymi i reprezentowane przez
pragesteron, 17a-hydroksyprogestern oraz 17p-stereomer. Hormony te wytwarzane sq
gtbwnie w ciatku zéftym jajnika w drugiej fazie cyklu miesigczkowego, natomiast
w frzecim miesigcu cigzy wystepujg réwniez w tozysku. Najaktywniejszym



z gestagendw jest progesteron wywodzacy sie z 5Sa-pregnanu. Progesteron
produkowany jest tez w mniejszych ilosciach w korze nadnerczy i jadrach. Uwazany jest
za prekursora wszystkich hormonéw steroidowych [Filipowicz B. 1979, Pawelczyk E.
1986]. Progesteron zapewnia implantacje zaplodnionego jaja w blonie §luzowej macicy,
hamowanie dalszej owulacji, a wraz z estradiolem pobudza przygotowanie gruczotu
miekowego do {aktacji [Filipowicz B. 1979, Pawelczyk E. 1986, Stryer L. 1986].
Progesteron oraz estradiol znalazty zastosowanie w antykoncepcji ze wzgledu na ich
hamujgce dziatanie na wydzielanie luteinizujgcego hormonu przysadki (LH) oraz
hormonu folikulinowego (FSH), co prowadzi do wstrzymania owulaciji. State przyjowanie
bardzo aktywnych progestagenéw jest niebezpieczne ze wzgledu na catkowite
wstrzymania cyklu miesigczkowania i zahamowanie czynnosci rozrodczych kobiety.
Natomiast skojarzone podawanie progestagennego noretysteronu oraz estrogennego
mestranolu prowadzi do czasowego zahamowanie jajeczkowania bez zakfécenia
prawidiowego cyklu miesigczkowania. Antykoncepcja hormonaina nie jest catkowicie
bezpieczna dla funkcjonowania narzadéw wewnetrznych kobiety, a takze procesow
przemiany materii, dlatego dazy sie do zastosowania naturalnych hormonow
tkankowych t.j. prostaglandyny ze wzgledu na ich stabg toksyczno$é [Pawefczyk E.
1986].

Kwasy zéiciowe. Stanowig grupe naturalnych zwiazkéw o budowie steroidowej
wystepujacych w zolci. Sg one pochodnymi kwasu 5-cholanowego. W zaleznosci od
podstawnikow w pozycji 12 i 7 wyr6znia sie: kwas cholowy, dezoksycholowy,
chenodezoksycholowy i litocholowy [Kohlmiinzer S. 1985]. Kwasy Zzéiciowe oraz ich
sole nalezg do grupy naturalnych detergentdw, bedacych gtéwnym produktem
koficowym katabolicznej przemiany cholesterolu. Sg wytwarzane w watrobie,
a pierwszg reakcjg w szlaku biosyntezy kwaséw zéiciowych jest 7a-hydroksyiacja
cholesterolu. Przemiana ta jest etapem ograniczajgcym nasilenie catej syntezy. Jest
ona katalizowana przez 7oa-hydroksylaze, kitéra jest enzymem mikrosomalnym.
W watrobie powstajg kwasy cholowy i chenodeoksycholowy. Sg one wydzielane do
$wiatla pierwotnych kanalikow zéiciowych. W przewodzie pokarmowym pod wplywem
bakterii tworzy sie kwas deoksycholowy oraz litocholowy. Kwasy zoélciowe sg w
wiekszo$ci wchtaniane w korficowej czesci jelita cienkiego i z krwig wrotng dostajg sie
do watroby. To krazenie zwane krazeniem watrobowo-jelitowym ma niezwykie istotne
znaczenie dla prawidiowej gospodarki cholesterolem oraz prawidtowego wchtaniania
substancji lipidowych. Synteza kwaséw zolciowych jest regulowana na zasadzie

sprzezenia zwrotnego. Hamujg one aktywno$¢ 7a-hydroksylazy i reduktazy hydroksy-
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metyloglutarylo-CoA, 'przez co zmniejszajg synteze choiesterolu oraz jego przemiane
w kierunku syntezy sterydow zoiciowych. W zétci ludzkiej wystepuje pie¢ gtéwnych
kwasow zétciowych: kwas cholowy, chenodeoksycholowy, deoksycholowy,
ursodecksycholowy oraz litocholowy. Zasadniczo kwasy zoOlciowe nie wystepujg
w postaci wolnej, lecz w formie potgczeri, u cztowieka gtownie z glicyng i tauryng (np.
kwasy: glikocholowy, glikodeoksycholowy, taurocholowy). Cechg charakterystyczng
kwasow z&iciowych jest zdolnos¢ do tworzenia przez nie struktur micelarnych. Jest to
wynikiem ich budowy chemicznej: obecnosci niepolarnego rdzenia steroidowego
i polarnych tancuchow bocznych. Struktury te utatwiajg rozpuszczanie szeregu
substancji nierozpuszczalnych w wodzie, przede wszystkim cholesteroiu, bilirubiny
| luszczéw pokarmowych. Wiasciwo$ci te nasitajg sie wraz ze sprzegnieciem sterydow
z6iciowych z glicyna i tauryng [Angielski S. 1991, Lamparczyk H. 1992).

Kwasy zoéiciowe odgrywajq zasadniczg role w trawieniu tuszczow (powstawanie
emulsji), aktywujg lipaze trzustkowa, s3 takze istotne dla wchianiania witamin
rozpuszczalnych w tluszczach. Same silnie pobudzajg tworzenie i wydzielanie zoici
przez watrobg, dlatego znalazlty szerokie zastosowanie jako leki zotciotwércze
(choleretica). Nalezy podkresli¢, ze kwasy zolciowe chociaz sg substancjami
endogennymi, odznaczajg sie znaczng toksycznoscig. Moga wywotywac zaburzenia
krgzenia i znaczny spadek cisnienia krwi przy podaniu ich drogg dozyina, a diugotrwate
ich przyjmowanie moze prowadzi¢ do uszkodzenia szeregu narzgddw wewnetrznych,

np. miesnia sercowego, nerek i watroby [Kostowski W. 1996].

Sterole grzybow oraz roslinne (fitosterole).
Erqosterol. Jest sterydem charakterystycznym dla wiekszosci grzybow. Zostat

on takze wykryty u niektérych glonéw, pierwotniakéw (Leishmania, Trypanosoma) oraz
owadéw (Drosophila). Wchodzi w skiad blony komoérkowej. Wplywa na jej
przepuszczalnose i ptynosc, a takze aktywnosé enzyméw zlokalizowanych w btonach,
prawidiowy przebieg cyklu komoérkowego, uczestniczy w procesie endocytozy
i procesach oddychania mitochondrialnego [Veen M. 2003]. Steryd ten wystepuje w
stanie wolnym oraz w formie estrow kwasow ttuszczowych, glikozydéw i komplekséw z
polisacharydami [Montgomery H.J. 2000]. W martwych komérkach ulega szybkiej
degradacji, w zwigzku z tym moze by¢ wykorzystywany jako biomarker do wykrywania
grzybow zanieczyszczajacych zboze, ich biomasy w glebie, paszach, materiale
roslinnym, materiatach budowlanych, a takze do monitorowania skazen gleby i osadow

mikroorganizmami. Ergosterol znalazt réwniez zastosowanie w przemysle

10



farmaceutycznym i chemicznym. Jest on produkowany na skale handlowg w procesie
fermentacji i wykorzystywany do produkcji witaminy D» fPuglisi E. 2003].
Witaminy grupy D. Role prowitamin D peinig ergosterol (znajdujacy sie

w gtéwnie drozdzach) oraz 7-dehydrocholesterol (wystepujacy w skérze czlowieka
i wyzszych zwierzat). Ergosterol pod wplywem promieni nadfioletowych przeksztaica sie
w witaming D, (ergokalcyferol), natomiast 7-dehydrocholesterol w witamine D3
(cholekalcyferol). Prowitaminy D s3 to sterole, ktére wywodzg sie od weglowodoru
cholestanu. W wyniku rozerwania w prowitaminach pierscienia B miedzy C-9 a C-10
oraz utworzenia jeszcze jednego wigzania podwoéjnego C-10(19) powstajg witaminy D2 i
Ds;. Witaminy te otrzymuje si¢ syntetycznie jako efekt naswietlania prowitamin
promieniami nadfioletowymi o diugosci 282 nm w atmosferze gazu obojetnego, gdyz w
procesie fotochemicznym oprécz witamin powstajg produkty biologicznie nieczynne
lub toksyczne, tj. suprasterole, toksysterole. Witaminy D znalazly zastosowanie
w profilaktyce i leczeniu krzywicy, stosuje sie je takze przy prochnicy zebdw,
ztamaniach kosci, gruzlicy kosci i skéry, w okresie cigzy i karmienia, w chorobach
uczuleniowych [Pawelczyk E. 1986].

Stigmasterol. Zostat wykryty po raz pierwszy w bobie kalabryjskim. Wystepuje
rowniez w olejach roslinnych, burakach, selerach i innych jarzynach. Otrzymywany jest
jako produkt uboczny przy przerobie soi. Stigmasterol jest dobrze rozpuszczalny
w fluszczach, stabo w wodzie. Znalazt zastosowanie jako produkt wyjSciowy
w pofsyntezie hormonéw steroidowych [Kohlmiinzer S. 1985].

Sitosterole. Wystepujg w olejach kietkujacych zb6z i w wielu roslinach, tj.:
ostropest plamisty (Silybum marianum), podbiat pospolity (Aegopodium podagraria),
pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica). Sitosterole wykorzystywane sg jako skfadniki lekéw
zmniejszajacych stezenie cholesterolu we krwi. Giéwnym przedstawicielem tej grupy
zwigzkow jest B-sitosterol, wykorzystywany w poisyniezie hormondw steroidowych
[Kohimiinzer S. 1985].

Lanosterol. Substancja ta nalezy do metylosteroli. Wystepuje w tluszczu weiny
owczej oraz jest obecna w roslinach, miedzy innymi w kozieradce pospolitej (Trigonelia
foenum-graecum) oraz kozieradce bigkitnej (Trigonella caerulea) [Kohlmiinzer S.
1985].

Glikozydy. Pod wzgledem chemicznym stanowig potaczenia czesci aglikonowej
(geniny) o charakterze steroiowym z réznymi cukrami. Wystepujg zaréwno w roslinach
jednolisciennych, jak i dwulisciennych wykorzystywanych w lecznictwie. Glikozydy
nasercowe dzielimy na [Kohimiinzer S. 1985]:
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Glikozydy kardenolidowe. Sterydy te wystepuja miedzy innymi w naparstnicy
(Digitalis), strofant (Strophantus), konwalii (Convallania). Wigkszos¢ tych zwigzkéw
rozpuszcza sie w etanolu i w chloroformie, natomiast w wodzie sg na ogét trudno
rozpuszczalne. tatwo rozkiadajg sie w podwyzszonej temperaturze (powyzej 50-60°C).
Glikozydy kardenolidowe z grupg aldehydowg C-10 tatwo ulegajg utlenieniu
w przeciwienstwie do zwigzkéw z grupg C-19 karbinolowa. W lecznictwie wykorzystuje
si¢ pojedyncze glikozydy oraz naturalne lub komponowane mieszaniny krystalicznych
glikozydéw. Biotransformacja glikozydéw w organizmie czlowieka zachodzi poprzez
stopniowa hydrolize genin (czynnych metabolitow). Koricowe produkty tej przemiany
3-epigeniny wigza sie z kwasem glukronowym i sg wydalane w postaci glukuronianow.
Glikozydy wchodzg w skfad lekéw nasercowych, a efektem ich dzitania jest poprawa
skutecznosci dziatania miesnia sercowego [Pawefczyk E. 1986]).

Glikozydy bufadienolidowe. Substancje te mozna wyizolowa¢ z roslin takich
jak urginia morska (Scilla maritima), ciemiernik biaty (Helleborus niger) oraz z wydzielin
skory niektorych gatunkéw ropuch. RoOznig sie¢ od glikozydow kardenolidowych
odmiennym pierscieniem laktonowym w potozeniu 178 oraz obecnoscig podwdjnych
wigzah w ukiadzie steroidowym. W lecznictwie najczesciej wykorzystywane
s3 glikozydy i aglikony cebuli morskiej [Pawelczyk E. 1986].

Saponiny steroidowe. R6znig sie miedzy sobag wtasciwosciami, liczbg i pozycjg
podstawnikow tlenowych w ukfadzie steroidowym oraz roézng izomerigq. Sapogeniny
saponin steroidowych wykorzystywane sa do syntezy hormonéw steroidowych
i pochodnych kortyzonu. Przedstawicielami tej grupy zwigzkéw sg m. in. diosgenina
(znajdujaca sie w meksykarnskich gatunkach pochrzynu Dioscorea sp. oraz w roslinach
z rodzin pochrzynowate Dioscoreaceae, psiankowate Solanaceae i bobowate
Leguminosae), jamogenina (wystepujaca w ziemniaku Solanum fuberosum),
sarsasapogenina (pozyskiwana z kolcorosli Smilax sp.), gitogenina (charakterystyczna
dla naparstnicy purpurowej Digitalis purpurea i naparstnicy wetistej Digitalis lanata)
oraz tigogenina (wyizolowana z jukki karolifiskiej Yucca filamentosa) [Kohlmiinzer S.
1985].

Inne steroidy.
Witanolidy. Substancje roslinne o charakterze laktondow steroidowych. Wykazujg

dziatanie cytostatyczne, przeciwnowotworowe i przeciwbakteryjne. Wystepujg
m. in. w ashwagandha (Withania), bieluniu (Datura sp.) oraz miechunce (Physalis sp.).
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Witaferyna A bedgca przedstawicielem tej grupy otrzymywana jest z Withania somnifera
[Kohlmiinzer S. 1985].

Ekdysony. Sa to substancije naturalne o uktadzie steroidowym. Zaliczane
sg do grupy hormonéw owadzich. Po raz pierwszy wyizolowano je z kokonow
jedwabnika. Zwigzkiem wykazujacym najwigkszg aktywno$¢ biologiczng jest
20-hydroksyekdyson, ktéry odpowiedzialny jest za procesy linienia i metamorfozy
we wszystkich stadiach rozwojowych owadéw [Malinowski H. 1996]. Hormon ten
wykryto réwniez w duzych iloSciach w lisciach i korzeniach cisa (Taxus baccata),
w kiaczach paproci (Pollypodium vulgare) [Haborne J.B. 1997] oraz w roslinach
z rodzin zastrzalinowate (Podocarpaceae), ztozone (Compositae) i liliowate (Liliaceae).
Rosliny syntetyzujg ekdysony w obronie przed atakiem szkodnikéw. Zwiaki te dziatajg
rowniez na organizm ludzki, zmniejszajac stezenie cholesterolu i lipidow w surowicy
krwi [Kohlmiinzer S. 1985].
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1.2. Problem modulatoréw hormonainych w srodowisku

Modulatory homonaine (Endocrine Disrupting Compounds; EDCs)
sg to egzogeniczne substancje chemiczne, naturaine jak i syntetyczne, zakiocajgce
aktywnos¢ hormonéw, gtéwnie sterydowych, u ludzi i zwierzat. Stanowig one
niejednorodng grupe zwiazkéw o réznej budowie chemicznej, wilasciwosciach
i wywoltywanym efekcie biologicznym. Do substancji tych zalicza sie miedzy innym:

1. pestycydy [Lépez de Alda M.J. 2000, Petrovic M. 2001, Rhind S.M. 2002, Diaz-
Cruz M.S. 2003, Ingrand V. 2003, Hong C.C. 2004, Cargouét M. 2004, Lagana A.
2004, Lépez-Roldan P. 2004, Barcelo D. 2005, Zhang Y. 2005, Campbeli C. G.
2006, Esperanza M. 2007, Kim S.D. 2007],

2. fenole [Rhind S.M. 2002, Barceloé D. 2005],

3. alkilofenole [Lopez de Alda M.J. 2000, Petrovic M. 2001, Petrovic M. 2002", Lopez
de Alda M.J. 2003, Cargouét M. 2004, Lagana A. 2004, Petrovic M. 2004,
Johnson A. 2007], nonylfenole [Ternes T.A. 1999°, Schéifer A.l. 2002, Wintgens T.
2002, Suzuki Y. 2006, Ma M. 2007, Ren Y.X. 20077],

4. polietoksynonylofenole [Johnson A. 2007],

5. ftalany [Petrovic M. 2001, Rhind S.M. 2002, Diaz-Cruz M.S. 2003, Cargouét M.
2004, Lépez -Roldan P. 2004, Petrovic M. 2004, Barcelé D. 2005],

6. estry ftalowe [Ternes T.A. 1999°, Petrovic M. 2002°, Schiéfer A.l. 2002, Ma M.
2007],

7. wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne [Lopez de Alda M.J. 2000, Lagana
A. 2004],

8. plastyfikatory ftalanowe [Lépez de Alda M.J. 2000, Lagana A. 2004],

9. polichlorowane bifenyle (PCB) [Ternes T.A. 1999°, Lépez de Alda M.J. 2000,
Petrovic M. 2001, Petrovic M. 2002°, Rhind S.M. 2002, Diaz-Cruz M.S. 2003,
Ingrand V. 2003, Schéfer A.l. 2002, Lagana A. 2004, Esperaza M. 2007, Ma M.
2007],

10. dioksyny [Ternes T.A. 1999°, Lépez de Alda M.J. 2000, Petrovic M. 2001,
Petrovic M. 2002, Rhind S.M. 2002, Diaz-Cruz M.S. 2003, Schéfer A.l. 2002,
Hong C.C. 2004, Lagana A. 2004, Esperanza M. 2007, Ma M. 2007],

11. polibromowane etery fenylowe [Rhind S.M. 2002],

12. $rodki powierzchniowoczynne [Diaz-Cruz M.S. 2003, Ingrand V. 2603, Petrovic M.
2004, Campbell C.G. 2006, Esperanza M. 2007],

13. bisfenol A [Petrovic M. 2001, Petrovic M. 2002°, Wintgens T. 2002, Campbell
C.G. 2006, Suzuki Y. 2006, Ren Y.X. 2007°, Li C. 2008],
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14. plastyfikatory [Honig C.C. 2004, Esperanza M. 2007],

15. fitoestrogeny [Ternes T.A. 1999°, Lopez de Alda M.J. 2000, Petrovic M. 2001,
Petrovic M. 2002°, Diaz-Cruz M.S. 2003, Ingrand V. 2003, Schiifer A.l. 2002,
Barcelé D. 2005, Campbell C.G. 2006, Kim S.D. 2007, Ma M. 2007],

16. naturalne i syntetyczne estrogeny [Ternes T.A. 1999°, Lopez de Alda M.J. 2000,
Petrovic M. 2001, Petrovic M. 2002°, Wintgens T. 2002, Ingrand V. 2003, L6pez
de Alda M.J. 2003, Cargouét M. 2004, Lagana A. 2004, Campbell C.G. 2006,
Esperanza M. 2007, Johnson A. 2007, Ma M. 2007, Li C. 2008].

Przyjmuje sie, ze do substancji o najsilniejszym dziataniu modulujacym systemy
hormonalne nalezg zwigzki pochodzace z przemystu chemicznego (bisfenol A,
alkilofenole, polichlorowane bifenyle, estry ftalowe, pestycydy m.in. DDT, metoksychlor,
chlordekon) [Cargouét M. 2004, Liu B. 2004] oraz z przemystu farmaceutycznego.
Te ostatnie wchodzg w skiad srodkdéw antykoncepcyjnych [Petrovic M. 2001, Diaz-
Cruz M.S. 2003, Cargouét M. 2004, Céspedes R. 2004, Kuster M. 2004], jak rowniez
preparatébw leczniczych stosowanych w zmniejszaniu niekorzystnych efektow
wystepujacych w menopauzie [Lopez de Alda M.J. 2000, Petrovic M. 2001, Diaz-Cruz
M.S. 2003, Céspedes R. 2004, Kuster M. 2004, Barcel6 D. 2005] oraz
postmenopauzie [Lopez de Alda M.J. 2000, Kuster M. 2004, Barcelo D. 2005].
Preparaty o silnym dziataniu hormonalnym stosowane sg powszechnie przy leczeniu
bezplodnosci [Céspedes R. 2004, Kuster M. 2004, Barcelé D. 2005], raka prostaty
[Lépez de Alda 2000, Petrovic M. 2001, Diaz-Cruz M.S. 2003, Kuster M. 2004,
Barcel6 D. 2005], raka piersi [Lopez de Alda M.J. 2000, Petrovic M. 2001 Diaz-Cruz
M.S. 2003, Céspedes R. 2004, Kuster M. 2004, Barceié D. 2005], trzonu macicy
[Céspedes R. 2004], sluzéwki macicy, endometriozie [Lopez de Alda M.J. 2000,
Kuster M. 2004, Barcelo D. 2005], zaburzen menstruacyjnych [Lopez de Alda M.J.
2000, Céspedes R. 2004, Kuster M. 2004] oraz w fizjologicznej terapii zastepczej
[Lopez de Alda M.J. 2000, Kuster M. 2004, Barceld D. 2005] i w stanach awitaminozy
[Kuster M. 2004, Barcel6 D. 2005].

Zwigzki typu EDCs dostajg sie do organizmédw zywych wraz ze Srodkami
farmakologicznymi, pokarmem i woda pitng [Ternes T.A. 1999°, Hong C.C. 2004].
Wiekszos¢ z nich jest rozpuszczaina w tkankach i strukturach niepolarnych (ttuszcze,
tkanka nerwowa) i w minimalnym stopniu ulega rozktadowi, przez co ma skionnosé
do kumulowania sie w organizmach [Hong C.C. 2004]. Na rysunku 2 przedstawiono
gtéwne drogi ekspozycji sSrodowiskowej na estrogeny i progestageny [Barcelé D. 2005].
Zrodtami, ktorymi zwiazki te przenikajg do Srodowiska i zasilajg systemy wodne
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oraz tancuchy pokahnowe, sa wyplywy 2z oczyszczalni w postaci wyciekéw
nieoczyszczonych oraz $Sciekébw oczyszczonych, jak rowniez splywow nawozu
(obornika, gnoju) oraz osaddéw $ciekowych wykorzystywanych w rolnictwie [Lopez de
Alda M.J., 2001°, Petrovic M. 2001, Kuster M. 2004, Barcel6 D. 2005]. Istotnym
zrédtem estrogenéw | progestagendw w Srodowisku sg odchody ludzkie,
a w szczegbélnosci mocz. Zawarte w nim sterydy, zarbwno naturalne (estron,
17B-estradiol, estriol), jak i syntetyczne (etynyloestradiol), wydalane sg z organizmu
cziowieka glownie w formie sprzezonej, najczesciej jako glukuroniany i siarczany
[Tenes T.A. 1999°, Petrovic M. 2001, Ying G.G. 2002, D’Ascezano G. 2003,
Rodriguez-Mozaz S. 2004, Shi J. 2004, Barcel6 D. 2005, Li F. 2005, Servos M.R.
2005] oraz w mniejszych ilosciach jako wolne estrogeny [Rodriguez-Mozaz S. 2004,
Li F. 2005, Barcelé D. 2005]. Dzienne wydalanie estrogenéw przez kobiety wynosi
24-100 pg, zaleznie od cyklu menstruacyjnego i moze wzrasta¢ nawet do 30 mg pod
koniec cigzy [Barcelé D. 2005]. Przyjmuje sie, 2e Srednia dzienna produkcja
estrogendéw w przeliczeniu na jedng osobe wynosi 2,7 mg/L moczu [Zuo Y. 2006].

Po przedostaniu sie¢ wyzej wymienionych substancji do wod powierzchniowych,
ulegajg one roéznym procesom biologicznym oraz fizykochemicznym, wigczajac
w to fotolize i sorpcje na osadach. Ten ostatni proces przyczynia sie do czasowego
wyeliminowania sterydéw ze $rodowiska wodnego. Nalezy zwréci¢c uwage na fakt,
iz zaadsorbowane substancie sterydowe i ich metabolity stanowig wtérne Zrédio
zasilania wéd modulatorami  hormonalnymi  [Kuster M. 2004]. Przyjmuje sie,
Ze powaznym zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat sg wolne sterydy i substancje
pochodne obecne w wodzie na poziomie ng/l. [Sonnenschein C. 1998, Arukwe A.
2001, Petrovic M. 2001, Céspedes R. 2004, Hong C.C. 2004, Lagana A. 2004].
Substancje te po przeniknieciu do organizméw wyzszych mogq sie kumulowac
w tkankach niepolarnych i po osiagnieciu odpowiedniego steZzenia zaburza¢ prawidiowe
dziatanie systemow hormonalnych. Zwigzane jest to z ich podobng budowa chemiczng,
w szczegoinosci strukturalng, a przez to moZliwoscig dziatania antagonistycznego
w stosunku do czynnych biologicznie substancji endogennych [Sonnenschein C. 1998,
Petrovic M. 2001, Céspedes R. 2004, Hong C.C. 2004]. Substancje typu EDCs moga
rowniez wptywa¢ na synteze i metabolizm naturalnych hormondéw oraz modyfikowacé
poziom receptorbw hormonainych [Sonnenschein C. 1998, Lagana A. 2004].
Modulatory hormonaine wplywajg réwniez niekorzystnie na funkcjonowanie systemu
odporno$ciowego [Rhind S.M. 2002, Diaz-Cruz M.S. 2003, Hong C.C. 2004].
W literaturze opisano takze przypadki nieprawidtowosci w rozwoju [Rhind S.M. 2002,
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Diaz-Cruz M.S. 2003, Hong C.C. 2004, Nghiem L.D. 2004, Zou Y. 2006, Li C. 2008],
rozmnazaniu [Diaz-Cruz M.S. 2003, Céspedes R. 2004, Hong C.C. 2004, Zou Y.
2006, Li C. 2008], we wzroscie [Diaz-Cruz M.S. 2003, Hong C.C. 2004, Li C. 2008]
oraz zachowaniu osobnikéw [Hong C.C. 2004, Nghiem L.D. 2004] poddanych
ekspozycji na substancje EDCs. Wsréd innych obserwowanych objawow
niekorzystnych oraz chorobowych, mogacych mie¢ zwigzek z pojawieniem sie tych
substancji w organizmie, nalezy wymieni¢: spadek ilosci plemnikbw w spermie
[Sonnenschein C. 1998, Menditto A. 1999, Ternes T.A. 1999°, Arukwe A. 2001, Xiao
X.Y. 2001, Diaz-Cruz M.S. 2003, Ingrand V. 2003, Lagana A. 2004, Liu R. 2004,
Nghiem L.D. 2004, Rodriguez-Mozaz S. 2004, Campbell C.G. 2008], guzy zioSliwe
[Hong C.C. 2004], wzrost liczby zachorowar na raka jader [Menditto A. 1999, Ternes
T.A. 1999°, Arukwe A. 2001, Xiao X.Y. 2001, Ingrand V. 2003, Liu R. 2004, Nghiem
L.D. 2004, Ma M. 2007], prostaty [Sonnenschein C. 1998, Menditto A. 1999, Ingrand
V. 2003, Liu R. 2004, Nghiem L.D. 2004], raka piersi [Sonnenschein C. 1998,
Menditto A. 1999, Xiao X.Y. 2001, Ingrand V. 2003, Lagana A. 2004, Nghiem L.D.
2004, Ma M. 2007], Sluzéwki macicy [Sonnenschein C. 1998], drég rodnych,
endometriosis, a takze spadek ptodnosci u mezczyzn [Ternes T.A. 1999°, Lépez de
Alda M.J. 2000, Arukwe A. 2001, Diaz-Cruz M.S. 2003, Kuster M. 2004, Zou Y. 2006,
Ma M. 2007], spadek libido, impotencie [Sonnenschein C. 1998], zmniejszenie ilosci
androgenéw we krwi [Sonnenschein C. 1998], deformacje drég rodnych u kobiet
[Sonnenschein C. 1998], obnizenie wieku dojrzewania [Xiao X.Y. 2001],
hermafrodytyzm [Lépez de Alda M.J. 2000, Lépez de Alda M.J. 2001°, Diaz-Cruz
M.S. 2003, Kuster M. 2004, Zou Y. 2006], feminizacje [L6épez de Alda M.J. 2000,
Arukwe A. 2001, Lopez de Alda M.J. 2001°, Diaz-Cruz M.S. 2003, Kuster M. 2004,
Liu R. 2004, Lopez-Roldan P. 2004, Zou Y. 2006] craz nieprawidiowy rozwdj ptodu
[Ma M. 2007].

Znaczna czes¢ wspotczesnych badarn poswieconych substancjom EDCs dotyczy
organizméw zyjacych bezposrednio w wodzie oraz ekosystemach zwigzanych z woda
[D’Ascenzo G. 2003, Auriol M. 2006]. Przyjmuje sie, ze naturaine i syntetyczne
estrogeny wykazujg aktywnos¢ fizjologiczng wobec tych organizméw w zakresie stezen
od ng do pg w litrze wody [D’Ascenzo G. 2003, Kuster M. 2004, Shi J. 2004, Bodzek
M. 2006, Ren Y.X. 2007°]. W szczeg6inosci stwierdzono, iz niekorzystne zmiany
w prawidiowym funkcjonowaniu systeméw hormonalnych u ryb stajq sie widoczne, gdy
stezenie w wodzie, np. 17B-estradiolu i 17a-etynyloestradiolu waha sie od 0,1 do 10
ng/L. [Lopez de Aida M.J. 2001*, Petrovic M. 2001, Heberer T. 2002, Céspedes R.
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2004, Shi J. 2004]. Zauwazono réwniez, ze obecnos$é tych zwiazkow w Srodowisku
wodnym zakitéca prawidiowe rozmnazanie pstraga, ptoci oraz fladry [Auriol M. 2006],
prowadzi do pojawienia sie osobnikéw obuptciowych u ptoci i homardw, a takze indukgciji
witelogeniny u pstraga teczowego [Svenson A. 2003]. Opisano mozliwos¢ feminizac;i
u niektérych gatunkéw ryb JZuo Y. 2006], spadku rozwoju gonad oraz redukcji
ptodnosci [Sumpter J.P. 1995, Pojana G. 2007], a takze nieprawidiowych proporcji pici
u widtonogoéw dennych i zétwi [Zhang Y. 2005].

W chwili obecnej przyjmuje sie, ze gidwnym zroédtem modulatoréw hormonalnych
w $rodowisku s3 Scieki bytowe. W zwigzku z tym znaczna cze$¢ badan dotyczy oceny
zdolnosci réznych procesdw oczyszczania Sciekoéw w kierunku eliminowania z nich
substancji EDCs. Liu Z. w pracy przeglagdowej z roku 2009 podaje, iz do usuwania tych
substancji mozna z powodzeniem wykorzystywacé juz istniejgce procesy technologiczne
oparte na metodach fizycznych, w tym na klasycznej adsorpcji na weglu aktywnym.
Badania laboratoryjne i prowadzone w peinej skali w oczyszczalniach S$ciekéw
wykazaty, iz wegiel aktywny posiada duzg zdolnos¢ do usuwania EDCs. Jako
skuteczne uznaje sie rowniez procesy membranowe, dla ktorych efektywnos¢ usuwania
modulatoréw hormonalnych szacuje sie od 10% do niemal 100%, w przypadku
procesdbw technologicznych wykorzystujacych osmoze odwrécong. Ponadto,
moduiatory hormonalne mozna efektywnie usuwac ze $ciekdw, stosujac biodegradacje
poprzez organizmy zasiedlajgce osad czynny oraz metody chemiczne wykorzystujace
giéwnie procesy utleniania z uzyciem perhydrolu oraz aktywnych form chioru i zelaza.
W praktyce wiekszos¢ wspdlczesnych oczyszczalni Sciekow nastawionych jest przede
wszystkim na usuwanie fosforu i azotu oraz redukcje ogélnej zawarto$ci substancji
organicznych. Wiekszos¢ sposréd badanych EDCs posiada masy czasteczkowe ponizej
1000 i dlatego nie jest catkowicie eliminowana w trakcie procesu oczyszczania sciekéw.
Substancje te przechodzg do frakcji $ciekdow oczyszczonych, a nastepnie po ich
uwolnieniu do srodowiska przedostaja sie bez problemu do wéd powierzchniowych,
podziemnych, a nawet wody pitnej. Jak wykazano, mata skutecznos¢ w usuwaniu
estrogenéw charakteryzuje wiekszo$¢ systemdw oczyszczania pracujgcych
z konwencjonalnym osadem czynnym [Ren Y.X. 2007°]. Jednoczesénie stwierdzono,
ze do efektywnego usuwania estrogendw przyczyniaja sie w duzej mierze procesy
nitryfikacii w osadzie czynnym [Andersen H.R. 2005]. Przyjmuje sie, iz naturaine
i syntetyczne estrogeny wystepuja w Sciekach oczyszczonych na poziomie ng/lL,
co wskazuje na niezbyt wysoka sprawnos¢ ich eliminacji w procesie oczyszczania [Shi
J. 2004]. Wediug D’Ascenzo G. [2003] oczyszczalnie z osadem czynnym usuwajg
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95% estriolu, 87% estradiolu, 85% etynyloestradiolu i 61% estronu. Badania
prowadzone na terenie oczyszczalni miejskich zlokalizowanych w Niemczech wykazaty,
iz zakfady te redukujg ponad 98% naturainych estrogendw (estron, 17beta-estradiol)
i wiece] niz 90% 17a-etynyloestradiolu, gtébwnie podczas oczyszczania osadem
czynnym [Leusch F.D.L. 2006]. Usuwanie tych zwigzkéw z fazy ciekiej jest kombinacjg
degradacji oraz sorpcji na czasteczkach osadu. Badania przeprowadzone przez
Heberera T. [2002] w oczyszczalni Sciekéw w Berlinie pokazaly, ze syntetyczne (17a-
etynylestradiol, menstranol) oraz naturalne (estriol, 17p-estradiol, estron) sterydy
wydalane z organizmu cziowieka znajdowane byly na poziomie ng/l. w $ciekach
dopiywajacych do oczyszczalni, natomiast w ,odplywach” z oczyszczalni ich stezenie
bylo znacznie nizsze na poziomie lub tez ponizej limitu detekcji. Natomiast jak podaje
Cargouét M. [2004] oczyszczalnie $ciekéw we Francji usuwajg 50% catkowitej ilosci
estrogenéw doplywajgcych wraz ze Sciekami, w tym 53,5% naturalnych estrogenéw
i 40% 17a-etynyloestradiolu. Tak mate ilosci usuwanego sztucznego sterydu sg efektem
stabego procesu degradacji tego zwigzku przeprowadzanego przez mikroorganizmy
podczas procesu oczyszczania Sciekéw. Steryd ten moze réwniez powstawaé podczas
przeksztaicania innych sterydéw (np. noretisteronu) przez mikroorganizmy. Wiekszoéé
sciekow w Wielkiej Brytanii oczyszczana jest za pomocy filtréw biologicznych lub osadu
czynnego. Oczyszczalnie z osadem czynnym sg powszechnie wykorzystywane
w duzych miastach. Szacuje sie, ze usuwajg one 91% 17B-estradiolu, 78% estronu
i 76% etynyloestradiolu [Johnson A. 2007]. W tabeli 1 zamieszczono zestawienie
zawartosci wybranych substancji typu EDCs wystepujacych w wodzie pitnej, wodach
powierzchniowych oraz $Sciekach, uzyskane na podstawie przegladu wspoéiczesnej
Iteratury.
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1.3. Wybrane aspekty analizy substancji typu EDCs

Analizujgc zawartoSci substanciji typu EDCs w probkach srodowiskowych (woda
pitna i powierzchniowa, gleba, $cieki), stosuje sie zasadniczo dwa rézne podejscia
metodologiczne: biologiczne oraz fizykochemiczne. Wybdér pomiedzy nimi zalezy
w duzej mierze od wyznaczonych uprzednio celéw podejmowanych badarn. Metody
biologiczne stosuje sie gibwnie w oznaczeniu, np. aktywnosci estrogennej pojedynczych
zwigzkow, mieszanin lub probek o nieznanym skiladzie. Techniki fizykochemiczne
umozliwiajg oznaczenie iloSciowe znanych uprzednio zwigzkéw chemicznych,
jak rowniez identyfikacje nieznanych substancji [Buszewski B. 2003, Siepak J. 2003,
Kobiella B. 2004]. Ze wzgledu na fakt, iz wiekszo$¢é prébek srodowiskowych ma
charakter wieloskiadnikowy o niezwykle duzym stopniu réznorodnosci, wiekszosé
procedur fizykochemicznych wymaga dodatkowo uzycia chromatograficznych technik
separacyjnyh [Buszewska T. 1998, Lopez de Alda M.J. 2000]. Z chromatograficznego
punktu widzenia sterydy sg bardzo niejednorodng grupa analitbw i dlatego stosujac
typowe wysokosprawne uktady rozdzielcze z gazows lub ciekig fazg ruchoma, trudno
jest w peini rodzieli¢ wielosktadnikowe mieszaniny tych zwigzkow [Lamparczyk H.
1990, Lamparczyk H. 1992]. Z tego powodu jednoczesne oznaczanie réznorodnych
form sterydow i matoczasteczkowych zwigzkdw organicznych typu EDCs
wystepujacych w Srodowisku, stanowi ciggle istotny i nierozwigzany do korica problem
analityczny [Liu R. 2004, Petrovic M. 2004, Kowalkowski T. 2006, Zarzycki P.K
2009", Zarzycki P.K. 2009"].

Wigkszos¢ istniejgcych obecnie procedur chromatograficznych opracowanych
w celu jednoczesnego oznaczania ilosciowego duzej ilosci sterydéw oraz organicznych
zwigzkow matoczgsteczkowych w prébkach Srodowiskowych oparta jest na technice
chromatografii gazowej z detekcjg typu spektrometria masowa (GC-MS) [Desbrow C.
1998, Jahr D. 1998, Routledge E.J. 1998, Ternes T.A. 1999°, Szymanski K. 2000,
McCalley D.V. 2001, Xiao X.Y. 2001]. Jednakze bezposrednie oznaczanie tego typu
zwigzkéw przy zastosowaniu technologii GC-MS jest silnie ograniczone lotnoscig
analitow. Drugim czynnikiem utrudniajgcym oznaczenia jest mata stabilno$¢ wigkszosci
tych zwiazkow w wysokich temperaturach powyzej 100°C. Z tego punktu widzenia
chromatografia cieczowa (LC) umozliwia bezposrednie oznaczanie sterydéw bez
wzgledu na ich lotnosé. W praktyce analitycznej typowy chromatograf cieczowy HPLC,
wyposazony w relatywnie prosty i tani detektor skanujacy UV-Vis typu diode array,
moze byé bardzo uzytecznym narzedziem w oznaczaniu szerokiej gamy sterydow
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i zanieczyszczenh obechych w probkach $rodowiskowych [Lépez de Alda M.J. 2000,
Diaz-Cruz M.S. 2003 Lopez de Alda M.J. 2003]. Cickawg alternatywa do wielu
ziozonych procedur analitycznych wykorzystujacych technike HPLC w ukfadzie
gradientowym jest pracujgca w systemie izokratycznym (niegradientowym) zalezna od
temperatury chromatografia inkluzyjna wykorzystujgca chiralne  substancje
makrocykliczne, np. cyklodekstryny [Zarzycki P.K. 1998, Zarzycki P.K. 2001].
Cyklodekstryny (CD), zwane réwniez cykloamylosami, cyklomaltozami
oraz dekstrynami Schardingera, odkryte zostaty przez Villiersa w 1891 roku [Singh M.
2002, Del Valle E.M. 2004, Loftsson T. 2007]. Sg to cykliczne oligosacharydy
sktadajace si¢ z monomerow D-glikozy, zwigzanych w pozycji a-1,4 [Sybilska D. 1989,
Singh M. 2002, Zarzycki P.K. 2006°]. Powszechnie stosowane sg naturaine
cyklodekstryny zawierajgce 6, 7 i 8 jednostek sacharydowych w pierscieniu
makrocyklicznym i sg odpowiednio nazywane a-CD, B-CD oraz y-CD [Schneiderman
E. 2000, Singh M. 2002, Del Vaile E.M. 2004]. Niezwykte wlasciwosci cyklodekstryn
wynikajg z ich unikatowej budowy przestrzennej. Maja one ksztalt torusa, ktérego
wnetrze ma charakter chiralny i mniej polary niz ich czes€¢ zewnetrzna. Dzigki temu
sq dos¢ dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach polarnych, np. w wodzie
lub DMSO, jak réwniez w wigkszosci mieszanin binarnych wody 2z cieczami
organicznymi, takimi jak acetonitryl lub alkohole. Wiasciwosci CD pozwalajg
na specyficzne wigzanie z substratem zaleznie od jego rozmiaréw, geometrii, ilosci
oraz rozmieszczenia ugrupowan polamych i niepolarnych [Saenger W. 1998,
Asztemborska M. 2000]. Tworzenie trwatego kompleksu czasteczki ,gospodarz-gos¢”
mozliwe jest m.in. dzigki dziataniu sit Van der Waalsa oraz wigzaniom wodorowym
[Schneiderman E. 2000, Zarzycki P.K. 2001, Del Valle E.M. 2004]. CD wykazujq
zdolnosci do tworzenia trwatych kompleksow inkluzyjnych z licznymi statymi, ciekiymi, a
takze gazowymi sktadnikami. Do potencjainych ,gosci” nalezy szereg réznorodnych
zwigzkdéw, wiaczajagc w to: gazy (acetylen), aldehydy, ketony, alkohole, kwasy
organiczne, kwasy tluszczowe, weglowodory aromatyczne, sterydy i aminy, a takze
szereg izomerdw optycznych wiw substancji [Sybilska D. 1986, Singh M. 2002].
Zdolnos¢ cyklodekstryn do tworzenia komplekséw inkluzyjnych zalezy nie tylko
od wielkosci i budowy przestrzennej potencjalnej czasteczki ,goscia”. Réwniez istotne
jest stezenie CD w fazie ciektej, rodzaj i pH rozpuszczalnika oraz temperatura
[Sybilska D. 1982, Sybilska D. 1986, Lamparczyk H. 1995, Zarzycki P.K. 1996°,
Nowakowski R. 1997, Zarzycki P.K. 1997]. W przypadku wykorzystywania
wiasciwosci inkluzyjnych w technikach separacyjnych cyklodekstryny mogg wystepowac
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w postaci zwigzanej chemicznie (wigzania kowalencyjne) lub fizycznie (oddzialywania
elektrostatyczne) na powierzchni chromatograficznej fazy stacjonarnej, jak réwniez
moga by¢ bezposrednio rozpuszczone w fazie ruchomej. Obecnie cyklodekstryny
sg powszechnie stosowane we wszystkich technikach separacyjnych wykorzystujgcych
jako fazy ruchome zarébwno gazy, jak i ciecze, a takze w technikach
elektroseparacyjnych. Poza zastosowaniami analitycznymi CD sg szeroko stosowane
w rolnictwie, przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz spozywczym, gtéwnie
w celu zwiekszenia rozpuszczalnosci i trwatosci substanciji czynnych [Schneiderman E.
2000, Singh M. 2002]. Majac na wzgledzie ich wiasciwosci fizykochemiczne
oraz praktycznie brak toksycznosci w przypadku spozycia, nalezy przypuszczaé,
iz w przysztoSci bedg one odgrywa¢ wazng role w naukach $rodowiskowych.
Zastosowanie ich moze przyczyni¢ sie do usunigcia silnie toksycznych substancji
z przemystowych $Sciekéw wskutek tworzenia komplekséw inkluzyjnych [Singh M.
2002].

Wykorzystujgca opisane powyzej wilasciwosci cyklodekstryn, zalezna
od temperatury chromatografia inkiuzyjna umozliwia jednoczesng analize iloSciowq
kiuczowych  hormonéw  sterydowych oraz ich izomerdw  optycznych
w wielosktadnikowych prébkach biologicznych, takich jak ekstrakty z tkanek, krew
oraz mocz [Lamparczyk H. 1992, Zarzycki P.K. 2006°, Clifton V.L. 2007].
W przeciwieristwie do istniejgcych procedur opartych gléwnie na gradiencie ciekiej fazy
ruchomej, w/w procedura umozliwia jednoczesne rozdzielenie wielu sterydéw
charakteryzujacych sie duzymi roznicami w polamosci w trakcie prostego
jednoetapowego procesu rozdzielania [Lamparczyk H. 1992, Lamparczyk H. 1994,
Zarzycki P.K. 1996°, Zarzycki P.K. 1997, Lépez de Alda M.J. 2000, Zarzycki P.K.
2001, Zarzycki P.K. 2002°]. Bardzo wazne jest to, 2e w opracowanej dotychczas
metodyce catkowite rozdzielenie udaje sie uzyskiwaé nawet w obecnosci duzej iloSci
interferujgcych substancji matrycy biologicznej badanej proby. Zasada dziatania
tej metody oparta jest na technice izokratycznej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej, w ktorej retencja analitbw jest kontrolowana poprzez oddziatywania
elektrostatyczne pomiedzy makrocyklicznymi modyfikatorami  inkluzyjnymi fazy
ruchomej a badanymi analitami [Armstrong D.W. 1986, Fujimura K. 1986, Sybilska
D. 1987]. Wykazano, iz oddziatywania takie sg niezwykie czute na zmiany temperatury,
dlatego rozdzielenie w takim systemie moze by¢ efektywnie sterowane zmianami
temperatury kolumny w waskim zakresie temperatur od 0 do 80°C {Zarzycki P.K.
1996°, Zarzycki P.K. 1998, Zarzycki P.K. 2001). Z praktycznego punktu widzenia
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catkowity czas analizy, potrzebny do rozdzielenia wielosktadnikowych mieszanin
sterydow charakteryzujgcych sie duzymi rdznicami w polamosci, moze by¢
zredukowany z kilku godzin (stosujac klasyczne systemy chromatograficzne)
do zaledwie kilkunastu minut. Daje to mozliwo$¢ praktycznego zastosowania tej
technologii do analizy duzej ilosci ziozonych probek pobranych ze $Srodowiska
przyrodniczego [Zarzycki P.K. 2001, Dudziak M. 2005).

1.3.1. Wplyw temperatury na retencje w chromatografii cieczowej

W technikach chromatograficznych z uzyciem klasycznego ukiadu faz
odwroconych retencja substancji chromatografowanych jest odwrotnie proporcjonalna
do temperatury kolumny. Zalezno$c¢ ta jest opisana réwnaniem (1) /Scoft R.P. 1970,
Snyder L.R. 1970, Melander W. 1978, Chmielowiec J. 1979, Melander W. 1979, Cole
L.A. 1992]

ink = - AHY/RT + AS°R + In¢ (1)

gdzie k oznacza chromatograficzny wspoiczynnik retencji, AH® - zmiane entalpii, AS° -
zmiane entropii, ¢ stosunek faz ukfadu chromatograficznego, T - bezwzgledng
temperature oraz R - stalg gazowa. Liniowy wykres zaleznoSci logarytmu parametru
retencyjnego od odwrotnosci bezwzglednej temperatury (okreslany mianem wykresu
Van't Hoffa) umozliwia oszacowanie wartosci zmian funkcji termodynamicznych.
Zaktadajac staly (dla danego procesu chromatograficznego) stosunek objetosSci faz:
stacjonarnej do ruchomej (¢), zmiany entalpii (AH°) przeniesienia substangji
chromatografowanej z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej wynoszga AH® = -axR,
a zmiany entropii (AS°) analogicznego procesu AS° = bxR. Symbole a i b to wartosci
nachylenia i przeciecia z osig Y w punkcie X = 0 proste] opisanej réwnaniem
ink = a(1000/T) + b. Ponadto liniowy wykres funkcji Ink = f(1/T) sugeruje staly
mechanizm retencji w zakresie badanych temperatur. Zaleznos¢ taka jest obserwowana
dla wiekszosci uktadéw chromatograficznych z uzyciem mono- i polimerycznych faz
C-18 i wiekszosci wodno-organicznych faz ruchomych, a takze w chromatografii
micelarnej oraz w przypadku stosowania faz stacjonarnych z kowalencyjnie wigzanymi
cyklodekstrynami [Maggs R.J. 1969, Colin H. 1978, Laub R.J. 1978, Gilpin R.K. 1980,
Sander L.C. 1980, Vigh G. 1980, Yamamoto F.M. 1989, Paleologou M. 1990, Salo M.
1992, Cabrera K. 1994, Lochmiiller C.H. 1996, Riering H. 1996]. Jednakze w wielu
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przypadkach obsérwowane sg nieregulamosci na wykresach
Van't Hoffa, mogace $wiadczy¢ o zmianach mechanizmu retencji. Odpowiedzialne
za takie zachowanie chromatograficzne sg przede wszystkim: odwracalne zmiany
morfologiczne fazy stacjonarnej, zmiany w konformacji analizowanych substancji
pod wplywem oddziatywania z fazami chromatograficznymi, a takze wystepowanie kilku
rownoleglych mechanizméw retencji, co powoduje, ze iloSciowe ujecie tego zjawiska
jest trudne [Melander W.R. 1979, Jinno K. 1982, Pirkie W.H. 1991, Cole L.A. 1992,
Ohta H. 2000, Sander L.C. 2001]. Tym niemniej chromatografowanie w zakresie
temperatur, dla ktérych obserwowane sg nieliniowosci na wykresie Van't Hoffa, jest
czasami jedyng dostepng drogg efektywnej separacji. Jest to szczegodinie widoczne
w rozdzielaniu chromatograficznym substancji o bardzo podobnej budowie chemicznej,
np. izomerow optycznych [Pirkle W.H. 1991].
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. CEL PRACY

. Opracowanie oraz optymalizacja nowych, wydajnych i tanich procedur izolacji oraz
analizy ilosciowej szerokiej gamy zwigzkéw matoczasteczkowych, wykazujgcych
whasciwosci modulatoréw hormonalnych, gidwnie sterydéw i ich naturalnych oraz
syntetycznych pochodnych, wykorzystujacych techniki ekstrakeji do fazy statej (SPE),
mikrochromatografii cienkowarstwowej (TLC) oraz =zaleznej od temperatury
chromatografii inkluzyjnej (HPLC).

. Analiza ilosciowa oraz ocena wystepowania substancji typu EDCs w zakresie
polarnosci od estetrolu do progesteronu w ekosystemach wodnych i Sciekach,
zaréwno przed, jak i po procesie ich oczyszczania.

. Klasyfikacja wod powierzchniowych obszaru Pomorza Srodkowego pod katem
wystepowania modulatorow hormonalnych na podstawie danych ilosciowych
uzyskanych z profili chromatograficznych ekstraktéw badanych prébek.

Okreslenie zdolno$ci osadu czynnego do degradacji wybranych zwigzkéw
sterydowych w warunkach laboratoryjnych.

Wytypowanie parametrow fizykochemicznych odgrywajacych istotng role
w degradacji badanej frakcji substancji organicznych w ekosystemach wodnych
oraz podczas procesu oczyszczania sciekow.

. Zbadanie efektywnosci proceséw technologicznych oczyszczania $ciekow wzgledem

ich zdolnosci do eliminowania modulatorow hormonalnych oraz zaproponowanie
sposobu ich monitorowania.
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3. CZESC EKSPERYMENTALNA
3.1. Odczynniki i roztwory

W badaniach wykorzystano wzorce nastepujgcych substancii:
1. bisfenol A (Sigma, St. Louis, MO, USA),
2. 4-teri-butylofenol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy),
3. dietylostilbestrol (Steraloids, Londyn, Anglia),
4. 7, 8-dimetoksyflawon (Sigma, St. Louis, MO, USA),
5. d-ekwilenina (Sigma, St. Louis, MO, USA),
6. ekwilina (Sigma, St. Louis, MO, USA),
7. estetrol (Steraloids, Londyn, Anglia),
8. B-estradiol-3,17-disiarczan soél dipotasowa (Sigma, St. Louis, MO, USA),
9. B-estradiol-17-(B -D-glukuronian) sél sodowa (Sigma, St. Louis, MO, USA),
10. 17a-estradiol (Aldrich Chemical Co Ltd., Milwaukee, Wi, USA),
11. 17B-estradiol (Aldrich Chemical Co Ltd., Milwaukee, Wi, USA),
12. 17B-estradiol-3-siarczan sl sodowa (Sigma, St. Louis, MO, USA),
13. estriol (Aldrich Chemical Co Ltd., Gillingham, Anglia),
14. estron (Aldrich Chemical Co Ltd., Milwaukee, WI, USA),
15. etynyloestradiol (Steraloids, Londyn, Anglia),
16. ftalan dibutylu (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy),
17. ftalan dimetylu (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze,Niemcy),
18. 17a-hydroksyprogesteron (Sigma, St. Louis, MO, USA),
19. 20a-hydroksyprogesteron (Steraloids, Londyn, Anglia),
20. kortyzol (Steraloids, Londyn, Anglia),
21. kortyzon (Steraloids, Londyn, Anglia),
22. lewonorgestrel (Steraloids, Londyn, Anglia),
23. medroksyprogesteron (Steraloids, Londyn, Anglia),
24. mestranol (Steraloids, Londyn, Anglia),
25. metylotestosteron (Polfa, Jelenia Gora),
26. noretindron (Steraloids, Londyn, Anglia),
27. norgestrel (Steraloids, Londyn, Anglia),
28. octan medroksyprogesteronu (Steraloids, Londyn, Anglia),
29. progesteron (Merck, Darmstadt, Niemcy),
30. testosteron (Polfa, Jelenia Géra),
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31. tetrahydrokortyzol (Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook, Anglia),
32. tetrahydrokortyzon (Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook, Anglia),
33. toluen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

0 A W R A

O W0 ~N O,

Poza tym do przeprowadzenia badar uzyto nastepujacych odczynnikéw:

. acetonitryt 99,9% LiChrosolv (Merck, Darmstadt, Niemcy),
. azotan sodu cz.d.a. (POCh, Gliwice),

. B-cyklodekstryna (Merk, Darmstadt, Germany),

. etanol 96% (Polmos, Kutno),

2-hydroksypropyl-g-cyklodekstryna (Sigma-AldrichChemie GmbH, Steinheim,
Niemcy),

. kwas fosforomolibdenowy (Chempur, Piekary Slaskie),

. kwas solny 35-38% (POCh, Gliwice),

. metanol 99,8% LiChrosolv (Merck, Darmstadt, Niemcy),
. wodorotlenek sodu cz. (P.P.H. ,Standard”, Lublin).

Do przygotowania chromatograficznych faz ruchomych korzystano z wody

redestylowanej.
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3.2. Aparatura
3.2.1. Ekstrakcja do fazy stafej (SPE)

Ekstrakcje do fazy statej wykonano przy uzyciu kolumienek SPE Supeiclean TM
LC-18, 6 mL, 0,5 g (Supelco, Beliefonte, PA, USA) oraz komory prozniowej do SPE
(Supelco, Beliefonte, PA, USA) podigczonej do pompy prézniowej N86 KN 18 KNF
(Nueberger Laboport, Freiburg, Niemcy).

Do préb pochodzacych z wod powierzchniowych, $ciekow surowych
i oczyszczonych oraz osadu czynnego w objetosci odpowiednio 1000, 100 oraz 1 mL
dozowano 1 pg standardu wewnetrznego (IS) jako 100 pbL roztworu
7,8-dimetoksyflawonu o stezeniu 10 pg/mL rozpuszczonego w mieszaninie
acetonitryl/woda (35%, v/v). Scieki surowe i oczyszczone przed dodaniem IS filtrowano
przez saczki bibulowe ulozone na porcelanowym leju Bichnera przy uzyciu
podciénienia wytworzonego przez pompe prozniowg N86 KN 18 KNF (Nueberger
Laboport, Freiburg, Niemcy).

Kolumienki SPE kondycjonowano przy uzyciu 5 x 1 mL 100% metanolu oraz
5 x 1 mL mieszaniny metanol/iwoda (1%, v/v). Prébki przepuszczano przez kolumienki,
a nastepnie oczyszczano je za pomocg mieszaniny czyszczacej (5 x 1 mL
metanol/woda, 30%, v/v). Badane zwigzki wymywano czteroma porcjami w ilosci 0,5 mL
100% metanolu i odparowywano w temperaturze pokojowej w wirdwce prdzniowej
Savant SPD121P (Thermo Electron Corporation, Milford, MA, USA) podtaczonej
do wymrazacza oparéw (Refigerated Vapor Traps RVT 4104, Asheville, NC, USA)
oraz olejowej pompy prézniowej Thermo Savant VLP80, model RV3 (Thermosavant
Instruments Inc., Holbrook, NY, USA). Sucha pozostato$é rozpuszczano w 100 pL fazy
ruchomej bez dodatku cyklodekstryn (acetonitryl/woda, 35%, v/v) i zamrazano (-20°C)
w chiodziarkozamrazarce (Polar S.A. Wroctaw) do momentu rozpoczecia analiz
przy uzyciu systemu HPLC-DAD. Préby przechowywano w fiolkach szklanych
z zamknieciem pokrytym teflonem o pojemnos$ci 4 mL (Supelco, Bellefonte, PA, USA).
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3.2.2. Mikrochromatografia planarna (TLC)

Do rozdzielenia wybranych sterydbw za pomocg mikrochromatografii
cienkowarstwowej wykorzystano termostatowang komore horyzontalng [Zarzycki P.K.
2008]. Chromowany mosiezny modul mikrokomory pracowat wewnatrz pokrytej piankg
izolacyjna aluminiowej ostony podtaczonej do termostatu cyrkulacyjnego Nesiab RTE-7
D1 (Themmo Electron Corporation, Newington, NH, USA). System ten zapewniat
utrzymanie statej temperatury procesu wynoszacej 20°C, z doktadnoscig do 0,05°C.

Plytki szklane HPTLC RP18W (Merck, Darmstadt, Niemcy) o wymiarach
fabrycznych 100 x 100 mm przycinano do rozmiaréw 50 x 50 mm. Linie startowg
wyznaczano w odlegtosci 5 mm od dolnego brzegu plytki, jednoczesnie przyjmujac
odlegtos¢ 45 mm jako maksymaing droge migracji badanych analitéw.

Ptytke z naniesionymi sterydami w ilosci 1 pg dla kazdego zwigzku
(1 pL roztworu o stezeniu 1 mg/mL metanolu) umieszczano poziomo w module komory
chromatograficznej, faza stacjonarng skierowang do dotu. Nastepnie modut
przenoszono do wnetrza termostatowanej ostony aluminiowej, przykrywano piytkg
szklang. Rozdzielanie prowadzono w warunkach atmosfery wysyconej parami fazy
rozpuszczalnika. Proces chromatograficzny rozpoczynat sie po wstrzyknieciu fazy
ruchomej o objetosci 1 mL do rowka dozujgcego i zostawat zatrzymywany, gdy czoto
fazy ruchomej docierato do krarica plytki.

Wiasciwosci chromatograficzne sterydéw badano przy uzyciu fazy stacjonarnej
RP18W oraz pelnego zakresu stezenn mieszaniny metanol/woda (0-100%, viv). W celu
wizualizacji plamek po rozwinieciu chromatograficznym plytki zanurzano w 10%
roztworze kwasu fosforomolibdenowego (PMA) w metanolu, a nastepnie ogrzewano

je w 100°C przez 10 minut w szafie termostatycznej ST2/B/40 (Pol-Eko-Aparatura,

Wodzistaw Slaski). Do digitalizacji danych uzyto skanera biurowego Plustek OpticPro
S12 USB (Taipei, Taiwan).
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3.2.3. Zalezna od temperatury chromatografia inkiuzyjna (HPLC)

Do badan jakoSciowych i iloSciowych wykorzystano wysokosprawny
chromatograf cieczowy (HPLC) sktadajacy sie z: zaworu Rheodyne 7725i (Rohner Park,
CA, USA) wyposazonego w petle o pojemnosci 20 ul, pompy izokratycznej LC-10
ADvp (Shimadzu, Chiny) oraz detektora skanujacego w zakresie promieniowania
elektromagnetycznego UV-Vis PDA SPD-M20A (Shimadzu, Suzhou New District,
Jiangsu, Chiny).

Temperature kolumny w zakresie od 0 do 60°C z doktadnoscig + 0,05°C
kontrolowano za pomoca ptaszcza wodnego (Alltech, Deerfield, IL, USA) pokrytego
piankq izolacyjng oraz potaczonego z termostatem cyrkulacyjnym Neslab RTE-7 D1
(Thermo Electron Corporation, Newington, NH, USA).

Dane retencyjne wzorcow analitycznych dla celow optymalizacji procesu
rozdzielania uzyskano przy uzyciu kolumny Supelcosil LC-18 o dlugosci 10 cm
i Srednicy 4,6 mm (Supelco, Bellefonte, PA, USA) wypelnionej fazg stacjonarng
0 uziarnieniu 5 pm. Rozdzielanie mieszanin wzorcéw oraz badania iloSciowe ekstraktéw
prébek Srodowiskowych przeprowadzono na kolumnie analitycznej tego samego typu,
ale o diugosci 25 cm.

Faze ruchomg tworzyla mieszanina acetonitryllwoda (35%, viv) bez oraz
z dodatkiem odczynnikoéw inkluzyjnych (B-cyklodekstryna Ilub hydroksypropyl-B-
cyklodekstryna) o stezeniu 10 mM. Rozdzielanie prowadzono w systemie izokratycznym
dla przeplywu fazy ruchomej 1 miL/min.

Czas retencji substancji niezatrzymywanej przez kolumne (hold up time; ty)
wyznaczono przy uzyciu azotanu sodu o stezeniu 10 pg/mL rozpuszczonego w fazie
ruchomej bez dodatku cyklodekstryn (acetonitryl/woda, 35%, viv).

Wyjsciowe roztwory wzorcéw przygotowano w stezeniu 1 mg/mbL w metanolu,
z ktorych przygotowywano roztwory robocze w zakresie od 1 do 50 pg/mL fazy
ruchomej (acetonitryl/iwoda, 35%, v/v) bez dodatku cyklodekstryn.

Substancje stale nawazano z doktadnoscig 0,1 mg przy uzyciu wagi analitycznej
WAS 100/X (Zaktad Mechaniki Precyzyjnej “RADWAG”, Radom). Fazy ruchome przed
uzyciem sgczono przez saczki PTFE 1um (Toyo Roshi Kaisha, Japonia) umieszczone
w szklanym zestawie filtracyjnym (Simax, Czechy), skiadajgcym sie z lejka
o pojemnosci 250 mL, uchwytu uciskowego, tgcznika szklanego ze szlifem oraz kolby
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o pojemnosci 1 L, ktéry podiaczono do pompy prézniowej N86 KN 18 KNF (Nueberger
Laboport, Niemcy). Oczyszczone fazy ruchome odgazowywano na {fazni
ultradzwiekowej Sonic 1 (Polsonic sp. z 0.0., Warszawa) przez 0,5 godziny.
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}.3. Pobor préb srodowiskowych

Analizowano proby wody pochodzace z laboratorium Zaktadu Toksykologii i
Jioanalityki (destylowana i wodociggowa), jak réwniez z Morza Baltyckiego oraz z jezior
rzek wystepujacych na terenie Pomorza Srodkowego w promieniu 50 km od Koszalina.
Viateriat przeznaczony do badasn pobrano w okresie od 19.11.2007 do 10.01.2008 r.,
tiedy odnotowano dodatnie temperatury powietrza. Na terenie Oczyszczalni Sciekow w
Jamnie zebrano do badan probki Sciekébw surowych oraz oczyszczonych w cyklu
ygodniowym (06-13.05.2008), a takze probki osadu czynnego (18.09.2008,
14.10.2008, 04.11.2008) przeznaczone do oceny biodegradacji wybranych sterydéw
wzez mikroorganizmy tam wystepujace. Dokiadng lokalizacje miejsc, w ktérych
yozyskiwano materiat do analiz, okreslono przy uzyciu GPS Eagle Cuda 250S/MAP
Eagle Electronics, Catoosa, OK, USA) (rysunek 2, tabela 2). W terenie mierzono
emperature powietrza, wody i $ciekéw, pH wody i $ciekédw oraz zawartos¢ tlenu w
yébach. Uzyskane dane przedstawiono w tabeli 3.

Wode przeznaczong do analiz pobierano do butli szklanych o pojemnosci 1000 mL z
1akretkg teflonowa. W przypadku rzek wode pozyskiwano z odleglosci 1,5-56 m od
wrzegu, natomiast wode jeziorng oraz morskg w takiej odleglosci od brzegu, w ktérej
yebokos¢ wynosita 1 metr. W zalezno$ci od typu jeziora probki pobierano w odlegtosci
340 m oraz z giebokosci okoto 10-20 cm od powierzchni. Pobrane préby
rzechowywano w lodéwce (4°C) do momentu rozpoczecia ekstrakcji do fazy statej
SPE) przez okres nie przekraczajacy 3 godzin. Probki $ciekow surowych pobierano z
comory rozpreznej przed piaskownikiem, a $ciekébw oczyszczonych z osadnika
vtomego (rysunek 4, 5). Pozyskany materiat filtrowano natychmiast po przewiezieniu
lo laboratorium, poddawano ekstrakcji za pomocg SPE, nastepnie préby zamrazano
-20°C) do momentu rozpoczecia analiz przy pomocy aparatury HPLC.
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3.3.1. Charakterystyka miejsc poboru préb
3.3.1.1. Ekosystemy wodne

Ekosystemy wodne, z ktérych pobierano prébki do analiz, zlokalizowane
sq w jednym obszarze geograficznym, lecz réznig sie funkcjg limnologiczng
oraz potencjalnymi zrédtami pochodzenia wystepujacych w nich EDCs. Wybrane
srodowiska wodne zlokalizowane sg na jednorodnym pod wzgledem kiimatycznym
i geologicznym terenie. Daje to mozliwo$¢ poréwnania wynikow z jednoczesnym
uwzglednieniem naturalnej réznorodnosci prébek wynikajacej, np. z aktywnosci
mikrobiologicznej konkretnego stanowiska czy zmiennosci temperatury w réznych
porach roku. Czynniki te w znaczacy spos6b moga wplywaé na wystepowanie,
zawarto$¢ i dynamike gromadzenia si¢ sterydowych EDCs w badanych ekosystemach.
Miejsca poboru préb obejmowaly nastepujgce stanowiska:

|. Morze Battyckie; najwiekszy na Swiecie zbiomik wody stonawej, ktory powstat
w wyniku obfitych sptywoéw wod stodkich z otaczajgcych laddéw. Poboér préb odbywat
sie w strefie przybrzeznej potudniowego Battyku z dala od zatok oraz ujs¢ rzek.

Il. Plytkie, fizycznie niestabilne jeziora charakteryzujgce sie intensywnymi interakcjami
wobd z osadami dennymi:

1. Jezioro Lubiatowo; zbiornik typu eutroficznego; w latach 70-tych i 80-tych
ubiegtego wieku otrzymujacy wysokie tadunki zlewniowe nawozéw sztucznych
i organicznych w wyniku dziatalnosci rolniczej Instytutu Ziemniaka w Boninie.
Obecnie jezioro poddane jest cigglemu narazeniu na zanieczyszczenia
wynikajgce z typowej dziatalnosci rolniczej prowadzonej w obrebie jego zlewni.

2. Jezioro Jamno, zbiornik przymorski typu hypertroficznego; w obrebie zlewni
tego jeziofa zlokalizowane jest 110-tysieczne miasto Koszalin, odprowadzajace
$cieki komunalne do tego zbiornika. Zanieczyszczenia odbierane przez zlewnie
tego jeziora powinny by¢ znaczacym Zroditem substanciji typu EDCs.

3. Jezioro Bukowo; zbiornik przymorski typu eutroficznego; jezioro referencyjne
dia w/w zbiornikéw; wybrane ze wzgledu na polozenie: oddalone od wiekszych
miast oraz obszarow intensywnej uprawy rolnicze;.

ll. Mezotroficzna zlewnia rzeki Parsety (typowej rzeki nizinnej z wieloma meandrami
i powolnym nurtem, jej giébwne Zrédio zanieczyszczeri stanowig obszary rolnicze)
oraz eutroficzna zlewnia rzeki Dzierzecinki (dtugos¢ 27 km, przeptywa przez miasto

Koszalin).
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V. Mezotroficznaleutroficzna zlewnia rzeki Radew narazona na Sredni wplyw
ranieczyszczen pochodzenia antropogenicznego:

1. Jezioro Kwiecko; zbiornik zdestabilizowany fizycznie na skutek dziatania
elektrowni szczytowo-pompowej wykorzystujgcej 80-metrowa réznice poziomow
miedzy jeziorem Kamienne i Kwiecko. Wody tego zbiornika zasilane
sg w duzym stopniu przez weglanowe wody podziemne, jak réwniez
poddawane wplywowi rozkiadanej przez grzyby materii organicznej,
pochodzacej z litoralnych trzcinowisk, szczegolnie w okresie wiosny.

2. Jezioro Rosnowo; stabilny i silnie stratyfikowany zbiornik zaporowy
z przestrzennie wyodrebnionymi strefami sedymentaciji, produkcji pierwotnej
oraz dekompozyciji.

3. Jezioro Hajka; cieply i stabilny, ale charakteryzujacy sie tagodng stratyfikacjg
zbiornik zaporowy zasilany tylko wodami epilimnionu jeziora polozonego
powyzej.

4. Wody podziemne w dolinie Radwi ze zloza bedacego zrédiem wody pitnej
dia miasta Koszalina (pozostajgce w kontakcie z wodami powierzchniowymi
na skutek wysokiego przewodnictwa utworéw skalnych doliny).

5. Stara Radew; koryto rzeczne bedgace pozostatoscig naturalnego odcinka rzeki
pomiedzy dwoma powy2szymi zbiornikami zaporowymi. Obecnie nieczynne
i intensywnie zasilane przez wody podziemne przesigkajace przez tereny lesne
oraz gleby terenéw rolniczych.

V. Stabilne, stratyfikowane oraz siinie eutroficzne jezioro Parnowo zasilane przez
vody podziemne i splyw powierzchniowy, narazony na silny wplyw zanieczyszczefn
sochodzacych z dziatainosci rolniczej, w tym hodowli zwierzecych.
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3.3.1.2. Oczyszczalnia Sciekéw ,Jamno”

Oczyszczalnia Sciekéw ,Jamno” powstata w 1994 roku, natomiast w 1995
'oku zostata przekazana w uzytkowanie Miejskim Wodociggom i Kanalizacji Sp. z o.o.
~ Koszalinie. Oczyszczalnia znajduje sie we wsi Jamno na terenie gminy Bedzino
(rysunek 3, 4). Oczyszcza ona Scieki doplywajace z miasta Koszalin, wsi Jamno,
miejscowosci na terenie gminy Swieszyno oraz $cieki dowozone taborem
asenizacyjnym z terenéw nieobjetych systemem kanalizacyjnym [Kozak M. 2005, 2006,
2007, Operat wodnoprawny 2003]. Pierwotnie oczyszczalnia nastawiona
byta na usuwanie jedynie zwigzkow wegla i fosforu. W 1997 roku przeprowadzono test
lechnologiczny umozliwiajgcy zintensyfikowanie procesow usuwania zwigzkéw azotu
na drodze chemiczno-biologicznej. W tym celu wybudowano instalacje, ktérej zadaniem
oylo wstepne strgcanie z wykorzystaniem reagenta PIX-113 oraz polimeru PRAESTOL
2530. W latach 2000-2003 rozbudowano reaktory biologiczne, co umozliwito prace
asadu czynnego w systemie tréjffazowym. Efektem tego dziatania bylo oczyszczanie
Sciekbw na drodze biologicznej zgodnie z wymaganiami obowigzujgcego prawa
w Polsce oraz Unii Europejskiej [Kozak M. 2004, 2006, 2007]. Obecnie do zakiadu
doplywaja zmienne ilosci sciekbw o zmiennym stezeniu zanieczyszczer, natomiast
scieki oczyszczone wprowadzone do odbiornika oczyszczane sg w stopniu wymaganym
orzez pozwolenie wodnoprawne. Oczyszczalnia uzyskuje wysokie redukcje
poszczeglinych wskaznikéw zanieczyszczen, chociaz najbardziej problematyczne
est utrzymanie na wymaganym poziome azotu ogoinego (tabela 4) [Kozak M. 2007°,
2007°]. W Oczyszczalni Sciekéw ,Jamno” wykonuje sie jeden raz na tydzien
nastepujgce pomiary: pH, BZTs, ChZT, Pog, Nog (N-NH4, N-NO;, N-NO3, N Kiejdahla)
oraz zawiesiny ogéinej w puktach znajdujgcych sie na wejsciu (Sciek surowy)
oraz wyjsciu (Sciek oczyszczony), a takze pomigdzy osadnikiem wstepnym a reaktorem
siologicznym, gdzie dodatkowo mierzy sie lotne kwasy ttuszczowe (LKT).

Przeptywy $ciekéw odnotowane w 2005 roku dla zaktadu w Jamnie wynosily:

- $redni przeptyw dobowy (z roku) - Q4&=29.790 m>(d,
- minimalny przeptyw dobowy - Qgmin=22.091 m3/d,
- maksymainy przeptyw dobowy - Qgmax=107.150 m*/d.
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Oczyszczalnia sktada sie z nastepujacych czesci:
- blok oczyszczania mechanicznego $ciekéw,
- blok chemicznego stracania,
- blok oczyszczania biologicznego Sciekow,
- blok przerébki osadéw $ciekowych [Kozak M. 2006, Operat wodnoprawny 2003].

Skrocony opis procesu oczyszczania Sciekéw [Operat wodnoprawny 2003].
Scieki surowe doprowadzane s kolektorem grawitacyjnym do komory kraty rzadkiej
(oczyszczanej recznie), nastepnie przeplywajg przez kraty geste schodkowe
(oczyszczane automatycznie). Pomiedzy tymi dwoma punktami (kratg reczng a kratami
automatycznymi) wigczony jest doplyw Sciekdw z punktu zlewnego oraz odciekéw z
bloku przerébki osadéw. Scieki kierowane sg do piaskownika poziomego
trzykomorowego z podigczonymi pompami piaskowymi. Na odcinku pomiedzy kratami
automatycznymi a piaskownikiem dawkowany jest reagent PIX oraz polimer anionowy
w celu chemicznego wstepnego stracania. Nastepnie scieki przeptywaja przez kanat
pomiarowy do osadnikéw wstepnych. Osad wstepny oraz zatrzymane czesci plywajace
kierowne sg do pompowni osadéw. Urzadzenia na etapie oczyszczania mechanicznego
usuwajg ze Sciekéw skratki, zawiesing mineralng ziamista, zawiesing mineraing
tatwoopadajgcy i czesci flotujace. Po przejsciu przez etap oczyszczania mechanicznego
$cieki przeptywaja grawitacyjnie na ciggi technologiczne oczyszczania biologicznego,
gdzie zachodzi biochemiczny proces usuwania zwigzkéw azotu, anaerobowy proces
usuwania zwigzkow fosforu, anoksyczny proces denitryfikacji oraz tlenowy proces
nitryfikacji wspomagany chemicznym strgcaniem fosforu. Z reaktoréw biologicznych
§cieki kierowane sg do komory rozdziatu $Sciekéw przed osadnikami wtérmymi,
nastepnie do osadnikéw wtérnych, gdzie zachodzi oddzielenie osadu czynnego i
chemicznego od oczyszczonych sciekow. Do komory rozdzialu dodawany jest reagent
PIX, ktéry przeciwdziata uwalnianiu sie fosforu z osadu czynnego do cieczy
nadosadowej w osadnikach wtérnych. Oczyszczone $cieki kolektorem wpadajg do
odbiornika, ktérym jest rzeka Dzierzecinka. Natomiast osad nadmierny oraz osad
wstepny, a takze czesci plywajace kierowane sg na zageszczacze grawitacyjne, a
nastepnie do otwartej komory fermentacyjnej. Przed zageszczaczami dodawany jest do
osadu reagent PIX oraz polielektrolit kationowy. Po przefermentowaniu osad
przemieszczany jest na wirowki sedymentacyjne przeznaczone do jego odwadniania. W
miejscu tym dodawny jest polielektrolit kationowy. Odciek z zageszczaczy oraz odciek z
wirowek przemieszczany jest do reaktora chemicznego, w ktérym ponownie aplikowany
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jest reagent PIX. Osad chemiczny powstaly w reaktorze chemicznym dostaje sie na
wirbwke sedymentacyjng, natomiast odciek, jaki tam powstaje, kierowany jest do
reaktora chemicznego. Ciecz nadosadowa z reaktora chemicznego przeptywa na
poczatek ukiadu oczyszczania Sciekébw. Osad odwodniony 2z  wiréwek
sedymentacyjnych przekazywany jest dla PGK sp.z 0.0. w Koszalinie, a nastepnie
transportowany na wysypisko smieci w Sianowie.
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3.4. Biodegradacja sterydow

Biodegradacje wybranych sterydow (estriolu, testosteronu i ekwiliny) w warunkach
laboratoryjnych z wykorzystaniem osadu czynnego badano wedtug metody opisanej
w literaturze [Ternes T.A. 1999°]. W tym celu w zlewce szklanej mieszano 10 mL
osadu czynnego pobranego z Oczyszczalni Sciekow ,Jamno” z 90 mL wody
wodociggowe|. Nastepnie z tej mieszaniny pobierano po 20 mL cieczy i przenoszono
do trzech kolbek stozkowych o pojemnosciach 100 mL. Réwnoilegle do 3 innych kolbek
stozkowych o pojemnosciach 100 mL dodawano po 20 mL wody wodociggowej, ktére
stanowity proby odniesienia. Do kazdej préby dozowano po 200 ug badanego sterydu
(200 pL roztworu wysciowego o stezeniu 1 mg/mL metanolu). Przez caty okres trwania
eksperymentu proby byly mieszane na mieszadtach magnetycznych MS 11 (Producent
Sprzetu Loboratoryjnego ,Wigo”, Piastow) w temperaturze pokojowej i napowietrzane
za pomocg membranowej pompki akwariowej. W celu oznaczenia danego sterydu
pobierano za pomocg pipety automatycznej po 1 mL cieczy reakcyjnej w nastepujacych
odstepach czasowych: 1, 5, 30 i 60 minut oraz 6, 24 , 48 i 72 godzin i przenoszono je
do fiolek szklanych o pojemnosci 4 mL (Supeico, Bellefonte PA, USA). Nastepnie do
préb dodawano pipeta automatyczng po 20 plL 0,5% HCI (uzyskujac pH =~ 3) w celu
zahamowania aktywnosci mikroorganizmoéw powodujacych rozkiad badanych analitow.
Po doktadnym wymieszaniu do prébek wstrzykiwano pipeta automatyczng po 20 pL
0,5% NaOH, aby przywr6ci¢ odczyn obojetny cieczy. Fiolki z prébami przechowywano
w chiodziarkozamrazarce przez maksymalny okres 24 godziny, w temperaturze 4°C do
momentu oczyszczania ich oraz zatezania metoda ekstrakcji do fazy stalej (SPE),
analogicznie jak dia préb wéd powierzchniowych.

Podczas trwania eksperymentu mierzono w poszczegbinych prébach tien przy
uzyciu czujnika tlenowego galwanicznego COG-2 (Elmetron, Zabrze, Poland)
sprzezonego z tlenomierzem CO-411 (Eimetron, Zabrze, Poland), do ktérego
podtaczono réwniez czujnik temperatury CT2B-121 (od -70 do +200°C) (Elmetron,
Zabrze, Poland), natomiast pH-metr Handylab pH11 (Schott Instruments, Mainz,
Niemcy) potaczony z elektrodg BlueLine 24pH (Schott Instruments, Mainz, Niemcy)
umozliwit jednoczesnie wykonanie pomiaru odczynu oraz temperatury badanej
mieszaniny. Wyniki te zestawiono w tabeli 5.
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3.5. Oprogramowanie uzyte do analizy danych

Do rejestracji chromatograméw HPLC, pilytek mikrocienkowarstwowych HPTLC
oraz statystycznej obrébki danych uzyto nastepujacego oprogramowania:

a) LC Solution System wersja 1.21 SP1, 2002-2005 (Shimadzu Manufacturing Inc.),

b) Oprogramowanie skanera Plustek, (Taipei, Taiwan) Image Folio wersja 4.2.0, 1991-
2000 (New Soft Technology Corporation),

c) Scion Image freeware wersja 4.0.3.2 (Scion Corporation hitp://www.scioncorp.com/),

d) XLSTAT-Pro/3Dplot wersja 2008.2.01 wyprodukowanego przez (Addinsoft, Paryz,
Francja).
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4. WYNIKI | DYSKUSJA WYNIKOW

4.1. Opracowanie metodyki do badan ilosciowych

4.1.1. Optymalizacja rozdzielania wybranych substancji typu EDCs przy pomocy
2aleznej od temperatury chromatografii inkluzyjnej (HPLC)

Na podstawie danych literaturowych omoéwionych we wstepie rozprawy
do badan wybrano szereg drobnoczagsteczkowych substancji majgcych dziatanie typu
EDCs lub bedacych potencjalnymi biomarkerami zjawiska modulacji hormonalnej
w ekosystemach wodnych. Wzory chemiczne tych substancji przedstawiono
na rysunku 6A, B. S to substancje pochodzenia naturalnego, jak i syntetycznego
nalezace do réznych klas chemicznych, o dziataniu biologicznym zaréwno
estrogennym, jak i progestagennym (estetrol, estriol, kortyzol, kortyzon, 17p-estradiol,
17a-estradiol, progesteron, testosteron, 17a-hydroksyprogesteron, estron, norgestrel,
dietylostilbesterol, mestranol, octan medroksyprogesteronu, medroksyprogesteron,
tetrahydrokortyzon, tetrahydrokortyzol, kortyzol, ekwilina, d-ekwilenina,
metylotestosteron, lewonorgestrel, etynyloestradiol, noretindron,
20a-hydroksyprogesteron, 4-fert-butylofenol, bisfenol A, toluen, ftalan dibutylowy, ftalan
dimetylowy, p-estradiol-3,17-disiarczan, p-estradiol-17-(-D-glukuronian), 17p-estradiol-
3-siarczan). Dodatkowo, substancje te wytypowano pod katem mozliwosci analizy
ilosciowej za pomocg detektora skanujacego UV-Vis, przy uzyciu techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Z danych literaturowych wynika,
iz analiza iloSciowa wielosktadnikowych mieszanin EDCs w probkach Srodowiskowych
jest znacznie utrudniona, gtéwnie ze wzgledu na duzy zakres polarmosci analitow
oraz znaczne réznice siegajace nawet kilku rzedow wielkoSci, w poziomach pikéw
badanych w stosunku do interferujgcych z nimi pikéw substancji matrycy tia probek.
Istniejace procedury analityczne oparte na technice HPLC wymagajg zazwyczaj
stosowania metod gradientowych [Lépez de Alda M.J. 2001°, Lépez de Alda M.J.
2003]. Analiza prébek zawierajacych substancje w szerokim zakresie polarnosci,
wymaga diugiego czasu rozwijania chromatograméw, rzedu 1 godziny. Poniewaz
badane probki zawierajg dziesiatki pikow, podstawowym problemem staje sie
zapewnienie powtarzalnosci warunkéw rozwijania analizowanych mieszanin. Z tego
punktu widzenia rozdzielanie izokratyczne zapewnia znacznie stabilniejsze warunki
analizy, wymaga mniej zlozonego sprzetu analitycznego i jest znacznie tansze.
W przypadku proponowanej metody izokratycznej powtarzalno$s¢ pomiaru retenciji
w wieloskladnikowych prébkach jest bardzo dobra. Okreslono jg przy pomocy substancji
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wzorca wewnetrznego (7,8-dimetoksyflawon). Obliczona warto$¢ wspélczynnika

zmiennosci CV% dla 34 pomiaréw rzeczywistych ekstraktéw prob zawierajgcych

te substancje, wymywang z kolumny po czasie 22 minut, wynosi 1.1%. Na rysunku 7

przedstawiono przyktadowy chromatogram wszystkich analitow uzyskany przy

zastosowaniu krétkiej kolumny analitycznej wypemionej fazg stacjonarng typu LC-18.

Jako faze ruchoma zastosowano mieszanine binarng acetonitrylu z wodg w proporcji

35% (v/v). Analize prowadzono w temperaturze pokojowej (20°C) i przeptywie fazy

ruchomej 1 mL/min. Stwierdzono, iz w warunkach tych mozliwe jest wymycie z kolumny

wszystkich analizowanych wzorcoéw. Tym niemniej, z praktycznego punktu widzenia
niemozliwe jest zastosowanie takiej procedury do badarn ilosciowych z co najmniej
czterech powodow:

1) nie uzyskano zadowalajgcego rozdzielenia wiekszosci analizowanych substancji,

2) czas analizy jest bardzo diugi, wynosi dla ostatniego pasma ponad 3 godziny
(tabela 6),

3) rozmycie wigkszosci substancji wymywanych jako ostatnie uniemozliwia osiggnigcie
wymaganej czutosci do analiz ilosciowych na poziomie kilku-kilkudziesieciu ngw 1 L
wody,

4) chromatogram charakteryzuje sie znaczng asymetrycznoscia grupowania pasm
analitéw.

W celu opracowania efektywnej, powtarzalnej i przydatnej w praktyce metody
ozdzielania dla badan ilosciowych prébek Srodowiskowych wykorzystano fakt kontroli
etencji poszczegblnych analitbw poprzez oddziatywania typu ,gosé-gospodarz’,
nvykorzystujgc w tym celu kompleksy inkluzyjne na bazie cyklodekstryn. Z danych
iteraturowych wynika, ze w przypadku, gdy odczynnik inkluzyjny rozpuszczony w fazie
‘uchomej stabo oddzialuje z fazg stacjonarng (czas retencji takiej substancji jest
zblizony do znacznika objeto$ci martwej systemu chromatograficznego), a jednoczesnie
nozliwe jest jego oddziatywanie z czasteczkami analitobw, to nalezy spodziewaé sie
skrocenia czasu retencji tych zwigzkow, ktére sg w stanie wnika¢ do wnetrza substanciji
nakrocyklicznej. Efektywne wplywanie na retencje w chromatografii cieczowej utatwia
akt znacznego wplywu na to zjawisko temperatury i to w relatywnie waskim jej zakresie
»d 0 do 80°C [Zarzycki P.K. 1998]. Bardzo istotna jest rowniez obserwacja znacznego
skracania retencji poszczegoélnych analitbw w niskich temperaturach, co jest zjawiskiem
lietypowym, gdyz w klasycznych ukiadach chromatograficznych
vraz z obnizeniem temperatury retencja analitow zwykle ro$nie [Pirkle W.H. 1991,
Smith R.J. 1995].
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W celu optymalizacji separacji badanych analitbw wykorzystano wiasciwos$ci
inkluzyjne B-cyklodekstryny (B-CD) oraz jej hydroksypropylowej pochodnej. Z danych
iteraturowych wynika, Zze naturalna p-CD nalezy do jednych z efektywniejszych
modyfikatoréw inkluzyjnych [Sybilska D. 1992, Nowakowski R. 1997]. Tym niemnigj
wada tej substancji jest relatywnie niska rozpuszczalno§¢ w wodno-organicznych
fazach ruchomych, mogaca powodowaé problemy z krystalizacjg na kolumnie fub w celi
detektora, w trakcie procesu rozdzielania prowadzonego w temperaturze ponizej 20°C.
Wady tej nie posiada jej hydroksypropylowa pochodna, ktorej efektywne stezenie
w rozpuszczainikach wodno-organicznych moze by¢ wigksze o dwa rzedy wielkosci
i to w szerokim zakresie temperatur [Taghvaei M. 1991, Chatjigakis A.K. 1992,
Zarzycki P.K. 2006°].

W tabeli 7 zestawiono uzyskane wartosci wspdiczynnikow retencji (k)
dla 27 analitébw chromatografowanych przy uzyciu faz ruchomych niemodyfikowanych
oraz modyfikowanych substancjami makrocyklicznymi w stezeniu 10 mM. Selekcji
27 zwigzkéw z wyjsciowej puli 33 substancji dokonano na podstawie wstepnych badan
ch oddziatywan z cyklodekstrynami. Stwierdzono, iz dla substancji migrujacych przed
sstetrolem (siarczan i glukuronian estradiolu) i za progesteronem (octan
medroksyprogesteronu, mestranol oraz ftalan dibutylu) nie obserwuje sie efektywnych
zmian retencji poprzez dodatek substancji makrocyklicznych. Rysunek 8 przedstawia
orzyktadowe profile retencji badanych substancji w zakresie temperatur od 0 do 60°C
~ postaci wykreséw Van't Hoffa. Stwierdzono, iz wplyw temperatury na retencje jest
silniejszy w przypadku stosowania p-cyklodekstryny, szczegéinie dla zakresu niskich
'emperatur. Ponadto w warunkach tych mozliwe jest efektywne rozdzielenie izomeréw
aptycznych norgestrelu. Podwyzej temperatury pokojowej hydroksypropylowa pochodna
moze réwniez efektywnie oddziatywaé z analitami, jak B-CD. Z danych przedstawionych
~ tabeli 8 wynika jednoznacznie, iz wiekszos¢ profili retencji uzyskanych w obecnosci
nodyfikatorow makrocyklicznych ma charakter nieliniowy. W celu ilosciowego
skreslenia sily oddziatywania poszczegoélnych analitbw z badanymi modyfikatorami
mnakrocyklicznymi postuzono sie prostym kryterium ilorazu wspoiczynnikow retencii
szyskanego dla danych bez i 2z dodatkiem modyfiktora makrocyklicznego
'ko wm cp /K10 mm co) [Zarzycki P.K. 1996°]. Dane te przedstawione w tabeli 9
Jmozliwiajg wskazanie tych substancji, ktére oddziatywujg najsilniej z modyfiktorami
nakrocyklicznymi oraz poroéwnanie efektywnosci oddzialywania p-cyklodekstryny
iej hydroksypropylowej pochodnej.
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Z praktybznego‘ punktu widzenia istotny jest fakt, czy dodatek substancji
nakrocyklicznych umozliwia poprawe rozdzielania oraz skrécenie czasu analizy
>adane] mieszaniny, w ktérej sktad wchodzg substancie typu EDCs. Dane
wzedstawione w tabeli 7 (0-60°C) postuzyly do oszacowania retencji analitéw
v zakresie temperatur od -10 do 70°C z rozdzielczoscia 1°C stosujac model
natematyczny wykorzystujacy rdwnanie kwadratowe w postaci In k = a +bx +cx®
dla x = 1000/T). Wartoéci poszczegoinych wspotczynnikéw a, b, ¢ oraz obliczone
vartoéci wspbtczynnika determinacji ©# przedstawiono w tabeli 10. Na podstawie
bliczonych danych retencyjnych i wykorzystujgc ilosciowe kryteria rozdzielania,
itworzono wykresy obrazujgce maksymainy czas analizy (catkowity czas wymywania
nieszaniny fuax), wspétczynnik rozdzielenia (@) dla wszystkich sgsiadujacych z sobg
»ar pikéw oraz minimalne wartosci parametru selektywnosci (auwn dla pasm sasiednich)
rysunek 9). Na podstawie tych danych wytypowano optymaine temperatury
yrowadzenia procesu separacji izokratycznej substancji badanych. Przyktadowe
shromatogramy substancji wzorcowych uzyskanych na podstawie w/w danych
¥ optymalnej temperaturze i za pomocg kolumny analitycznej diugosci 25 cm
raprezentowano na rysunku 10.

Jak widaé, dane wyjSciowe zebrane w tabeli 7 umozliwiajg poprzez proste
ryteria optymalizacji (rysunek 10) dobranie najlepszych warunkéw rozdzielenia
nieszaniny wielosktadnikowej ziozonej z 27 substancji, w tym wzorca wewnetrznego
7,8-dimetoksyflawon). Dodatek obu badanych substancji makrocyklicznych umozliwia
rnaczne skrécenie czasu analizy (ponizej 1 godziny), poréwnywaine do procedur
r uzyciem technik gradientowych [Lépez de Alda M.J. 2001°, Lépez de Alda M.J.
2003]. Nalezy nadmieni¢, ze uzyskany czas analizy moze zosta¢ znacznie skrécony
do kilkunastu minut) poprzez zwigkszenie przeptywu oraz zastosowanie aparatury typu
axtreme-high-pressure liquied chromatography (X-LC) lub very-high-pressure liquid
shromatography (VHPLC) stajacej sie obecnie standardowym wyposazeniem w wielu
aboratoriach analitycznych [Swartz M.E. 2005, Sato Y. 2006, Nguyen D.T.-T. 2007,
Chang H. 2008].
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1.1.2. Optymalizacja izolacji wybranych modulatoréw hormonalnych z préobek
srodowiskowych

Ze wzgledu na niskie spodziewane poziomy substancji typu EDCs (tabela 1)
zolacja analitbw z wod powierzchniowych wymaga przetworzenia relatywnie duzych
bjetosci probek rzedu 1000 mL. Ze wzgledu na efektywno$é procesu oraz koszt
inalizy w badaniach postuzono sie konwencjonaing ekstrakcjg do fazy statej (SPE),
vykorzystujac kolumienki ekstrakcyjne wypemione adsorbentem typu C18. Procedura
skstrakcji zostata zoptymalizowana pod katem skuteczno$ci oczyszczania prob
raz uzyskiwania wysokich odzyskéw badanych analitow i standardu wewnetrznego
7,8-dimetoksyflawonu) wedtug procedury opisanej w literaturze [Zarzycki P.K. 2006°,
Jlifton V.L. 2007]. W celu weryfikacji danych dotyczacych krzywych przebicia
yosfuzono sie mikrochromatografig cienkowarstwowg z uzyciem plytek typu RP-18W
mozliwiajacych chromatografowanie przy zastosowaniu faz ruchomych o duzej
rawartoéci wody. Na rysunku 11 wykazano, iz dane retencyjne uzyskane w badanym
iktadzie chromatograficznym (uktad faz odwrdconych) mozna przedstawi¢ w formie linii
yrostej, stosujgc transformacje jednostek osi X oraz Y wykresu do Ry oraz 1/Xs.
Talezno$¢ liniowa obserwowano dia petnego zakresu danych retencyjnych badanych
sterydow (tabela 11), czego nie udalo sie, uzyskaé¢ stosujac przeksztatcenia opisane
v literaturze dla innych substancji matoczgsteczkowych (np. pestycydéw) oraz ukfadu
az normalnych [Tuzimski T. 2002°, 2002°]. Na podstawie tej obserwacji
raproponowano prostg metode oszacowania krzywych przebicia kolumienek SPE
'godnie z procedurg przedstawiong na rysunkach 12 i 13, uwzgledniajac dane
yrzedstawione w tabeli 12. Umozliwia ona wyeliminowanie czasochfonnej analizy
lo§ciowej poszczeg6lnych frakcji w trakcie procesu optymalizacji ekstrakcji do fazy
statej metoda wykorzystujaca krzywe przebicia zioza [Zarzycki P.K. 2009°]. Istotnym
est fakt, ze opisana metoda moze stuzyé w badaniach krzywych przebicia substancji,
itore sg przezroczyste w zakresie widma elektromagnetycznego UV-Vis, ale mozliwe
fo detekcji za pomocg odczynnikéw wywotujgcych na pilytkach TLC. Przyktadowo,
jokonano optymalizacji detekcji cholesterolu na pilytkach HPTLC za pomocg
ydczynnika wywolywujacego, kwasu fosforomolibdenowego [Modzelewski T. 2008].

Na podstawie danych uzyskanych z doswiadczen z uzyciem techniki mikro-TLC
raz literaturowych [Clifton V.L. 2007] wykonano badania majgce na celu okreslenie
stopnia oczyszczenia probek pobranych z ekosysteméw wodnych, z interferujgcych
)yikbw matrycy tta oraz odzysku analitbw. ZaloZzono stopnienn zatezenia préb 1:10000
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dla wyjSciowej bbjetoéci probki wody 1000 mL przy uzyciu SPE na kolumnach C-18
(masa fazy stacjonarnej 0,5 g). Uzyskana koncowa objetoS¢ ekstraktu (100pL)
Jmozliwia wykonanie kilku powtorzen analiz z uzyciem zaworu dozujgcego z petlg
> pojemnosci 20ul. W przypadku probek s$ciekbw surowych i oczyszczonych,
ze wzgledu na skrécenie dlugiego czasu filtrowania, robocza objeto$¢é probek zostata
zredukowana do 100 mL. W tych warunkach uzyskano stopien zatezenia ekstraktu
arébki 1:1000. Okreslono warunki prowadzenia procesu SPE z uzyciem fazy binarnej
netanol/iwoda i stwierdzono mozliwos¢ efektywnego oczyszczenia ekstraktu
z substancji o charakterze polarnym migrujgcych w trakcie kilku pierwszych minut
'rwania procesu rozdzielania HPLC. Zastosowanie odpowiedniej mieszaniny
szyszczacej redukuje poziom  substancji migrujgcych przed  estetrolem
orzy jednoczesnym wysokim odzysku badanych zwigzkoéw oraz wzorca wewnetrznego,
sorownywalnych z danymi literaturowymi (tabele 13, 14). Metode testowano
oraz kalibrowano w oparciu o prébki wody pozyskane z jeziora Lubiatowo (rysunek 14).
Jzyskane profiie chromatograficzne analizowanych  ekstraktéw pobranych
z ekosystembéw wod powierzchniowych oraz $ciekéw surowych i oczyszczonych
sobranych z Oczyszczalni Sciekéw ,Jamno” wskazujg na wlasciwe rozdzielenie wzorca
vewnetrznego (IS) w stosunku do rejestrowanych pasm matrycy (rysunek 15)
Opracowana metoda analityczna umozliwia wykrycie analizowanych substancji
na poziomie 0,2-10 ng w 1000 mL préby w odniesieniu do trzykrotnej wysokosci
szuméw linii bazowej na chromatogramie (tabela 15). Istotny jest fakt, iz uzyskana
szwosc¢ oraz selektywno$¢ metody umozliwia potwierdzenie lub wykluczenie obecnosci
sadanych substancji w wodach powierzchniowych w zakresie stezent opisywanych
~ literaturze (tabela 16). Ponadto mozliwe jest zebranie informacji o substancjach
jodatkowych znajdujgcych sie w matrycy tta analizowanych prébek i przetestowanie,
szy informacja ta umozliwia okreslenie tzw. ,odcisku palca” analizowanych
zkosystemoéw wodnych wzgledem frakcji zwigzkéw chemicznych w zakresie polarnosci
od estetrolu do progesteronu, widocznych poprzez detektor typu DAD w zakresie
promierniowania elektromagnetycznego UV-Vis.
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4.2. Badania zawartosci modulatorow hormonainych w prébkach pobranych z
skosystemoéw wodnych oraz w trakcie proceséw technologicznych oczyszczania
sciekéw komunainych

Na rysunkach 3-5 oraz tabeli 2 zamieszczono szczeg6towe informacje dotyczace
niejsc poboru préb badanych ekosysteméw wodnych oraz na terenie oczyszczalni
sciekow miasta Koszalin. Wybrane lokalizacje umozliwiajg uzyskanie cato$ciowego
sbrazu wystepowania frakcji EDCs w ekosystemach wodnych opisanych w punkcie
3.3.1.1. niniejszej rozprawy. Sa one zlokalizowane w jednym obszarze geograficznym
Pomorza Srodkowego, jednakze rdznig sie z punktu widzenia ich funkaji
imnologicznych oraz potencjainych zrodet pochodzenia substancji typu EDCs. Takie
codejscie do problemu umozliwia nie tylko sprawdzenie i ocene przydatnosci
spracowywanych procedur analitycznych, lecz przede wszystkim zebranie
niarygodnych i mozliwych do sprawdzenia danych dotyczacych zakresu stezen
yaz rozmieszczenia badanych substancji, jak rowniez okreslenie wplywu procesow
echnologicznych Oczyszczalni Sciekéw ,Jamno” na emisje substancji typu EDCs
sochodzenia antropogenicznego do w/w ekosystemow okolic miasta Koszalin.

Za pomocg opracowanej metody izolacji frakcji sterydéw i substancji pochodnych
echnikg SPE oraz analizy ilosciowej metodq zaleznej od temperatury chromatografii
nkluzyjnej z uzyciem detektora skanujgcego UV-Vis, zebrano duzg iloS¢ danych
coczatkowych uwzgledniajacych stezenia analitbw oraz wartoSci parametrow
fizykochemicznych prébek badanych ekosystemow wodnych. Jest oczywistym, iz
sroblem wystepowania oraz przeksztatcen substancji EDCs w srodowisku jest ze swej
stoty zalezny od wielu czynnikéw, z ktorych wiekszosé jest trudna do identyfikacji oraz
Jiecia ilosciowego. Dlatego w przetwarzaniu danych wykorzystano metody statystyki
vielowariancyjnej, wigczajac w to analize skupien (CA; Cluster Analysis) oraz analize
szynnikéw gtéwnych (PCA; Principal Components Analysis). Metody te sg obecnie
szeroko stosowane w inzynierii i ochronie srodowiska, a takze naukach pokrewnych,
szczegdinie chemii [Polkowska 2. 2005, Konieczna L. 2006, Kowalkowski T. 2006].

Liczbowe warto$ci uzyskanych danych eksperymentalnych przedstawiono w
tabeli 17. Dane te dotyczg gtéwnie informacii iloSciowych o substancjach znajdujgcych
sie w ekstraktach préb i wymywanych z kolumny chromatograficznej w zakresie
solarnosci od estetrolu do progesteronu. Uzyskana macierz danych skiada sie z 3224
sunktéw charakteryzujacych 31 obiekty (probki wody oraz Sciekow z badanych
okalizacji) poprzez 104 zmienne (wysoko§¢ pasm chromatograficznych
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obserwowanych w $wiétle UV-Vis, w odniesieniu do wysoko$ci wzorca wewnetrznego
oraz wybrane parametry fizykochemiczne, wiaczajgc w to temperature powietrza,
temperature wody, zawartosé tlenu oraz pH). Wyniki analizy skupiefi zaprezentowane
w formie dendrogramu na rysunku 16 wskazujg jednoznacznie na przydatnosé
zastosowanego podejScia analitycznego do charakteryzowania badanych prébek
Srodowiskowych (fingerprinting). W szczegodlnosci dane ilosciowe uzyskane z profili
chromatograficznych umozliwiajg jednoznaczng identyfikacje poszczegéinych prébek
w zaleznosci od Zrodta ich pochodzenia. Wyniki analizy CA wskazujg na istnienie
dwoéch gtéwnych grup prébek: sciekéw surowych (I) oraz pozostatych, wéréd ktérych
identyfikowane sa dwie podgrupy: S§ciekbw oczyszczonych () oraz wod
powierzchniowych (lll). W celu uzyskania danych ilosciowych dotyczacych tych grup,
a w szczegolnosci sposobu rozmieszczenia oraz podobiefistw prébek waéd
powierzchniowych bedacych sktadnikami podgrupy I}, przeprowadzono analize
czynnikéw giéwnych w oparciu o w/w macierz danych. PCA stanowi baze
dla wielowariancyjnych metod statystycznych, w ktérych obiekty umieszczane sg
w k-wymiarowej przestrzeni (gdzie k oznacza iloS¢ zmiennych rejestrowanych
dla analizowanych obiektéw) w celu redukcji wielu zmiennych uzyskiwanych
doSwiadczalnie, do kilku czynnikéw nieskorelowanych. Istotny jest fakt, iz kazdy
z wyodrebnionych w ten sposéb czynnikéw opisuje grupy zmiennych skorelowanych
pomiedzy sobg. Dzieki temu mozliwe jest wyodrebnienie zmiennych istotnych z punktu
widzenia opisywanego zjawiska oraz interpretacja zaleznosci wystepujacych pomiedzy
analizowanymi obiektami. Wynikiem obliczen PCA jest miedzy innymi macierz
odzwierciedlajgca ,gtéwne relacje” pomiedzy obiektami. Najczesciej dwa lub trzy
poczatkowe czynniki gldowne obrazujg relacje zachodzgce pomiedzy badanymi
obiektami. W ten sposéb wiele zmiennych mozna zredukowaé¢ do dwoch lub trzech
czynnikéw gtbwnych. Umozliwia to przedstawienie na przejrzystych wykresach trudnych
do interpretacji zjawisk, szczegdinie tych, kiére sg rejestrowane za pomoca duzej ilosci
danych w postaci wielu zmiennych. W przypadku macierzy danych analizowanych
wstepnie metodg CA, obliczenia PCA wskazujg, iz dwa pierwsze komponenty opisujg
ponad 65.8% zmiennosci. Obiekty przedstawione na wykresie dwukomponentowym
(rysunek 17) tworzg trzy ugrupowania, obserwowane poprzednio w analizie CA.
Ulozenie obiekiéw wzgledem osi czynnika pierwszego jest bardzo charakterystyczne
i wskazuje na fakt ,ujednolicenia” probek wzgledem badanych zwigzkéw w procesach
mechanicznych oraz biologicznych oczyszczania ciekéw. Istotny jest fakt, ze powstaty
produkt w postaci $cieku oczyszczonego jest nadal rézny od wéd powierzchniowych
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badanego terenu, dlatego substancje organiczne zawarte w $cieku oczyszczonym
mogq byEé znaczgcym zrédiem substancji typu EDCs, ktére sg wprowadzane
do badanego obszaru. Dane zaprezentowane na rysunku 18 wskazujg jednoznacznie,
iz zastosowana metoda umozliwia precyzyjne okreslenie zrodta pochodzenia prébek
z wod powierzchniowych. Przyktadowo, punkty w obrebie pola wyréznionego kotem (E)
pochodzg z tej samej lokalizacji (jezioro Hajka). Jak wida¢ prébki wody destylowanej
(W1) oraz wodociagowej (W2) leza po przeciwnej stronie wykresu
iwukomponentowego niz probki pobrane z lokalizacji, takich jak Battyk (A), jezioro
Kwiecko (H) oraz Kamienne (G). Wody z tych ostatnich pochodzg ze zbiornikéw
zdestabilizowanych fizycznie na skutek dziatania elektrowni szczytowo-pompowej
wvykorzystujacej 80-metrowg réznice poziomoéw miedzy jeziorem Kamienne i Kwiecko.
Profile chromatograficzne uzyskane z ekstrakiow woéd pobranych z tych lokalizaci
z duzym prawdopodobieristwem odzwierciedlajg depozyty substancji EDCs
wystepujace w zawiesinach stalych. Bardzo interesujgcy jest fakt braku réznicy
w obliczonych wartosciach czynnikéw giobwnych dla punktow C oraz D. Prébki
le pochodzily z rzeki Dzierzecinki przeptywajacej przez Koszalin (C — lokalizacja przed
Koszalinem; D lokalizacja za Koszalinem). Swiadczyé to moze o znikomym wkiadzie
lej aglomeracji miejskiej w generowaniu substancji typu EDCs do wodd
powierzchniowych oraz sprawnym systemie przesytu Sciekéw do oczyszczalni ,Jamno”.
Generalnie, obserwowane grupowanie obiektéw badani uwidacznia podobienstwo wod
nalezgcych do tej samej zlewni. Natomiast mniej zauwazalny jest wptyw gospodarki
| uzytkowania terenu, co S$wiadczy o matym narazeniu badanych obszaréw
substancjami typu EDCs. Kluczowym wydaje sie¢ zawartos¢ zawiesiny osadu z
mikroflorg wpltywajaca na metabolizm sterydow i substancji pochodnych.

Analiza uzyskanych profili chromatograficznych ujawnia obecnos¢ szeregu pasm
substancji wystepujgcych w duzym zakresie intensywnosci, rejestrowanych przez
Jetektor skanujacy UV-Vis. Bardzo ciekawy jest fakt, iz wéréd tych substancji
nie zidentyfikowano badanych wzorcéw sterydéw do limitow detekcji na poziomie
0,2-10 ng/L, opisywanych w wiekszosci prac badawczych (tabela 1). Swiadczy
lo o dobrej kondycji woéd powierzchniowych miasta Koszalina oraz okolic z punktu
vidzenia ich narazenia na substancje typu EDCs pochodzenia antropogenicznego.
Szczegbtowa analiza pasm obserwowanych na chromatogramach wykazata obecno$¢
syntetycznej substancji, bisfenolu A, w badanych prébkach. Zwigzek ten wystepowat
w ilosciach odpowiadajgcych poziomom 18, 24 oraz 36 ng/L dla prébek pochodzacych
odpowiednio z wod powierzchniowych, $cieku oczyszczonego oraz $cieku surowego.
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Wartosci te sq zbiezne z danymi literaturowymi (tabela 1), co potwierdza prawidiowos$¢
opracowanej metodyki analityczne;.

Otwarte pozostaje pytanie o chemizm pozostatych zwigzkow rejestrowanych
detektorem skanujacym UV-VIS i wymywanych z kolumny w zakresie polarnosci
od estetrolu do progesteronu. Uzyskanie odpowiedzi na to pytanie wigze sie
z zastosowaniem w przysziych badaniach detektora mas (MS) pracujgcego
z wykorzystanym w obecnych badaniach systemem zaleznej od temperatury
chromatografii inkluzyjnej. Tym niemniej, jak wykazano powyzej, pomimo braku
mozliwosci identyfikacji poszczegblnych pasm uzyskane profile chromatograficzne
niosa kluczowe informacje o tzw. ,odcisku palca” probki wody pobranej z danej
lokalizacji. Ponadto mozliwe jest zidentyfikowanie gitéwnych zmiennych majacych
zasadniczy wplyw na grupowanie sie obiektow badar przedstawionych na rysunkach
16-18. Jak wynika z danych uwidocznionych na rysunku 19, na ktérym
zaprezentowano obliczone warto$ci tzw. “factor loadings” dla poszczeg6lnych
zmiennych, za najistotniejsze parametry fizykochemiczne nalezy uzna¢ zawartos¢ tlenu
(czarne punkty z lewej strony wykresu) oraz temperature wody i powietrza (czarne
punkty z prawej strony). Istotna jest réwniez wiekszosé zmiennych rejestrowanych jako
pasma chromatograficzne, w szczegbinosci zmienna zawierajgca informacje
o zawartosci bisfenolu A (czarny tréjkat z prawej strony wykresu). Substancje t¢ mozna
wiec uzna¢ za jeden z potencjalnych biomarkeréw wskazujacych na zawarto$é
modulatoréw hormonalnych w $rodowisku. Ciekawy jest fakt braku wptywu pH (czarny
punkt zlokalizowany w poblizu centrum wykresu) na obserwowane grupowanie
obiektow przedstawione na rysunkach 16-18. Przyczyng jest prawdopodobnie maty
zakres zmian warto$ci tego parametru w badanych prébkach wody (tabela 17).
Uzyskane wyniki badan $wiadczg jednoznacznie, iz temperatura wody oraz jej
natlenienie majg bezposredni wplyw na jako$¢ proceséw oczyszczania $ciekéw
komunalnych pod katem zawartosci badanej frakcji substancji typu EDCs. Ze wzgledu
na ogromng zmienno$¢ badanych probek zardwno dobowa, tygodniows,
jak i sezonows, optymalizacja procesu oczyszczania $ciekéw wymaga zebrania
wiekszej iloSci danych, ktére umozliwia wypracowanie technicznych wskazéwek
dla wysokosprawnej technologii oczyszczania $ciekéw komunalnych pod katem
modulatoréw hormonalnych.
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4.3. Biodegradacja wybranych sterydéw w warunkach laboratoryjnych

Stwierdzenie braku badanych wolnych substancji sterydowych w analizowanych
probkach Srodowiskowych oraz Sciekach komunalnych, na poziomach stezer rzedu
ng/l., przy jednoczesnej znacznej zawarto$ci nieznanych substancji o polarnosciach
w zakresie od estetrolu do progesteronu, widocznych na uzyskanych profilach
chromatograficznych, skiondo do przeprowadzenia doswiadczeri nad biodegradacjg
wybranych sterydéw w warunkach kontrolowanych. W badaniach laboratoryjnych
postuzono si¢ najprostszym z mozliwych stanowisk do biodegradacji sterydéw
wykorzystujgcy osad czynny pobierany bezposrednio z oczyszczalni Sciekow [Ternes
T.A. 1999°, Ternes T.A. 1999°]. Umozliwito to prowadzenie powtarzalnych badar
z uzyciem organizmoéw wystepujacych w rzeczywistym osadzie czynnym. Wyniki analizy
PCA opisane w rozdziale poprzednim wskazujg na zawarto$¢ tlenu jako zasadniczego
czynnika wplywajacego na skiad substancji badanych w prébkach wody, dlatego
eksperyment prowadzono w warunkach nasycenia mieszanin reakcyjnych tlenem
atmosferycznym (tabela §5). Zastosowanie identycznej analizy iloSciowej,
jak w przypadku prob srodowiskowych, umozliwio rejestrowanie badanych sterydéw
oraz wszystkich produktéw biodegradacji nieprzezroczystych dla promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie UV-Vis. W szczegblnosci przebadano kinetyke
degradacji w warunkach tlenowych dwobch estrogendéw: Iludzkiego estriolu
oraz zwierzecego ekwiliny, a takze sterydu nie bedacego estrogenem, a wystepujacego
powszechnie w organizmach ssakow - testosteronu. Doswiadczenie prowadzono bez
oraz w obecnosci osadu czynnego w przedziale czasowym od 0 do 72 godzin. Czas
biodegradacji przekraczat trzykrotnie czas trwania proceséw technologicznych
oczyszczania §ciekéw w oczyszczaini ,Jamno’, z ktérej byt pobierany osad czynny
do badan w warunkach laboratoryjnych.

Wyniki eksperymentu zaprezentowano na wykresach oraz chromatogramach
umieszczonych na rysunkach 20-22. Stwierdzono, iz biodegradacja badanych
sterydow przebiegata inaczej w obecnosci osadu czynnego niz w prébach kontrolnych.
Ponadto kazdy ze zwigzkow ulegat biodegradacji z rézng szybkosciq oraz
wytworzeniem innych przejsciowych produkiéw rozktadu, nie obserwowanych
w badaniach opisanych w literaturze [Ternes T.A. 1999°, Auriol M. 2006, Ren Y.X,,
Esperanza M. 2007]. W przypadku estriolu zarejestrowano jeden stabilny produkt
biodegradacji, ktérego profil widma UV wskazuje na charakter fenolowy, a retencja
chromatograficzna na mniejszg polamos$é od zwigzku macierzystego (czas retenciji
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sroduktu biodegradacii jest wiekszy niz czas retencji substancji wyjsciowej). Metabolitu
jie udalo sie zidentyfikowaé poprzez poréwnanie z retencjg dostepnych w laboratorium
strogenow. Dodatkowo, wyniki eksperymentu wskazujg na brak efektywnych reakgcji
sprzegania z grupami polarnymi (siarczany, glukuroniany) poprzez organizmy obecne
v osadzie czynnym, gdyz jak wykazano w cze$ci rozprawy dotyczacej optymalizaciji
ozdzielania, sterydy sprzezone z grupami polarnymi sg wymywane z kolumny
hromatograficznej bardzo szybko, w czasie zblizonym do retencji substancji bedacej
narkerem czasu mariwego kolumny, a wiec na poczatku chromatogramu (tabela 6).
Jak wynika z danych przedstawionych na wykresie zamieszczonym na rysunku 20,
)0 czasie 72 godzin obserwowano nadal znaczng ilos¢ estriolu, w odniesieniu
jo wartosci poczatkowej. W warunkach eksperymentu bez osadu czynnego nie
ybserwowano istotnych statystycznie zmian w zawartosci estradiolu w mieszaninie
eakcyjnej. Obserwacja ta prowadzi do wniosku o zasadniczej roli mikroorganizmoéw
ysadu czynnego w rozpadzie estriolu.
W przypadku testosteronu, stwierdzono bardzo szybka jego biocdegradacje,
»odobnie jak to obserwowano w badaniach prowadzonych przez Esperanza
wspoipracownikow [Esperanza M. 2007], z wytworzeniem co najmniej dwoch
riestabilnych produktéw rozktadu, rébwniez o charakterze niepolarnym (rysunek 21).
Zaobserwowano, iz po dwéch dobach wszystkie produkty biodegradacji tego sterydu
slegly dalszemu przeksztatceniu w zwigzki przezroczyste dia promieniowania UV-Vis
ub sprzegniete z grupami polarnymi i migrujgce w czasie bliskim czasowi martwemu
systemu chromatograficznego. Tq ostatniga mozliwosé¢ wydaje sie potwierdzaé fakt
rwigkszenia intensywnosci pasm chromatograficznych rejestrowanych na poczatku
shromatogramu. Natomiast trudne do zinterpretowania sg wyniki uzyskane w wyniku
Jiodegradacji ekwiliny w warunkach analogicznych, jak te prowadzone dla estriolu oraz
estosteronu. W przypadku biodegradacji ekwiliny (rysunek 22) nie obserwowano
yroduktow rozktadu zaréwno w obecnosci osadu czynnego, jak i w prébie kontrolnej bez
ysadu czynnego. Pomimo to, w obu przypadkach zawarto$¢ badanego sterydu zmalafa
v pierwszej lub drugiej dobie prowadzenia eksperymentu. Co ciekawe, znacznie
vicksze obnizenie zawartosci ekwiliny zaobserwowano w mieszaninie reakcyjnej bez
>sadu czynnego. Przyczyna takiego zachowania sie ekwiliny moze tkwic
v fotodegradacji, na ktéra bardziej narazone byly prébki przezroczyste niz te
-awierajgce osad czynny. Jest powszechnie znanym fakt, iz steryd o zblizonej budowie:
l-ekwilenina, jest niestabilny zarébwno w roztworach wodnych, jak i w postaci
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crystalicznej, jezeli jest poddany ekspozycji na promieniowanie elektromagnetyczne
~ zakresie UV-Vis.

Wyniki przeprowadzonych badan nad biodegradacja wybranych sterydow
Jizmystawiajg ztozono$¢ przemian modulatorow homonalnych w  obecnosci
nikroorganizméw osadu czynnego. Relatywnie niska predko$é eliminacji estriolu
~ badanych probkach (aby efektywnie wyeliminowac¢ te substancje z roztworu wodnego
rzeba znacznie wiecej czasu niz 24 godziny proceséw oczyszczania Sciekéw) oraz fakt,
Z nie znaleziono tego sterydu w badanych prébkach woéd powierzchniowych oraz w
sciekach surowych i oczyszczonych na poziomach stezen wiekszym niz ng/L, moze
nvskazywat na mafte narazenie badanych ekosysteméw wodnych substancjami typu
=DCs pochodzenia antropogenicznego. Z drugiej strony, stopiefi zlozonosci przemian
siochemicznych tych substancji powoduje problemy 2ze znalezieniem prostych
siomarkerow wskazujacych na stopien narazenia modulatorami hormonalnymi oraz
rudnos$ci w oznaczaniu ilosciowym tych substancji metodami nieseparacyjnymi. Wydaje
sig, ze w chwili obecnej najbardziej racjonalnym testem fizykochemicznym na obecnos¢
=DCs w $rodowisku oraz mozliwo$§¢é monitorowania tych substancji w trakcie procesow
echnologicznych oczyszczania $ciekéw jest zastosowanie iloSciowych technik
shromatograficznych wspomaganych poprzez statystyczne metody wielowariancyjne z
vykorzystaniem danych ilosciowych dotyczacych substancji drobnoczgsteczkowych w
szerokim zakresie polarnosci od estetrolu do progesteronu.
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5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Opracowano ilosciowg procedure analityczng umozliwiajgcg czule, selektywne
oraz powtarzalne oznaczanie szerokiej gamy zwigzkow sterydowych oraz pokrewnych
substancji drobnoczasteczkowych w prébkach z ekosystemdw wodnych oraz ze
Sciekow surowych i oczyszczonych. Na podstawie danych literaturowych wsréd
badanych zmiennych wybrano szereg naturainych oraz wytworzonych sztucznie
hormondéw z grup estrogendw, progestagenow oraz substancji catkowicie syntetycznych
niewystepujacych w spos6b naturalny w $rodowisku, takich jak: estetrol, estriol,
kortyzol, kortyzon, 17B-estradiol, 17c-estradiol, progesteron, testosteron,
17a-hydroksyprogesteron, estron, norgestrel, dietylostilbesterol, mestranol, octan
medroksyprogesteronu, medroksyprogesteron, tetrahydrokortyzon, tetrahydrokortyzol,
kortyzol, ekwilina, d-ekwilenina, metylotestosteron, lewonorgestrel, etynyloestradiol,
noretindron, 20a-hydroksyprogesteron, 4-ferf-butylofenol, bisfenol A, toluen, ftalan
dibutylowy, ftalan dimetylowy, p-estradiol-3,17-disiarczan, p-estradiol-17-(p-D-
glukuronian), 17p-estradiol-3-siarczan. W oparciu o krzywe przebicia kolumienek SPE
z wypelnieniem typu RP-18 oraz danych uzyskanych za pomocq mikrochromatografii
cienkowarstwowej na plytkach RP18W zoptymalizowano proces ekstrakgji,
oczyszczania oraz zatezania analitbw wystepujacych w prébkach wody w zakresie
polarnosci od estetrolu do progesteronu. Opracowano efektywng metode rozdzielania
izokratycznego ekstraktow, wykorzystujgc zalezng od temperatury chromatografie
inkluzyjng oraz detekcje analitow przy pomocy detektora skanujacego DAD pracujgcego
w zakresie promieniowania elektromagnetycznego UV-Vis. Przetestowano wplyw
dwéch substancji makrocyklicznych, B-cyklodekstryny oraz jej hydroksypropylowej
pochodnej, na retencje 27 zwigzkéw typu EDCs w zakresie temperatur
od 0 do 60°C, wiaczajac w to substancje trudne do rozdzielenia, np. o charakterze
izomeréw optycznych (norgestrel, levonorgestrel) lub sterecizomeréw (17a-estradiol,
17p-estradiol). Na podstawie uzyskanych danych retencyjnych zoptymalizowano
warunki rozdzielania analitbw w rozszerzonym zakresie temperatur od -10 do +70°C,
stosujac elementarne kryteria rozdzielania (omin Oraz tnax). Najlepsze warunki
rozdzielania, przy jednoczesnym uwzglednieniu catkowitego czasu analizy oraz symetrii
rozmieszczenia pasm na chromatogramach uzyskano stosujgc p-cyklodekstryne
dla temperatury pracy kolumny 47°C. Uzyskane dane retencyjne umozliwiajg dobor
warunkéow prowadzenia procesu rozdzielania dowoinej pary oraz kazdej bardziej
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tozonej mieszaniny, w ktorej sklad wchodzg analizowane w niniejszej pracy
iubstancje. Przetestowano wplyw rozuszczainika czyszczacego (metanoliwoda, 30%,
v) na poziom tta substancji interferujgcych oraz odzysk badanych analitdéw i wzorca
vewnetrznego (7,8-dimetoksyflawon) z rzeczywistych probek $rodowiskowych
zy zatozonym stopniu zatezania préb, wynoszacym 1:10000 dla wdd
yowierzchniowych oraz 1:1000 dla préb Sciekéw oczyszczonych oraz surowych.
Nykazano, iz opracowana procedura analityczna umozliwia wysoki odzysk substanc;ji
inalizowanych (dla wigkszosci analitbw ponad 90%), dzieki czemu mozliwe jest
»znaczenie substancji typu EDCs na poziomie rzedu ng/L, za pomocg detektora typu
JV-Vis. Oszacowano stabilno$é¢ retencji analitbw (CV% =1) oraz wartosci limitéw
jetekcji dla analitycznych dtugosci fali w maksimum absorbcji dla poszczegéinych
analitéw, jak réwniez 200, 240 i 280 nm.

W celu oceny wystepowania substancji typu EDCs w Srodowisku dokonano
soboru préb Sciekéw surowych oraz oczyszczonych pochodzacych z oczyszczalni
Jamno”, zlokalizowanej w poblizu miasta Koszalin, jak rowniez wod powierzchniowych
z terenu Pomorza Srodkowego, wiaczajac w to rzeki: Parsete, Dzierzecinke, Radew
| Stara Radew, jeziora: Bukowo, Hajka, Jamno, Kamienne, Kwiecko, Lubiatowo,
Parnowo, Rosnowo oraz Morze Baltyckie. Umozliwto to uzyskanie cato$ciowego
obrazu wystepowania frakcji EDCs w ekosystemach wodnych zlokalizowanych Stara
Radew w jednym obszarze geograficznym, jednakze réznigcych sie z punktu widzenia
potencjalnych zrédet pochodzenia substancji typu EDCs. Stwierdzono, iz uzyskane
dane iloSciowe z rejestrowanych profili chromatograficznych probek srodowiskowych
odzwierciedlajg zawartos¢ tych substancji drobnoczasteczkowych, ktére wymywane
sq z kolumny w zakresie polarno$ci od estetrolu do progesteronu. Wykazano,
ze analiza tych danych z uzyciem metod statystyki wielowariancyjnej (analiza skupien
CA oraz czynnikow gidwnych PCA) umozliwia jednoznaczng identyfikacje
poszczeglinych prébek w zaleznosci od zrédia ich pochodzenia. Stwierdzono,
iz procesy technologiczne oczyszczania $ciekdw oczyszczalni ,Jamno’, prowadzg
do znacznego obnizenia pozioméw oraz ,ujednolicenia” badanej frakcji substanciji
organicznych. Tym niemniej, zawarto$¢ tych zwiazkow w $cieku oczyszczonym
znacznie przewyzsza poziom tta rejestrowanego w ekosystemach wodnych Pomorza
Srodkowego. Nalezy zwrécié uwage na fakt, ze brak wystepowania badanych wzorcéw
sterydow w rejestrowanych profilach chromatograficznych analizowanych ekstraktow
(do limitbw detekcji na poziomie 0,2-10 ng/L) Swiadczy o dobrej kondycji wod
powierzchniowych miasta Koszalina oraz okolic, szczegélnie z punktu widzenia
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ich narazenia na substancie typu EDCs pochodzenia antropogenicznego. Ponadto
wykazano, iz pomimo braku spodziewanych substancji hormonalnych, uzyskane profile
chromatograficzne niosg kluczowe informacje o tzw. ,odcisku palca” prébki wody
pobranej z danej lokalizacji. Umozliwia to zastosowanie metody w badaniach
poréwnawczych majacych na celu np. identyfikacje gtéwnych Zrédet oraz oszacowanie
stopnia nagromadzenia i rozktadu modulatorbw hormonalnych w réznych
ekosystemach.

Szczegblowa analiza pasm obserwowanych na chromatogramach wykazata
obecno$¢ syntetycznej substancji, bisfenolu A, w badanych proébkach. Zwigzek ten
wystepowat w ilosciach odpowiadajacych danym literaturowym dla prébek
pochodzacych z wod powierzchniowych, Scieku oczyszczonego oraz scieku surowego.
identyfikacja pozostatych pasm rejestownych na profilach chromatograficznych wymaga
zastosowania detektora typu MS sprzegnietego z opracowanym systemem
separacyjnym. Tym niemniej, uzyskane dane eksperymentaine umozliwiajg
zidentyfikowanie gtéwnych zmiennych majacych zasadniczy wptyw na obserwowane
grupowanie si¢ obiektow badan (prébek wody). Stwierdzono, ze poza zmiennymi
uzyskanymi za pomocg zaproponowanej metody chromatograficznej, w tym poziomu
bisfenolu A, za najistotniejsze parametry fizykochemiczne nalezy uznaé¢ zawartosé tienu
oraz temperature wody i powietrza. Ciekawy jest fakt braku wplywu pH
na obserwowane grupowanie poszczegOinych ekosysteméw wodnych. Ponadto
uzyskane wyniki badan $wiadczg jednoznacznie, iz temperatura wody oraz jej
natlenienie majg bezposredni wplyw na jako$¢ proceséw oczyszczania S$ciekow
komunalnych pod katem zawartosci badanej frakcji substancji typu EDCs. Ze wzgledu
na ogromng zmienno$¢ badanych prébek, zaréwno dobows, tygodniowa, jak
| sezonowg, optymalizacja procesu oczyszczania $ciekbw wymaga zebrania wigkszej
ilosci danych, kiore umozliwia wypracowanie technicznych wskazéwek dla
wysokosprawnej technologii oczyszczania Sciekow komunalnych pod katem redukcji
pozioméw badanej frakcji organiczne;.

Stwierdzenie braku badanych wolnych substanciji sterydowych w analizowanych
prébkach $rodowiskowych oraz $ciekach komunalnych, na poziomach stezen rzedu
ng/L, przy jednoczesnej znacznej zawartosci nieznanych substancji o polarnosciach
w zakresie od estetrolu do progesteronu, widocznych na uzyskanych profilach
chromatograficznych, skionido do przeprowadzenia doswiadczenn nad biodegradacig
wybranych sterydéw w warunkach kontrolowanych. W szczegélnosci przebadano
kinetyke degradacji w warunkach tlenowych i obecnosci mikroorganizméw osadu
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czynnego dla dwbéch estrogenéw: ludzkiego estriolu oraz zwierzecego ekwiliny, a takze
sterydu niebedacego estrogenem a wystepujgcego powszechnie w organizmach
ssakéw - testosteronu. Przyjety w doswiadczeniu czas biodegradacji przekraczat
trzykrotnie czas frwania procesdéw technologicznych oczyszczania Sciekow
w oczyszczalni ,Jamno”, z ktérej byt pobierany osad czynny do badari w warunkach
laboratoryjnych. Stwierdzono, ze kazdy z badanych zwigzkéw ulegat biodegradaciji
z rozng szybkoscia oraz wytworzeniem innych przejSciowych produktéw rozktadu.
W przypadku estriolu obserwowany byt jeden stabilny produkt biodegradacii
o charakterze fenolowym i mniejszej polarosci od zwigzku macierzystego. Wyniki
eksperymentu wskazujg réowniez na brak efektywnych reakcji sprzegania z grupami
polarnymi, takimi jak siarczany czy glukuroniany, poprzez organizmy obecne w osadzie
czynnym. W warunkach eksperymentu bez osadu czynnego nie obserwowano istotnych
statystycznie zmian w  zawartoSci estriolu w mieszaninie reakcyjnej.
W przypadku testosteronu stwierdzono bardzo szybka jego biodegradacje
z wytworzeniem co najmniej dwoch niestabilnych produktéw rozktadu, rowniez
o charakterze niepolamym. Zaobserwowano, iz po dwéch dobach wszystkie produkty
biodegradaciji tego sterydu ulegly dalszemu przeksztalceniu w zwigzki przezroczyste dla
promieniowania UV-Vis lub sprzegniete z grupami polamymi i migrujace w czasie
bliskim czasowi martwemu systemu chromatograficznego. Zaskakujgce sg rezultaty
eksperymentu dotyczacego biodegradacji ekwiliny. W tym przypadku nie obserwowano
produktow rozktadu, zarébwno w obecnosci osadu czynnego, jak i w probie kontrolnej
bez osadu czynnego. Pomimo to, zawarto$¢ badanego sterydu zmalata w pierwszej lub
drugiej dobie prowadzenia eksperymentu, zaréwno dla préby kontrolnej, jak i z osadem
czynnym, przy czym znacznie wigksze obnizenie zawarto$ci ekwiliny zaobserwowano w
mieszaninie reakcyjnej bez osadu czynnego (kontrolnej). Przyczyng takiego
zachowania si¢ ekwiliny moze by¢ fotodegradacja zachodzgca efektywniej w prébkach
przezroczystych niz zawierajgcych osad czynny, ktéry moze peini¢ role swoistego filtra
dla $wiatla widzialnego.

Wyniki przeprowadzonych badain nad biodegradacjg wybranych sterydéw
uzmystawiajg ziozonos¢ przemian modulatorbw homonalnych w obecnosci
mikroorganizméw osadu czynnego. Relatywnie niska predkos¢ eliminacji estriolu
w badanych probkach (aby efektywnie wyeliminowa¢ te substancje z roztworu
wodnego, trzeba znacznie wigcej czasu niz 24 godziny proceséw technologicznych
oczyszczania $ciekdw) oraz fakt, iz nie znaleziono tego sterydu w badanych prébkach
wod powierzchniowych oraz $ciekach surowych i oczyszczonych na poziomach stezen
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viekszym niz ng/L, moze wskazywa¢ na mate narazenie badanych ekosystemow
vodnych substancjami typu EDCs pochodzenia antropogenicznego. Z drugiej strony
stopiet ztozonosci przemian biochemicznych tych substancji powoduje problemy
re znalezieniem prostych biomarkerédw wskazujacych na stopien narazenia
nodulatorami hormonalnymi oraz trudno$ci w oznaczaniu iloSciowym tych substanciji
netodami innymi niz separacyjne. Wydaje sig, ze w chwili obecnej najbardziej
acjonalnym, obiektywnym i szybkim testem fizykochemicznym na obecno$é¢ EDCs w
srodowisku oraz umozliwiajgcym tanie monitorowanie tych substancji w trakcie
yrocesdw technologicznych oczyszczania $ciekéw jest zastosowanie ilosciowych
echnik chromatograficznych wspomaganych poprzez statystyczne metody
vielowariancyjne, y 4 wykorzystaniem danych dotyczacych substangc;ji
frobnoczasteczkowych w szerokim zakresie polamosci od estetrolu do progesteronu.
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6. TABELE

Tabela 1. Przeglad literaturowy pozioméw stezen wybranych EDCs w prdbach

Srodowiskowych.
Nazwa zwigzku  SteZenie Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) poboru préb
Estriol 80,00 Whochy Scieki surowe Baronti C. 2000
Estriol 57,00 Rzym, Wlochy  &cieki surowe Johnson A.C. 2000
Estriol <0,25- Barcelona, §cieki surowe Petrovic M. 2002
70,70 Hiszpania
Estriol 72,00 Rzym, Wiochy  $cieki surowe D’Ascenzo G. 2003
Estriol 11,40- Paryz, Francja $cieki surowe Cargouét M. 2004
15,20
Estriol 23-48 Wiochy Scieki surowe Lagana A. 2004
Estriol 90-181 Japonia $cieki surowe Hashimoto T. 2007
Estriol 0,43-18,00 Wiochy scieki Baronti C. 2000
oczyszczone
Estriol 11,70 Rzym, Wiochy  Scieki Johnson A.C. 2000
oczyszczone
Estriol 20,40 Wiochy $cieki Baronti C. 2000
oczyszczone
Estriol 3,00 Niemcy scieki Kuch H.M. 2001
oczyszczone
Estriol 2,00-4,00 Wielka Scieki Xiao X.Y. 2001
Brytania oczyszczone
Estriol <0,25- Barcelona, Scieki Petrovic M. 2002°
21,50 Hiszpania oczyszczone
Estriol 2,30 Rzym, Wiochy  Scieki D’Ascenzo G. 2003
oczyszczone
Estriol 5,00-7,30 Paryz Francja scieki Cargouét M. 2004
oczyszczone
Estriol b.d.-1,00 Wiochy Scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
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Kontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwigzku  Stezenie Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) poboru préb
Estriol <0,50-1,40 Japonia Scieki Hashimoto T. 2007
oczyszczone
Estriol 0,33 Wiochy woda Baronti C. 2000
powierzchniowa
(rzeka)
Estriol <0,06-3,10 Wielka woda Xiao X.Y. 2001
Brytania powierzchniowa
(rzeka)
Estriol 5,50 Tokio, Japonia woda Majima K. 2002
powierzchniowa
(rzeka)
Estriol 8,00 Hiszpania woda Petrovic M. 2002*
powierzchniowa
(rzeka)
Estriol 1,00-250  Francja woda Cargouét M. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Estriol 2,00-500 Wiochy woda Lagana A. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Bisfenol A 332,00- Wrochy $cieki surowe Lagana A. 2004
339,00
Bisfenol A 13,00- Wiochy scieki Lagana A. 2004
36,00 oczyszczone
Bisfenol A 490,00 Szwecja Scieki Larsson D.G.J. 1999
oczyszczone
Bisfenol A 0,30-2,00 Niemcy woda pitna Kuch H.M. 2001
Bisfenol A 15,00- Wiochy woda Lagana A. 2004
29,00 powierzchniowa
(rzeka)
17@-Estradiol 12,00 Whochy §cieki surowe Baronti C. 2000
17B-Estradiol 22,70 Niemcy scieki surowe Johnson A.C. 2000
17B-Estradiol 5,00 Japonia scieki surowe Behnish P.A. 2001
17Bp-Estradiol <0,30 Wielka Scieki surowe Fawell J.K. 2001
Brytania
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<ontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwigzku  StezZenie Miejsce Rodzaj proby Literatura
{ng/L) poboru préb
178-Estradiol 9,70 Rzym, Wiochy  Scieki surowe Johnson A.C. 2000
17p-Estradiol <5,00- Barcelona, §cieki surowe Petrovic M. 2002"
30,40 Hiszpania
178-Estradiol 11,00 Rzym, Wiochy  $cieki surowe D’'Ascenzo G. 2003
178-Estradiol 11,10- Paryz, Francja $cieki surowe Cargouét M. 2004
17,40
17B-Estradiol 10-31,00 Wiochy Scieki surowe Lagana A. 2004
17g-Estradiol 2,40-26,00 Kanada Scieki surowe Servos M.R. 2005
178-Estradiol 6,00-13,00 Kanada §cieki surowe Lishman L. 2006
17B-Estradiol 8,40-13,00 Japonia Scieki surowe Hashimoto T. 2007
17B-Estradiol 2,70-48,00 Wielka Scieki Desbrow C. 1998
Brytania oczyszczone
178-Estradiol <0,60- Holandia scieki Beifroid A.C. 1999
12,00 oczyszczone
17p-Estradiol 1,10 Szwecja Scieki Larsson D.G.J. 1999
oczyszczone
17p-Estradiol 0,48-366 USA scieki Snyder S.A. 1999
oczyszczone
17p-Estradiol <LOD Kanada écieki Temes T.A. 1999°
(b.d.)- oczyszczone
64,00
17B-Estradiol = <1,00 Niemcy $cieki Temes T.A. 1999°
oczyszczone
17p-Estradiol 0,44-3,30 Wiochy Scieki Baronti C. 2000
oczyszczone
17p-Estradiol 4.00 Rzym, Wiochy  scieki Johnson A.C. 2000
oczyszczone
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Kontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwigzku  SteZenie Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) poboru préb
178-Estradiol 4,60 Niemcy Scieki Johnson A.C. 2000
oczyszczone
17B-Estradiol 3,20-55,00 Japonia Scieki Nasu M. 2000
oczyszczone
17B-Estradiot <1,00 Japonia $cieki Behnish P.A. 2001
oczyszczone
17p-Estradiol <0,30 Wiekka scieki Fawell J.K. 2001
Brytania oczyszczone
17B-Estradiol 0,204,10  Kalifornia, USA Sscieki Huang C.-H. 2001
oczyszczone
178-Estradiol <0,15-5,20 Niemcy Scieki Kuch H.M. 2001
oczyszczone
17p-Estradiol <0,40- Niemcy scieki Spengler P. 2001
15,00 oczyszczone
178-Estradiol 1,60-7,40 Wielka cieki Xiao X.Y. 2001
Brytania oczyszczone
178-Estradiol <5,00- Barcelona, scieki Petrovic M. 2002°
14,50 Hiszpania oczyszczone
17g-Estradiol 1,60 Rzym, Wiochy  Scieki D'Ascenzo G. 2003
oczyszczone
17B-Estradiol 0,30-2,50  Japonia Scieki Isobe T. 2003
oczyszczone
17B-Estradiol 450-860  Paryz Francja Scieki Cargouét M. 2004
oczyszczone
17B-Estradiol <1,004,50 Dania $cieki DEPA 2004
oczyszczone
17p-Estradiol 3,00-8,00 Wiochy scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
17B-Estradiol 0,20-14,70 Kanada Scieki Servos M.R. 2005
oczyszczone
178-Estradiol <0,50-1,80 Japonia scieki Hashimoto T. 2007
oczyszczone
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{ontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwiazku

Stezenie
(ngfL)

Miejsce
poboru préb

Rodzaj préby

Literatura

178-Estradiol

17B-Estradiol

178-Estradiol

17B-Estradiol

17B-Estradiol

17B-Estradiol

178-Estradiol

17B-Estradiol

178-Estradiol

17p-Estradiol

17p-Estradiol

17B-Estradiol

17B-Estradiol

1,80

<0,30-5,50

<0,50

0,11

<0,05

0,05-0,80

0,15-3,60

<LOD
(b.d.)-
27,00

<0,03-7,10

32,00

6,30

0,60-1,00

1,40-3,20

Wielka Brytania

Holandia

Niemcy

Wiochy

Japonia

Kalifornia, USA

Niemcy

Japonia

Wielka Brytania

Tokio, Japonia

Hiszpania

Japonia

Francja

scieki
oczyszczone

woda
powierzchniowa
(rzeki, estuaria)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
{rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

woda
powierzchniowa
(rzeka)

Johnson A. 2007

Belfroid A.C. 1999

Temes T.A. 19997

Baronti C. 2000

Behnish P.A. 2001

Huang C.-H. 2001

Kuch H.M. 2001

Tabata A. 2001

Xiao X.Y. 2001

Majima K. 2002

Petrovic M. 2002

Isobe T. 2003

Cargouét M. 2004
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ontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwiazku  Ste¢zenie Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ngiL) poboru préb
178-Estradiol 2,00-6,00 Wiochy woda Lagana A. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
178-Estradiol 0,83 Massachusetts, woda Zuo Y. 2006
USA powierzchniowa
{morze)
17B-Estradiol 2,10 Polska woda pitna Bodzek M. 2006
17a-Estradiol <0,10-5,00 Holandia scieki Belfroid A.C. 1999
oczyszczone
17a-Estradiol <0,10-3,00 Holandia woda Belfroid A.C. 1999
powierzchniowa
(rzeka)
Etynyloestradiol 3,00 Wiochy §cieki surowe Baronti C. 2000
Etynyloestradiol 4,80 Rzym, Wiochy  $cieki surowe Johnson A.C. 2000
Etynyloestradiol <0,30 Wielka Scieki surowe Fawell J.K. 2001
Brytania
Etynyloestradiol <5,00 Barcelona, Scieki surowe Petrovic M. 2002°
Hiszpania
Etynyloestradiol 4,90-7,10 Paryz, Francia $cieki surowe Cargouét M. 2004
Etynyloestradiol <0,20-4,30 Wielka §cieki Desbrow C. 1898
Brytania oczyszczone
Etynyloestradiol <0,20-7,50 Holandia scieki Belfroid A.C. 1999
oczyszczone
Etynyloestradiol <0,20-7,50 Niemcy scieki Belfroid A.C. 1999
oczyszczone
Etynyloestradiol 4,50 Szwecja Scieki Larsson D.G.J. 1999
oczyszczone
Etynyloestradiol <LOD USA scieki Snyder S.A. 1999
(b.d.)-0,76 oczyszczone
Etynyloestradiol <LOD Kanada $cieki Ternes T.A. 1999°
(b.d.)- oczyszczone
42,00
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Kontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwigzku  SteZenie Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ngiL) poboru préb
Etynyloestradiol 1,00 Niemcy $cieki Temes T.A. 1999°
oczyszczone
Etynyloestradiol <LOD Wiochy Scieki Baronti C. 2000
(b.d.)-1,70 oczyszczone
Etynyloestradiol 1,40 Rzym, Wiochy  Scieki Johnson A.C. 2000
oczyszczone
Etynyloestradiol <0,30 Wielka scieki Fawell J K. 2001
Brytania oczyszczone
Etynyloestradiol 0,20-2,40 Kalifornia, USA scieki Huang C.-H. 2001
oczyszczone
Etynyloestradiol <0,10-8,90 Niemcy scieki Kuch H.M. 2001
oczyszczone
Etynyloestradiol <0,40- Niemcy Scieki Spengler P. 2001
12,00 oczyszczone
Etynyloestradiol <0,05 Wielka scieki Xiao X.Y. 2001
Brytania oczyszczone
Etynyloestradiol <5,00 Barcelona, $cieki Petrovic M. 2002°
Hiszpania oczyszczone
Etynyloestradiol 2,704,50 Paryz, Francja §cieki Cargouét M. 2004
oczyszczone
Etynyloestradiol <1,00-520 Dania Scieki DEPA 2004
oczyszczone
Etynyloestradiol 0,20-7,00 Wielka scieki Shi J. 2004
Brytania oczyszczone
Etynyloestradiol <0,20-7,50 Holandia scieki Auriol M. 2006
oczyszczone
Etynyloestradiol <0,40- Niemcy §cieki Auriol M. 2006
12,00 oczyszczone
Etynyloestradiol <0,104,30 Holandia woda Belfroid A.C. 1999
powierzchniowa
(rzeki, estuaria)
Etynyloestradiol <0,50 Niemcy woda Temes T.A. 1989°
powierzchniowa
(rzeka)




wontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwigzku  Stezenie Miejsce Rodzaj proby Literatura
(ng/L) poboru préb
Etynyloestradiol 0,04 Wiochy woda Baronti C. 2000
powierzchniowa
(rzeka)
Etynyloestradiol <0,05-0,07 Kalifornia, USA woda Huang C.-H. 2001
powierzchniowa
(rzeka)
Etynyloestradiol 0,10-5,10 Niemcy woda Kuch H.M. 2001
powierzchniowa
(rzeka)
Etynyloestradiol <0,05 Wielka Brytania woda Xiao X.Y. 2001
powierzchniowa
(rzeka)
Etynyloestradiol 1,10-2,90 Francja woda Cargouét M. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Etynyloestradiol 4,70 Massachusetts, woda Zuo Y. 2006
USA powierzchniowa
(morze)
Etynyloestradiol 0,50 Polska woda pitna Bodzek M. 2006
Estron 52,00 Wiochy Scieki surowe Baronti C. 2000
Estron 66,00 Niemcy §cieki surowe Johnson A.C. 2000
Estron 31,00 Rzym, Wiochy  scieki surowe Johnson A.C. 2000
Estron 1,804,10  Wielka Brytania $cieki surowe Fawell J.K. 2001
Estron <2,50- Barcelona, §cieki surowe Petrovic M. 2002°
115,00 Hiszpania
Estron 44 00 Rzym, Wiochy  Scieki surowe D'Ascenzo G. 2003
Estron 9,60-17,60 Paryz Francja scieki surowe Cargouét M. 2004
Estron 15,00- Wiochy $cieki surowe Lagana A. 2004
60,00
Estron 19,00- Kanada $cieki surowe Servos M.R. 2005
78,00
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{ontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwiazku  Ste¢zenie Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) poboru préb
Estron 16,00- Kanada §cieki surowe Lishman L. 2006
48,00
Estron 14,00- Japonia $cieki surowe Hashimoto T. 2007
31,00
Estron 1.40-76,00 Wielka Brytania s$cieki Desbrow C. 1998
oczyszczone
Estron <0,40- Holandia §cieki Belfroid A.C. 1999
47,00 oczyszczone
Estron 5,80 Szwecja §cieki Larson D.G.J. 1999
oczyszczone
Estron <LOD Kanada Scieki Temes T.A. 1999°
(b.d.)- oczyszczone
48,00
Estron <LOD Niemcy Scieki Temes T.A. 1999°
(b.d.)- oczyszczone
70,00
Estron 2,50-82,10 Wiochy $cieki Baronti C. 2000
oczyszczone
Estron 24,00 Rzym, Whochy  Scieki Johnson A.C. 2000
oczyszczone
Estron 14,60 Niemcy Scieki Johnson A.C. 2000
oczyszczone
Estron <0,30 Wielka Scieki Fawell J.K. 2001
Brytania oczyszczone
Estron <0,10- Niemcy Scieki Kuch H.M. 2001
18,00 oczyszczone
Estron <0,70- Niemcy Scieki Spengler P. 2001
18,00 oczyszczone
Estron 6,40-29,00 Wielka Scieki Xiao X.Y. 2001
Brytania oczyszczone
Estron <2,50-8,10 Barcelona, Scieki Petrovic M. 2002*
Hiszpania oczyszczone
Estron 17,00 Rzym, Wiochy  $cieki D'Ascenzo G. 2003

oczyszczone




Contynuacja tabeli 1.

Nazwa zwiazku  Stezenie Miejsce Rodzaj proby Literatura
(ng/L) poboru préb
Estron 2,50-34,00 Japonia Scieki Isobe T. 2003
oczyszczone
Estron 6,20-7,20 Paryz, Francja $cieki Cargouét M. 2004
oczyszczone
Estron <2,00- Dania Scieki DEPA 2004
11,00 oczyszczone
Estron 5,00-30,00 Rzym, Wiochy Scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
Estron 1,00-80,00 Wielka Scieki Shi J. 2004
Brytania oczyszczone
Estron 1,00-96,00 Kanada $cieki Servos M.R. 2005
oczyszczone
Estron 7,60 Kanada Scieki Lishman L. 2006
oczyszczone
Estron 2,3043,00 Japonia §cieki Hashimoto T. 2007
oczyszczone
Estron 19,00 Wielka Scieki Johnson A. 2007
Brytania oczyszczone
Estron <0,10-3,40 Holandia woda Belfroid A.C. 1999
powierzchniowa
(rzeka)
Estron <0,50 Niemcy woda Ternes T.A. 1999°
powierzchniowa
(rzeka)
Estron 1,50 Wiochy woda Baronti C. 2000
powierzchniowa
(rzeka)
Estron 0,10-4,10 Niemcy woda Kuch H.M. 2001
powierzchniowa
(rzeka)
Estron 0,20-10,00 Wielka woda Xiao X.Y. 2001
Brytania powierzchniowa
(rzeka)
Estron 4,30 Hiszpania woda Petrovic M. 2002°

powierzchniowa
(rzeka)
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(ontynuacja tabeli 1.

Nazwa zwigzku  Ste¢2enie Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) poboru préb

Estron 0,20-6,60 Japonia woda Isobe T. 2003
powierzchniowa
(rzeka)

Estron 1,10-3,00 Francja woda Cargouét M. 2004
powierzchniowa
(rzeka)

Estron 5,00-12,00 Wiochy woda Lagana A. 2004
powierzchniowa
(rzeka)

Estron 1,20 Massachusetts, woda Zuo Y. 2006

USA powierzchniowa

{morze)

Mestranol <1,00 Kanada Scieki Ternes T.A. 1999°
oczyszczone

Mestranol <1,00 Niemcy Scieki Temes T.A. 1999°
oczyszczone

Mestranol 4,00 Niemcy Scieki Kuch H.M. 2001
oczyszczone

Mestranol <0,60-2,70 Niemcy scieki Spengler P. 2001
oczyszczone

Mestranol <0,50 Niemcy woda Temes T.A. 19992
powierzchniowa
(rzeka)

.OD (Limit of detection); b.d. — brak danych

68



fabela 2. Lista miejs¢ poboru prébek wody do badan wiasnych wraz z kodami

okalizacji.

Miejsce poboru proby Wspéirzedne Kod lokalizacji
geograficzne

Morze Baltyckie N54 17.067 E16 07.887 A
Jezioro Bukowo N54 22.622 E16 18.835 B
Dzierzecinka przed N54 10.075 E16 13.433 C
Koszalinem
Dzierzgcinka za N54 12.824 E16 09.982 D
Koszalinem
Jezioro Hajka N54 04.251 E16 12.823 E
Jezioro Jamno N54 17.062 E16 12.567 F
Jezioro Kamienne N54 01.695 E16 44.053 G
Jezioro Kwiecko N54 01.570 E16 42.064 H
Jezioro Lubiatowo N54 09.627 E16 17.200 |
Jezioro Parnowo N54 09.939 E16 03.363 J
Parseta N54 00.226 E15 57.304 K
Radew N54 02.720 E15 52.980 L
Jezioro Rosnowo N54 03.989 E16 17.971 M
Stara Radew N54 04.704 E16 17.375 N
Oczyszczalnia N54 14.071 E16 08.998 (0]
Sciekéw “Jamno”
Woda destylowana N54 14.072 E16 08.997 W1
Woda wodociggowa N54 14.072 E16 08.997 W2
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fabela 3. Wybrane warto$ci parametrow fizykochemicznych badanych prébek

nod i Sciekow.
Miejsce poboru Temperatura Temperatura pH Tlen Tien
préby powietrza wody
. [°C] [°Cl [mg] %]
Dzierzecinka 1,7 3,0 7,99 13,50 97
Dzierzecinka ~ 2,0 3,5 8,16 13,75 99
Parseta 3.1 37 8,09 12,85 95
Radew 2,3 45 7,76 11,30 85
Lubatowo 1,6 2,0 7,31 7,20 51
Jamno 7.7 4.5 8,01 12,80 95
Bukowo 47 45 7.63 11,20 81
Kamienne 3,9 0,9 824 13,35 93
Kwiecko 41 0.7 8,16 13,40 04
Stara Radew 0,3 7.0 7,80 7,26 60
Rosnowo 21 41 7,76 10,78 80
Hajka 3,0 4,9 7,92 10,10 79
Woda destylowana 24,0 24,0 6,00 7,10 86
Pamowa 9.1 42 8,05 12,85 95
Morze Baityckie 43 6,5 8,20 12,75 g5
Woda kranowa 220 9,0 7.44 9,20 80
Sciek surowy 17,5 10,0 7.50 0,94 14,4
Sciek oczyszczony 18,5 16,4 7.20 16,40 1
Sciek surowy 18,5 14,9 8,07 0,65 10
Sciek oczyszczony 19,5 16,7 7.20 0,00 0
$ciek surowy 19,5 15,6 7,60 0,57 6
Sciek oczyszczony 18,5 16,8 7.20 0,14 1
Sciek surowy 18,5 15,0 7.01 0,80 9
Sciek oczyszczony 21,3 17,0 7,20 0,29 3
Sciek oczyszczony 17,6 17,1 7.19 0,72 8
Sciek surowy 17,6 14,5 7.18 0,76 8
Sciek oczyszczony 18,8 17,4 7.27 0,36 4
Sciek surowy 18,8 15,4 8,10 0,76 10
$ciek oczyszczony 11,9 16,9 7,34 0,95 10

'Powyzej Koszalina; ~ Ponizej Koszalina
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Fabela 4. Srednioroczne warto$ci wskaznikow zanieczyszczen w $ciekach surowych
oczyszczonych oraz redukcje uzyskane w roku 2006 w Oczyszczalni Sciekéw ,Jamno”
'Kozak M. 2007°].

Wskaznik Scieki Scieki Pozwolenie = Redukcja
zanieczyszczenia SUrowe ocCczyszczone wodno- [%]
prawne

3ZTs 639,88 516 15 99,20
ShZT 1140,38 25,31 125 97,78
mg Oz/dm’]

Azot ogdiny 84,27 9,54 10 88,68
'mg N/dm?]

~osfor ogoéiny 19,47 0,57 1,0 97,07
‘mg Pldm?]

Zawiesina ogodina 632,38 10,67 35 98,31

'mg/dm?)
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labela 5. Zestawienie $rednich wartosci parametréw fizykochemicznych mieszanin

eakcyjnych wykorzystujgcych osad czynny,

riodegradacijg wybranych sterydéw w warunkach laboratoryjnych.

uzytych w doswiadczeniach nad

Anallzowana Proba Poczatek doswiadczenia
substancja
pH Temperatura Tlen Tien
°Cl %] [mgiL]
zstriol Qdniesienia (woda 7,70 19,4 69 6,44
wodociggowa)
Zstriol Badana (woda 7.71 19,6 66 6,32
wodociggowa +
osad czynny)
lestosteron  Odniesienia (woda 7.45 22.8 76 6,86
wodociggowa)
lestosteron Badana (woda 7,44 21,6 69 6,09
wodociggowa +
osad czynny)
Ekwilina Qdniesienia (woda 7,81 19,6 50 4,71
wodociggowa)
Ekwilina Badana (woda 7.62 19,5 60 5,56
wodociggowa +
osad czynny)
Anaiizowana Préba Koniec dogwiadczenia
substancja .
pH Temperatura Tlen Tien
r°cl [%] [mgiL]
Estriol Odniesienia (woda 8,34 (+0,04) 22,5 (+0,1) 82,0 (+2,6) 7,20 (+0,03)
wodociagowa)
Estriol Badana (woda 8,46 (+0,05) 22,4 (x0,1) 82,0 (+2,6) 7,20 (£0,03)
wodociggowa +
osad czynny)
Testosteron  Odniesienia (woda 8,17 (£0,03) 24,3 (x0,4) 84,3 (£0,6) 7,19 (+0,03)
wodociggowa)
Testosteron Badana (woda 7.9 (+0,5) 242 (10,2) 43,0 (£33,9) 3,3 (£3,2)
wodociagowa +
osad czynny)
Ekwilina Odniesienia (woda 8,27 (+0,03) 236 (+0,4) 76,0 (+3,6) 6.6 (10,2)
wodociggowa)
Ekwilina Badana (woda 7.7 (£0,1) 23,7 (+0,3) 32,0 (+21,7) 2,6 (1,9)
wodociggowa +
osad czynny)
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‘abela 6. Kolejno$¢ wymywania oraz czasy retencji badanych analitbw obserwowane
ia kolumnie Supelcosil LC-18 100 x 4,6 mm, 5 ym przy uzyciu fazy ruchomej bez
nodyfikatora makrocyklicznego. Warunki chromatograficzne: temperatura 20°C, faza
uchoma acetonitryl/woda (35%, v/v), przeptyw fazy ruchomej 1 mL/min.

Analizowana substancja Numer piku  Czas retencji
[min.]
B-Estradiol-3,17-disiarczan 1 0,70
p-Estradiol17-{p-D-glukuronian) 2 0,74
17p-Estradiol-3-siarczan 3 0,76
NaNO; (marker parametru tp) 0,80
Estetrol 4 1,83
Estriol 5 1,96
Kortyzol 6 2,39
Kortyzon 7 2,60
Tetrahydrokortyzol 8 288
Tetrahydrokortyzon 9 3,45
Ftalan dimetylu 10 4,83
Bisfenol A 11 7,78
17B-Estradiol 12 7,94
Testosteron 13 8,44
Noretindron 14 9,51
17a-Estradiol 16 9,73
d-Ekwilenina 16 10,79
Metylotestosteron 17 11,07
Ekwilina 18 11,80

Etynyloestradiol 19 12,00
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(ontynuacja tabeli 6.

Analizowana substancja Numer piku  Czas retencji

[min.]
7,8-Dimetoksyflawon 20 12,42
Estron 21 13,08
17-a-Hydroksyprogesteron 22 13,56
4-tert-Butylofenol 23 14,78
Toluen 24 16,40
Lewonorgestrel 25 17,64
Norgestrel 26 17,64
Dietylostilbestrol 27 22,63
20-a-Hydroksyprogesteron 28 23,03
Medroksyprogesteron 29 23,69
Progesteron 30 44 11
Octan medroksyprogesteronu 31 56,48
Mestranol 32 94,53

Ftaian dibutylu 33 185,20
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Tabela 7. Warto$ci wspotczynnikow retenciji (k) 27 analitow chromatografowanych na
olumnie LC-18 o dlugosci 10 cm, w réznych temperaturach i przy uzyciu faz
uchomych acetonitryllwoda (35%, v/v) niemodyfikowanych (A) oraz modyfikowanych
3-cyklodekstryna (B) i jej hydroksypropylowa pochodng (C) w stezeniu 10 mM. Numery
substanciji odpowiadajg kolejnosci analitbw podanej w tabeli 6.

A (faza ruchoma bez cyklodekstryny)

Analizowana substancja Temperatura rozdzielania [°C]
0 10 20 40 60
Estetrol (4) 1,06 1,02 1,00 0,96 0,92
Estriol (5) 1,71 1,64 1,59 1,48 1,36
Kortyzol (6) 1,89 2,01 2,11 2,17 2,07
Kortyzon (7) 2,44 2,42 2,40 2,28 2,10
Tetrahydrokortyzol (8) 2,10 2,45 272 2,98 2,93
Tetrahydrokortyzon (9) 2,92 3,25 3,46 3,54 3,32
Ftalan dimetylu (10) 6,96 6,07 5,41 4,38 3,58
Bisfenol A (11) 12,71 10,72 9,12 6,62 4,83
17p-Estradiol (12) 1,21 1022 938 7,76 6,25
Testosteron (13) 10,53 10,31 10,04 9,11 7,89
Noretindron (14) 13,16 1225 1142 9,66 7,95
17a-Estradiol (15) 1367 12,70 11,74 9,67 7,70
d-Ekwilenina (16) 18,92 1556 13,12 944 6,85
Metylotestosteron (17) 13,69 1365 1346 12,50 10,89
Ekwilina (18) 20,37 17,08 1457 1064 7,81

Etynyloestradiol (19) 19,28 16,78 14,72 11,21 8,41
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Kontynuacja tabeli 7.

Q (faza ruchoma bez cyklodekstryny)

Analizowana substancja Temperatura rozdzielania [°C]
0 10 20 40 60
,8-Dimetoksyflawon (20) 18,58 16,68 1520 1241 9,86
stron (21) 2200 18,74 16,16 1196 8,77

7a-Hydroksyprogesteron (22) 19,12 1785 1666 14,05 11,33

-tert-Butylofenol (23) 2377 21,02 1837 1366 10,02
oluen (24) 26,67 2346 2038 1531 11,44
ewonorgestrel (25) 2584 24,08 2220 1824 14,41
lorgestrel (26) 2592 2413 2224 1824 14,42
lietylostilbestrol (27) 42,72 3499 2865 1895 12,56

Oa-Hydroksyprogesteron (28) 33,16 31,17 29,30 24,71 19,89
ledroksyprogesteron (29) 3437 32,13 2968 2441 18,97

'rogesteron (30) 76,45 6535 5662 42,00 30,51
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(ontynuacja tabeli 7.

B (faza ruchoma z dodatkiem B-cyklodekstryny)

Analizowana substancja Temperatura rozdzielania [°C]
0 10 20 40 60
istetrol (4) 0,63 0,73 0,74 0,79 0,82
zstriol (5) 0,67 0,83 0,87 1,06 1,14
(ortyzol (6) 1,07 1,21 1,41 1,71 1,81
(ortyzon (7) 1,45 1,63 1,78 1,94 1,92
[etrahydrokortyzol (8) 0,57 0,86 1,18 1,83 2,25
letrahydrokortyzon (9) 1,08 1,36 1,76 2,43 2,72
“talan dimetylu (10) 7,12 6,21 5,53 4,47 3,66
3isfenol A (11) 2,85 2,98 3,12 3,27 3,13
I7p-Estradiol (12) 1,03 1,48 2,10 3,58 4,38
lestosteron (13) 0,61 0,89 1,39 3,03 4,66
Noretindron (14) 8,74 8,89 8,92 8,43 7,42
17a-Estradiol (15) 3,80 4,50 5,18 6,06 6,01
1-Ekwilenina (16) 9,94 9,68 9,26 7,85 6,23
Metylotestosteron (17) 3,72 4,98 6,27 8,19 8,70
Ekwilina (18) 5,32 6,05 6.67 6,96 6,22

Etynyloestradiol (19) 7,90 8,22 8,40 8,15 7,13
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Kontynuacja tabeli 7.

B (faza ruchoma z dodatkiem p-cyklodekstryny)

Analizowana substancja

Temperatura rozdzielania [°C]

0 10 20 40 60
7,8-Dimetoksyflawon (20) 19,52 1751 1585 12,84 10,11
Estron (21) 3,59 472 5,94 7,52 7,16
17a-Hydroksyprogesteron (22) 7,33 8,48 9,46 10,21 9,54
§-tert-Butylofenol (23) 4,62 5,03 5,37 5,80 5,74
Toluen (24) 2266 2067 1839 1431 11,00
Lewonorgestrel (25) 1828 1855 1825 1643 13,75
Norgestrel (26) 18,05 1840 18,15 1641 13,74
Dietylostilbestrol (27) 1,85 2,77 4,21 8,30 9,78
20a-Hydroksyprogesteron (28) 2,45 3,94 6,27 1,72 14,12
Medroksyprogesteron (29) 2240 23,76 2406 22,16 18,32
Progesteron (30) 17,12 2098 2471 2756 24,67
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Contynuacja tabeli 7.

~
« (faza ruchoma z dodatkiem hydroksypropyl-B-cyklodekstryny)

Analizowana substancja Temperatura rozdzielania [°C]
0 10 20 40 60
zstetrol (4) 0,67 0,78 0,76 0,79 0,80
zstriol (5) 0,91 0,92 1,00 1,10 1,12
(ortyzol (6) 1,19 1,37 1,54 1,75 1,80
Cortyzon (7) 1,58 1,71 1,82 1,91 1,86
[etrahydrokortyzol (8) 0,97 1,18 1,49 2,06 2,34
letrahydrokortyzon (9) 1,30 1,70 2,09 2,64 2,79
“talan dimetylu (10) 6,94 6,04 5,36 4,35 3,55
3isfenol A (11) 2,60 2,71 2,85 3,03 2,96
|7B-Estradiol (12) 3,92 4,13 4,35 4,58 4,42
lestosteron (13) 4,00 4,44 4,87 5,48 5,58
Noretindron (14) 8,95 8,76 8,59 7,94 6,93
I7a-Estradiol (15) 5,18 5,62 5,83 6,04 5,67
1-Ekwilenina (16) 10,85 9,67 8,78 7,22 5,74
Wietylotestosteron (17) 5,38 6,11 6,77 7,70 7,87
Zkwilina (18) 8,77 8,14 7,73 6,83 5,80

stynyloestradiol (19) 7,92 7,88 7,80 741 6,49
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(ontynuacja tabeli 7.

C (faza ruchoma z dodatkiem hydroksypropyl-B-cyklodekstryny)

Analizowana substancja

Temperatura rozdzielania [°C]

0 10 20 40 60
',8-Dimetoksyflawon (20) 1841 16,48 1497 1219 9,67
Zstron (21) 11,69 10,76 10,02 8,55 7,01
I7a-Hydroksyprogesteron (22) 8,90 9,33 9,67 9,70 8,87
I-tert-Butylofenol (23) 4,34 4,69 5,00 5,43 5,41
Foluen (24) 2246 20,12 17,85 13,79 10,55
-ewonorgestrel (25) 19,09 1850 1764 1546 12,82
Norgestrel (26) 19,08 1847 1762 1547 12,81
Dietylostilbestrol (27) 1513 14,19 1341 1158 9,31
20a-Hydroksyprogesteron (28) 8,40 9,26 10,16 1169 12,11
Medroksyprogesteron (29) 2041 2121 21,38 1990 16,71
Progesteron (30) 31,08 2937 28,14 2538 2163
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Tabela 8. Wartosci wspotczynnikéw regresji liniowej (przecigcie, nachylenie) oraz
wspoiczynnika determinacji (”) dla réwnania w postaci ink = przeciecie +
nachylenie(1000/T) dia substancji chromatografowanych na kolumnie LC-18 o dlugosci
viv) bez modyfikatora

makrocyklicznego oraz z dodatkiem B-cyklodextryny i hydroksypropyl-B-cyklodekstryny,

10 cm oraz fazach ruchomych acetonitryl/lwoda (35%,

obliczone na podstawie danych przedstawionych w tabeli 7. llos¢ powtérzen

wykonanych na jeden punkt pomiarowy n = 5.

Analizowana Faza ruchoma bhez 10mM 10mM
substancja cyklodekstryny B-cyklodekstryna HP-B-cyklodekstryna
nachylenle przecigcie r nachylenie przecigcie r nachylenie przeciecie r

trol (4) 0,21 -0,71 0,994 0,36 0,9 0,835 0,2 0,5 0616
(£0,01)  (£0,03) (20,09) {(£0.3) (£0,1) (£0,3)

iol {5) 0,34 -0,70 0,993 -0,8 2.5 0,949 -0,36 1,2 0,947
(£0,02) (£0,05) (£0.1) (£0,3) (£0,05) (£0,2)

yzol (6) -0,14 12 0,479 -0.8 3.1 0,962 -0,6 25 0,919
(¥0,08)  (0,3) (£0,1) (£0,3) (v0,1) (£0,4)

yzon (7) 0,23 0.1 0,886 -0,4 2,0 0,844 -0.256 1,4 0,752
(£0,05)  (£0,2) (£0,1) (£0,4) (£0,08)  (£0,3)

ahydrokortyzol (8) 0,5 26 0808 -15 5,4 0928 | -14 51 0974
(£0,1) (+0,5) (£0,2) (£0.,8) (£0,1) (£0,4)

ahydrokortyzon (9) 0,2 18 0424 -15 55 0,960 -1,1 46 0,960
(x0,1) (£0,4) (20,2) {(20,6) (£0,2) (£0,7)

an dimetylu (10) 1,00 -1,73 0,999 | 1,003 -1,71 0,999 1,01 -1,75 0,999
(£0,01)  (+0,03) (£0,008) (+0,03) (£0,01)  (20,04)

enol A (11) 1.47 2.8 0,998 -0,17 1.6 0,625 -0,22 1,8 0,821
(£0,04) (£0.1) (£0,07) (£0,2) (£0,06) (£0,2)

Estradiol (12) 0.88 0,8 0,991 2.3 8,3 0,974 -0,19 21 0,713
(+0,05) (£0,2) (£0,2) (20,7) (0,07) (£0.2)

tosteron (13) 0,44 0.8 0,934 -3,2 11,2 0,993 -0,52 33 0,929
(£0,07)  (20,2) (£0,1) (£0,5) (£0,08)  (0,3)

etindron (14) 0,76 -0,2 0,986 0,25 1.3 0,716 0,38 08 0,923
(£0,05) (2£0,2) (£0,09) (£0,3) (£0,06) (£0,2)

-Estradiol (15) 0,87 05 0,981 -0,7 40 0,878 -0,15 2,2 0,449
(20,07) (£0,2) (£0,2) (£0,5) (£0,09) (£0,3)

kwilenina (16) 1,53 -2.66 0,999 0,7 -0,3 0,932 0,95 -1.1 0,994
(+0,03) (20,08) (£0,1) (£0,4) (£0,04) (£0,1)

ylotestosteron (17) 0,34 1.4 0,848 -1,3 6,1 0,924 -0,58 39 0,925
(£0,08)  (£0,3) (£0.2) (£0,7) (£0,09)  (£0,3)
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Kontynuacja tabeli 8.

Analizowana Faza ruchoma bez 10mM 10mM
substancja cyklodekstryny B-cyklodekstryna HP-B-cyklodekstryna
nachylenie przecigcie F nachylenfe przeciecie r nachylenie przeciecie r
lina (18) 1,45 23 0,9992 -0,2 26 0377 . 061 005 0,986
(£0,03) (£0,1) . (£0.2) (£0,6) (£0,04) (£0,1)
jloestradiol (19) 1,25 16 0,995 I 0,1 16 0374 | 029 10 0835
(£0,05) (£0,2) ' (£0.1) (£0,4) (£0,07) (£0,3)
imetoksyflawon 0,95 -0,5 0,993 | 0,99 -0,6 0,993 0,97 -06 0,994
L (£0,05)  (20,2) (#0,05)  (20.2) | (£0,04)  (20,2)
n (21) 1,39 -2,0 0,997 -1.,1 53 0,840 J 0,76 0,3 0,988
(£0,04)  (0,2) (£0,3) (£0,9) | (£0,05)  (£0,2)
{ydroksy- | 0,79 01 0.978 | 0.4 35 0,660 -0,002 2.2 0,000
esteron (22) L (20,07)  (%0.2) - (#0.2) (£0,6) (£0,09)  (10,3)
i i
-Butylofenol (23) 1,32 -16 0,991 -0,33 28 0,857 -0,34 2.8 0,891
(£0,07)  (£0,2) | (£0,08)  (£0.3) (#0.07)  (20,2)
2n (24) 1,29 14 0995 1,11 09 098 1,15 11 0,992
(£0,05)  (£0,2) (0,07)  (£0,2) (£0,06) (0,2
norgestrel (25) 0,89 004 0979 0,4 1,4 0,836 | 060 08 0951
(0,07)  (£0,3) (£0,1) (£0,4) (£0,08)  (£0,3)
estrel (26) 0,89 0,03 0,980 | 04 1.4 0,815 0,60 0,8 0,951
| (£0,07)  (20,2) (£0,1) (£0,4) (£0,08)  (20,3)
rlostilbestrol (27) 1.86 3,0 0,996 -2,6 10 0,964 l 0,72 0,1 0,967
(0,07)  (10.2) (£0,3) (£1) (£0,08)  (£0,3)
Hydroksy- 0,77 07 0972 27 11 0958 | -0,57 42 0,959
esteron (28) (£0,08)  (20,3) . (£0,3) (1) (#0,07)  (£0.2)
'oksyprogesteron @ 0,90 0,3 0,973 0,3 2,0 0,576 0.3 2,0 0,640
. (£0,09)  (203) | (40,2)  (£0,5) (#0,1)  (x0,4)
esteron (30) L .39 -0,7 0,995 -0.6 5,0 0,636 0,5 1.5 0,972
(20,05) (£0,2) (£0,2) (£0,8) (£0,05) (£0,2)
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Tabela 9. WartoSci ilorazéw wspoiczynnikow retencji (ko wm co Kio mm cp)
odzwierciedlajgce site oddziatlywania pomiedzy analitami a B-cyklodekstryng (A) oraz
hydroksypropyl-B-cyklodekstryng (B) rozpuszczong w fazie ruchomej, obliczone na
podstawie danych przedstawionych w tabeli 7. Cyfry wyr6znione pogrubieniem
oznaczajg wartosci minimaine (*) oraz maksymalne (**).

A (wartosci ko mm co /K10 mm cp dia B-cyklodekstryny)

Analizowana substancja Temperatura rozdzielania [°C]
0 10 20 40 60
Estetrol (4) 1,69 1,39 1,35 1,21 1,12
Estriol (5) 2,54 1,96 1,82 1,40 1,19
Kortyzol (6) 1,76 1,66 1,49 1,27 1,14
Kortyzon (7) 1,68 1,48 1,35 1,17 1,09
Tetrahydrokortyzol (8) 3,69 2,86 2,31 1,63 1,30
Tetrahydrokortyzon (9) 2,76 2,38 1,96 1,46 1,22
Ftalan dimetylu (10) 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Bisfenol A (11) 4,46 3,59 2,92 2,03 1,54
17p-Estradiol (12) 10,91 6,90 4,47 2,17 1,43
Testosteron (13) 17,38 11,53 7,22(*) 3,00(**) 1,69
Noretindron (14) 1,51 1,38 1,28 1,15 1,07
17-Estradiol (15) 3,60 2,82 2,27 1,60 1,28
d-Ekwilenina (16) 1,90 1,61 1,42 1,20 1,10
Metylotestosteron (17) 3,66 2,74 2,15 1,53 1,25
Ekwilina (18) 3,83 2,82 2,18 1,83 1,26
Etynyloestradiol (18) 2,44 2,04 1,75 1,38 1,18
7.8-Dimetoksyflawon (20) 0,95(*) 0,95(*) 0,96(*) 0,97(*) 0,98(*)
Estron (21) 6,13 3,97 2,72 1,59 1,23
17a-Hydroksyprogesteron (22) 2,61 2,10 1,76 1,38 1,19
4-tert-Butylofenol (23) 5,15 4,18 342 2,35 1,75(™)
Toluen (24) 1,18 1,13 1,11 1,07 1,04
Lewonorgestrel (25) 1,41 1,30 1,22 1,11 1,05
Norgestrel (26) 1,44 1,31 1,23 1,11 1,05
Dietylostilbestrol (27) 23,10(*) 12,63(*) 6,80 2,28 1,28
20a-Hydroksyprogesteron (28) 13,56 7,92 4,67 2,11 1,41
Medroksyprogesteron (29) 1,53 1,36 1,23 1,10 1,04

Progesteron (30) 4,47 3,12 2,29 1,52 1,24
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Kontynuacja tabeli 9.

B (wartosci ko mm co /K10 mm cp dla hydroksypropyl-B-cyklodekstryny)

Anality Temperatura rozdzielania [°C]
0 10 20 40 60
Estetrol (4) 1,58 1,30 1,32 1,21 1,14
Estriol (5) 1,88 1,78 1,60 1,35 129
Kortyzol {6) 1,59 1,47 1,37 1,24 1,15
Kortyzon (7) 1,54 1,42 1,32 1,18 1,13
Tetrahydrokortyzol (8) 2,16 2,13 1,83 1,45 1,25
Tetrahydrokortyzon (9) 2,24 1,90 1,66 1,34 1,19
Ftalan dimetylu (10) 1,00 1,01(*) 1,01(") 1,01(*) 1,01(")
Bisfenol A (11) 4,89 3,96 3,20 2,18 1,63
17p-Estradiol (12) 2,86 2,47 2,15 1,70 1,41
Testosteron (13) 2,63 2,32 2,06 1,66 1.41
Noretindron (14) 1,47 1,40 1,33 1,22 1,15
17a-Estradiol (15) 2,64 2,30 2,01 1,60 1,36
d-Ekwilenina (16) 1,74 1,61 1,49 1,31 1,19
Metylotestosteron (17) 2,52 2,23 1,99 1,62 1,38
Ekwilina (18) 2,32 2,10 1,88 1,56 1,35
Etynyloestradiol (19) 2,43 2,13 1,89 1,51 1,30
7,8-Dimetoksyflawon (20) 1,01 1,01 1,02 1,02 1,02
Estron (21) 1,88 1,74 1,61 1,40 1,25
17a-Hydroksyprogesteron (22) 2,15 1,91 1,72 1,45 1,28
4-tert-Butylofenol (23) 547(*) 4,49(**) 3,67(**) 2,52(**) 1,85(*")
Toluen (24) 1,19 1,17 1,14 1,11 1,09
Lewonorgestrel (25) 1,356 1,30 1,26 1,18 1,12
Norgestrel (26) 1,36 1,31 1,26 1,18 1,13
Dietylostilbestrol (27) 2,82 2,47 2,14 1,64 1,35
20a-Hydroksyprogesteron (28) 3,95 3,37 2,88 2,11 1,64
Medroksyprogesteron (29) 1,68 1,51 1,39 1,23 1,14

Progesteron (30) 2,46 2,23 2,01 1,66 1,41
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Tabela 10. Warto$ci wsp6tczynnikéw a, b, ¢ réwnania kwadratowego In k = a +bx +cx?
(dla x = 1000/T) oraz wspdiczynnika determinacji () obliczone dla substancii
analizowanych na kolumnie LC-18 o diugosci 10 cm oraz fazach ruchomych
acetonitryl/woda (35%, v/v) bez modyfikatora makrocyklicznego (A) oraz z dodatkiem
B-cyklodextryny (B) i hydroksypropyl-p-cyklodekstryny (C).

A (faza ruchoma bez cyklodekstryny)

Analizowana substancja a b c r
Estetrol (4) -0,5563 0,1146  0,0140 0,994
Estriol (5) -2,0045 1,1825 -0,1269 0,998
Kortyzol (6) -7,3972 5,0448 -0,7790 0,996
Kortyzon (7) 46668 3,0961 -0,4313 0,998
Tetrahydrokortyzol (8) -11,598 8,09043 -1,2902 0,999
Tetrahydrokortyzon (9) -10,9800 7,5495 -1,1622 0,999
Ftalan dimetylu (10) -1,9414 11313 -0,0196 0,999
Bisfenol A (11) -6,7316  3,8368 -0,3563 0,999
17p-Estradiol (12) -5,6730 3,8338 -0,4439 0,999
Testosteron (13) -6,0497 4,5676 -0,6209 0,999
Noretindron (14) -5,5811 40215 -0,4900 0,999
17a-Estradiol (15) -7,6565 51717 -0,6465 0,999
d-Ekwilenina (16) -49121 2,8920 -0,2044 0,999
Metylotestosteron (17) 6,9619 53994 -0,7609 0,999
Ekwilina (18) -5,4429  3,3624 -0,2877 0,999
Etynyloestradiol (19) -6,6548 43018 -0,4580 0,999
7,8-Dimetoksyflawon (20) -5,0802 36926 -04120 0,999
Estron (21) -6,4751 4,1080 -0,4086 0,999
17a-Hydroksyprogesteron (22) 6,7443 49211 -0,6212 0,999
4-tert-Butylofenol (23) -9,0138 57864 -0,6716 0,999
Toluen (24) -7,0117 46752 -0,5088 0,999
Lewonorgestrel (25) -7,5742 54886 -0,6916 0,999
Norgestrel (26) -7,5239 54545 -0,6858 0,999
Dietylostilbestrol (27) -9,8709 59974 -0,6216 0,999
20a-Hydroksyprogesteron (28) -6,9926 54260 -0,6994 0,999
Medroksyprogesteron (29) -8,5847 16,2586  -0,8053 0,999

Progesteron (30) -6,1787 46879 -04963 0,999
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Kontynuacija tabeli 10.

B (faza ruchoma z dodatkiem p-cyklodekstryny)

Analizowana substancja a b c 7
Estetrol (4) -5,1797 3,3505 -0,5636 0,897
Estriol (5) -6,0060 4,3583 -0,7705 0,982
Kortyzol (6) -5,8441 45909 -08139 0,994
Kortyzon (7) -8,8512 6,192 -0,9835 0,999
Tetrahydrokortyzol (8) -15,7330 11,7420 -2,0757 0,999
Tetrahydrokortyzon (9) -11,7050 8,9188 -1,5600 0,998
Ftalan dimetylu (10) -1,7982 11,0561 -0,0080 0,999
Bisfenol A (11) -5,2395 4,0036 -0,6251 0,968
178-Estradiol (12) -12,1720 10,1450 -1,8627 0,997
Testosteron (13) 0,7621 3,1085 -0,9461 0,997
Noretindron (14) -7,8648 57879 -0,8327 0,997
17a-Estradiol (15) -11,4920 8,6486 -1,4080 0,997
d-Ekwilenina (16) -11,6830 7,6154 -1,0372 0,999
Metylotestosteron (17) -15,7800 11,9480 -1,9887 0,999
Ekwilina (18) -15,6410 10,8020 -1,6593 0,995
Etynyloestradiol (19) -9,8002 7,0190 -1,0322 0,987
7,8-Dimetoksyflawon (20) -5,4205 3,8820 -0,4346 0,999
Estron (21) -22,0290 154450 -2,4810 0,996
17a-Hydroksyprogesteron (22) -13,4180 9,8409 -1,5387 0,998
4-tert-Butylofenol (23) -5,2162 45024 -0,7268 0,997
Toluen (24) -7,8350 52995 -0,6300 0,999
Lewonorgestrel (25) -10,1800 7,4087 -1,0474 0,999
Norgestrel (26) -10,4510 7,877 -1,0770 0,999
Dietylostilbestrol (27) -16,2420 13,4290 -2,4137 0,992
20a-Hydroksyprogesteron (28) -21,5470 16,9310 -2,9527 0,997
Medroksyprogesteron (29) -13,9660 9,9825  -1,4528 0,999
Progesteron (30) -19,9730 14,5300 -2,2676 0,996
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Kontynuacja tabeli 10.

C (faza ruchoma z dodatkiem hydroksypropyi-g-cyklodekstryny)

Analizowana substancja a b c r
Estetrol (4) 46792 29287 -04807 0,998
Estriol (5) -0,2931 0,5469 -0,1356 0,952
Kortyzol (6) -8,5281 6,0485 -1,0033 0,999
Kortyzon (7) -6,9768 48154 -0,7607 0,997
Tetrahydrokortyzol (8) -5,8993 52556 -0,9998 0,991
Tetrahydrokortyzon (9) -15,3270 10,8670 -1,8051 0,999
Ftalan dimetylu (10) -1,5973 09145  0,0137 0,999
Bisfenol A (11) -3,7357 3,104 -0,5003 0,969
17p-Estradiol (12) 48751 4,0218 -0,6333 0,978
Testosteron (13) -4,9932 44992 -0,7535 0,998
Noretindron (14) -5,56364 42256 -0,5780 0,996
17a-Estradiol (15) -7,3202 56196 -0,8666 0,983
d-Ekwilenina (16) 48435 32217 -0,3412 0,999
Metylotestosteron (17) -5,8495 52827 -0,8813 0,999
Ekwilina (18) -3,8808 29287 -0,3482 0,997
Etynyloestradiol (19) -6,3442 47495 -0,6701 0,989
7.8-Dimetoksyflawon (20) -4,9584 3,5941 -0,3948 0,999
Estron (21) -5,0701  3,6343 -0,4314 0,999
17a-Hydroksyprogesteron (22) -7,3631 5,7971 -0,8714 0,970
4-tert-Butylofenol (23) 41744 38415 -0,6287 0,995
Toluen (24) -7,1245 48069 -0,5493 0,999
Lewonorgestrel (25) -7,3405 55081 -0,7370 0,999
Norgestrel (26) -7,2728 54674 -0,7310 0,999
Dietylostilbestrol (27) -7,4414 52809 -0,6851 0,997
20a-Hydroksyprogesteron (28) -2,3434 34102 -0,5985 0,995
Medroksyprogesteron (29) -11,568 84745 -1,2276 0,998
Progesteron (30) -3,3209 34466 -0,4378 0,995
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Tabela 11. Wspdlczynniki réwnania regresji liniowej (nachylenie, przeciecie) oraz
wspdiczynnik determinacji () réwnania Ry = nachylenie(1/X;) + przeciecie; obliczone
dla sterydow chromatografowanych w warunkach mikro-TLC w uktadzie faz
odwrdconych przy uzyciu binarnych faz ruchomych metanol/woda.

Analizowana Zakres steZer n  Nachylenie Przecigcie r
substancja (%, viv)
Estetrol (4) 20-100 14 0,22 -0,39 0,955
(£0,01) (£0,06)
Estriol (5) 30-100 13 0,349 -0,56 0,994
(0,008) (0,03)
17B-Estradiol (12) 35-100 12 0,53 -0,64 0,994
(£0,01) (£0,04)
17a-Estradiol (15) 35-100 12 0,57 0,77 0,993
(£0,02) (£0,04)
Ekwilina (18) 35-100 12 0,48 -0,65 0,994
(£0,01) (£0,03)
“Estron (21) 35-100 12 0,50 -0,66 0,994
(£0,01) (x0,03)

Liczby podane w nawiasach dotyczg wartosci odchylenia standardowego.
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Tabela 12. Zaleznos¢ pomigdzy danymi retencyjnymi uzyskanymi metodg SPE oraz
mikro-TLC. Wspoiczynniki réwnania regresji liniowej (log kspe = aRy + b) zostaly

obliczone uwzgledniajac caly (A) oraz wybrany (B) zakres stezeri faz ruchomych.

A

Analizowana Zakres n Nachylenie Przecigcie rt

substancja stezen

(%, viv)

Estetrol (4) 30-100 9 1,3 (0,1) 0,28 (+0,07) 0,936
Estriol (5) 40-100 7 1,4(x0,2) 0,32 (+£0,09) 0,923
17g-Estradiol (12)  50-100 7 1,4 (£0,1) 0,32 (x0,09) 0,957
17a-Estradiol (15)  58-100 6 1,24(x0,09) 0,65 (+0,04) 0,979
Ekwilina (18) 55-100 6 1,09(x0,09) 0,68 (£0,04) 0,976
Estron (21) 50-100 6 1,03(x0,09) 0,69 (+0,05) 0,968
B

Analizowana Zakres n Nachylenie Przeciecie r

substancja stezen

(%, viv)

Estetrol (4) 30-70 6 0,99 (+0,03) 0,53 (+0,02) 0,997
Estriol (5) 40-80 5 1,12 (20,05) 0,52 (+0,03) 0,994
17p-Estradiol (12) 50-90 6 1,22 (£0,08) 0,44 (+0,06) 0,984
17a-Estradiol (15) 60-90 4 1,04 (+0,05) 0,7 (x0,02) 0,996
Ekwilina (18) 55-90 5 1,00 (20,03) 0,74 (£0,02) 0,997
Estron (21) 50-90 5 0,94 (£0,05) 0,75 (x0,03) 0,991

Liczby podane w nawiasach dotyczg wartosci odchylenia standardowego.
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Tabela 13. Wyznaczone wartosci odzysku procedury analitycznej wykonane dla préb
wody. llos¢ powtorzen wykonanych na jeden punkt pomiarowy n = 5.

Analizowana substancja Odzysk (%) Odchylenie
standardowe
Estetrol (4) 954 +5,8
Estriol (5) 94 6 13,7
Kortyzol (6) 94,3 +4.5
Kortyzon (7) 95,0 +41
Tetrahydrokortyzol (8) 96,3 6,2
Tetrahydrokortyzon (9) 87,5 +9.8
Ftalan dimetylu (10) 82,3 19,5
Bisfenol A (11) 96,5 15,2
17p-Estradiol (12) 99,5 +2,9
Testosteron (13) 94,3 +5,5
Noretindron (14) 96,7 16,6
17a-Estradiol (15) 93,6 +7,7
d-Ekwilenina (16) 89,7 13,5
Metylotestosteron (17) 93,6 +7,3
Ekwilina (18) 89,7 16,8
Etynyloestradiol (19) 96.4 18,9
7,8-Dimetoksyflawon (20)" 95,4 +5,0
Estron (21) 96,6 +9.4
17a-Hydroksyprogesteron (22) 95,7 154
4-fert-Butylofenol (23) 30,2 16,2
Norgestrel (26) 95,6 +4.8
Dietylostilbestrol (27) 77,8 +1,9
20c-Hydroksyprogesteron (28) 92,8 5,7
Medroksyprogesteron (29) 89,7 +5,0
Progesteron (30) 90,2 +8.8

"Dane uzyskane z publikacji [Zarzycki P.K. 2006”]



Tabela 14. Wartosci odzysku procedur analitycznych substancji EDCs podawane

w literaturze.
Nazwa zwiagzku 1] [2] [3] [4] [5] [6] 7]
Estetrol
Estriol 9,52- 10-90 92 87
89,87 i
Kortyzol
Kortyzon -
Bisfenol A ) 95,6-
— 99,7
17p-Estradiol 88 77-84 4387- 44-97 84 90,5- 88
= 96,7 117,6
Testosteron
Noretindron 9589- 92-101
102,88
17a-Estradiol 88
Etynyloestradiol 96 76-88 71,81- 7296 116
95,91
7,8-Dimetoksyflawon
Estron 98 82-90 67,17- 67-100 84 91,8- 21
100,44 130,3 e
17a-Hydroksy-
progesteron
Lewonorgestrel 91,58- 92-112
) 111,72
Norgestrel
Dietylostilbestrol 22,79- 23868
68,09 )
20a-Hydroksy-
progesteron
Progesteron " 81,00 81-99
98,96

[1] Belfroid A.C. 1999

[2] Ternes T.A. 1999*

[3] Lopez de Alda M.J. 2000
[4] Lopez de Alda M.J. 2001°
[5] Xiao X.Y. 2001

[6] Boyd G.R. 2003

[7] D’Ascenzo G. 2003
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Kontynuacja tabeli 14.

Nazwa zwiazku [8] 91 [10] [111 [21 [3]  [14]

Estetrol

Estriol 91-94 79-82 91-97 79-97 94 72-79
Kortyzol

Kortyzon

Bisfenol A 99-102 80,6- 81
= 86,2
17p-Estradiol 84-88 85-86 9596 41-113 94-101 98 81-88

Testosteron
il
17a-Estradiol

Etynyloestradiol 84-101 87-94 96-100 50,1-  85-97 91 75-84
112

s

7,8-Dimetoksyflawon

Estron 93108 8193 8999 396 83-108 100 7886
116

17a-Hydroksy-

progesteron

Lewonorgestrel 89

Norgestrel

Dietylostilbestrol 61-78 88-101 70
20a-Hydroksy-

progesteron

Progesteron 91-94

[8] Ingrand V. 2003

(9] Cespedes R. 2004

{10] Lagana A. 2004

[11] Liu R. 2004

[12] Quintana J.B. 2004

[13] Rodriguez-Mozaz S. 2004
[14] Hu J. 2005
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Kontynuacja tabeli 14.

Nazwa zwiazku [15] [16]) [17] [18] [19] [20] [21]
Estetrol 95,4
“Estriol 69 101 99,3 101 75-79
Kortyzol 99,1

Kortyzon %88
Bisfenol A 75-78
17p-Estradiol 11,1 117 92 99,7 8526 71-77
‘Testosteron 83 97,4

Norstindron
17a-Estradiol 16,1 0 )
Etynyloestradiol 14,8 109 92 79,51 65-70
7,8-Dimetoksyflawon a 99,9
“Estron 24,6 119 20 954 82,22 90 78-84
17a-Hydroksy- N 99,0

progesteron
‘Lewonorgestrel

Norgestral 374

Dietylostilbestrol 46,5 85-88
20a-Hydroksy- 85,2

progesteron
Progesteron 67.1 90 85,3

[15] Almeida C. 2006
[16] Isobe T. 2006

[17] Trenholm R.A. 2006
[18] Zarzycki P.K. 2006"

[19] Zuo Y. 2006
[20] KimS.D. 2007
[21] Pojana G. 2007
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Tabela 15. Wyznaczone limity detekcji (LOD) dla badanych analitow w prébach woéd
powierzchniowych chromatografowanych z uzyciem fazy ruchomej acetonitryl/woda

(35%, v/v) modyfikowanej B-cyklodekstryng (objetos¢ nastrzyku probki: 20ul).

Analizowana substancja Diugosc fali Limit detekciji Odchyienie
[nm} [ng/1000 mL] standardowe
Estetrol (4) 200 0,37 +0,02
280 3,60 +0,2
Estriol (5) 200 0,22 - 40,02
280 1,90 +0,1
Kortyzol (6) 240 0,37 +0,03
Kortyzon (7) 240 0,49 +0,03
Tetrahydrokortyzol (8) 200 1,75 +0,04
Tetrahydrokortyzon (9) 200 3,80 40,3
Ftalan dimetylu (10) 200 023 +0,01
280 2,80 +0,1
Bisfenol A (11) 200 028 +0,02
280 1,81 +0,08
17p-Estradiol (12) 200 - 0,51 +0,03
280 4,70 +0,2
Testosteron (13) 240 0,33 +0,02
Noretindron (14) 240 0,44 40,02
17a-Estradiol (15) 200 0,47 +0,02
280 4,50 +0,2
'd-Ekwilenina (16) 230 0,24 +0,02
280
3,80 10,3
Metylotestosteron (17) 240 0,56 +0,04
Ekwilina (18) 200 0,86 +0,08
280 7,40 +0,6

%4



Kontynuacja tabeli 15.

Analizowana substancja Diugosc fali Limit detekciji Odchylenie
[nm] [ng/1000 mL] standardowe
Etynyloestradiol (19) 200 1,64 +0,08
280 25,60 +0,7
7,8-Dimetoksyflawon (20)” 200 0,95 +0,06
260 0,59 10,04
312 0,74 +0,05
Estron (21) 200 0,79 10,05
280 9,60 +0,6
17a-Hydroksyprogesteron (22) 240 1,07 +0,06
4-tert-Butylofenol (23) 200 0,52 +0,01
280 2,29 +0,09
Toluen (24) 207 1,20 10,2
261 24,30 +4,1
Norgestrel (26) 240 1,41 +0,08
Dietylostilbestrol (27) 200 0,52 +0,04
240 1,00 +0,1
20a-Hydroksyprogesteron (28) 240 2,10 10,2
Medroksyprogesteron (29) 240 1,57 +0,08
Progesteron (30) 240 2,30 10,2

" Standard wewnetrzny
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Tabela 16. Limity detekcji (LOD) dla procedur oznaczania wybranych substancji typu

EDCs wystepujacych w réznych prébach srodowiskowych.

Nazwa zwiazku LOD Detekcja Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) wystepowania
Estriol 90,00 LC-MS Portugaiia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
striol 2,50 LC-MS Portugalia osady CéspedesR. 2004
ug/kg
istriol 7,00 LC-MS-MS Wiochy $cieki surowe Lagana A. 2004
Zstriol 0,50 LC-MS-MS Wiochy Scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
zstriol 0,30 LC-MS-MS Wiochy woda Lagana A. 2004
. powierzchniowa
(rzeka)
zstriol 5,04 LC-MS Hiszpania woda Rodriguez-Mozaz
powierzchniowa S. 2004
(rzeka)
zstriol 0,20 LC-ESI- Chiny woda Hu J. 2005
MS powierzchniowa
(rzeka)
Zstriol 0.10 ELISA/LM- Jordania woda Barel-Cohen K. 2006
MS powierzchniowa
(rzeka)
zstriol 0,50 LC-MS-MS Japonia $cieki Hashimoto T. 2007
3isfenol A 3,00 LC-MS-MS Wiochy $cieki surowe Lagana A. 2004
isfenol A 1,00 LC-MS-MS Wiochy Scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
3isfenol A 0,20 LC-MS-MS Wiochy woda Lagana A. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
3isfenol A 5,30 GC-MS Wielka woda Liu R. 2004
Brytania powierzchniowa
(rzeka, morze)
3isfenol A 6,30 LC-MS Hiszpania Scieki Rodriguez-Mozaz
oczyszczone, S. 2004
woda pitna
I7B-Estradiol 030- GC-MS- Holandia wody Belfroid A.C. 1999
0,60 MS powierzchniowe
(rzeki,
estuarium)
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Kontynuacja tabeli 16.

Nazwa zwigzku LOD Detekcja Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ngiL} wystgpowania
17B-Estradiol 0,50- GC-MS- Holandia $cieki Belfroid A.C. 1999
2,40 MS oczyszczone
178-Estradiol 1,00 GC-Ms- Niemcy $cieki Ternes T.A. 1999°
M3 oczyszczone
17B-Estradiol 1,00 GC-MS- Kanada scieki Ternes T.A. 1999°
MS oczyszczone
17p-Estradiol 0,50 GC-MS- Niemcy waoda Temes T.A. 1999°
MS powierzchniowa
(rzeki)
17B-Estradiol 2,00 LC-MS-MS Francja woda mineralna Ingrand V. 2003
(Evian)
178-Estradiol 9000 LC-MS Portugalia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
17B-Estradiol 10,00 LC-MS Portugalia osady Céspedes R. 2004
ugkg
178-Estradiol 1,80 LC-MS-MS Wiochy Scieki surowe Lagana A. 2004
178-Estradiol 0,80 LC-MS-MS Wiochy Scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
17B-Estradiol 0,20 LC-MS-MS Wiochy woda Lagana A. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
17B-Estradiol 3.40 GC-MS Wielka woda Liu R. 2004
Brytania powierzchniowa
(rzeka, morze)
17p-Estradiol 2,50 LC-MS Hiszpania woda Rodriguez-Mozaz
powierzchniowa S.2004
(rzeka)
17B8-Estradiol 4,10 LC-MS-MS Dania woda pitna Andersen H.R. 2005
178-Estradiol 0.10 LC-ESI- Chiny woda Hu J. 2005
MS powierzchniowa
(rzeka)
17g-Estradiol 50,00 yg HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
178-Estradiol 1,00 ug HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006

DAD
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Kontynuacja tabeli 16.

Nazwa zwigzku LOD Detekcja Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ngiL) wystepowania
I78-Estradiol 0,30 RIA Jordania woda Barel-Cohen K. 2006
powierzchniowa
(rzeka)
I78-Estradiol 0,50 LC-MS-MS Japonia Scieki Hashimoto T. 2007
lestosteron 0,30 RIA Jordania woda Barel-Cohen K. 2006
powierzchniowa
(rzeka)
Noretindron 20000 LC-MS Portugalia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Voretindron 2,00 LC-MS Portugalia osady Céspedes R. 2004
pg/kg
17a-Estradiol 0,10- GC-MS- Holandia wody Belfroid A.C. 1999
0,30 MS powierzchniowe
(rzeki,
estuarium)
17a-Estradiol 0,10- GC-MS- Holandia Scieki Belfroid A.C. 1999
1,20 MS oczyszczone
{7a-Estradiol 50,00 uyg HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
17a-Estradiol 1,00 g HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Etynyloestradiol 0,10- GC-MS- Holandia wody Belfroid A.C. 1999
0,30 MS powierzchniowe
(rzeki,
estuarium)
Etynyloestradiol 0,30- GC-MS- Holandia $cieki Belfroid A.C. 1999
1,80 MS oczyszczone
Etynyloestradiol 1,00 GC-MS- Niemcy $cieki Temes T.A. 1999°
MS oczyszczone
Etynyloestradiol 1,00 GC-MS- Kanada §cieki Ternes T.A. 1999°
MS oczyszczone
Etynyloestradiol 0,50 GC-MS- Niemcy woda Ternes T.A. 1999°
MS powierzchniowa
(rzeki)
Etynyloestradiol 2,00 LC-MS-MS Francja woda mineraina Ingrand V. 2003
(Evian)
Etynyloestradiol 90,00 LC-MS Portugalia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)

98



Kontynuacja tabeli 16.

Nazwa zwiazku LOD Detekcja Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) wystepowania
Stynyloestradiol 10,00 LC-MS Portugalia osady Céspedes R. 2004
ug/kg
Ztynyloestradiol 1,60 LC-MS-MS Wiochy Scieki surowe Lagana A. 2004
ttynyloestradiol 1,10 LC-MS-MS Wiochy scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
Stynyloestradiol 0,40 LC-MS-MS Wiochy woda Lagana A. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Stynyloestradiol 0,80 GC-Ms Wielka woda Liu R. 2004
Brytania powierzchniowa
(rzeka, morze)
Stynyloestradiol 3,22 LC-MS Hiszpania woda Rodriguez-Mozaz
powierzchniowa S. 2004
(rzeka)
Stynyioestradiol 4,40 LC-MS-MS Dania woda pitna Andersen H.R. 2005
Stynyloestradiol 0,10 LC-ESI- Chiny woda Hu J. 2005
MS powierzchniowa
(rzeka)
Etynyloestradiol 100,00 HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
Mg DAD
Stynyloestradiol 1,00ug HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Etynyloestradiol 0,10 ELISA/LM- Jordania woda Barel-Cohen K. 2006
MS powierzchniowa
(rzeka)
Estron 0,20- GC-MS- Holandia wody Belfroid A.C. 1999
0,30 MS powierzchniowe
(rzeki,
estuarium)
Estron 0,30- GC-MS- Holandia Scieki Belfroid A.C. 1999
1,00 MS oczyszczone
Estron 1,00 GC-MS- Niemcy $cieki Ternes T.A. 1999°
MS oczyszczone
Estron 1,00 GC-MS- Kanada $cieki Ternes T.A. 1999°
MS oczyszczone
Estron 0,50 GC-MS- Niemcy woda Ternes T.A. 1999°
MS powierzchniowa

(rzeki)
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Kontynuacja tabeli 16.

Nazwa zwiazku LOD Detekcja Miejsce Rodzaj préby Literatura
(ng/L) wystgepowania
Estron 1,00 LC-MS-MS Francja woda mineralna Ingrand V. 2003
{Evian)
Estron 100,00 LC-MS Portugalia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Estron 5,00 LC-MS Portugalia osady Céspedes R. 2004
ug/kg
Estron 1,20 LC-MS-MS Wiochy §cieki surowe Lagana A. 2004
Estron 0,80 LC-MS-MS Wiochy Scieki Lagana A. 2004
oczyszczone
Estron 0,10 LC-MS-MS Wiechy woda Lagana A. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Estron 1,70 GC-MS Wietka woda LiuR. 2004
Brytania powierzchniowa
(rzeka, morze)
Estron 2,50 LC-MS Hiszpania woda Rodriguez-Mozaz
powierzchniowa S. 2004
(rzeka)
Estron 3,70 LC-MS-MS Dania woda pitna Andersen H.R. 2005
Estron 0,10 L.C-ESI- Chiny woda Hu J. 2005
MS powierzchniowa
(rzeka)
Estron 50,00 pg HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Estron 1,00 g HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Estron 0,30 RIA Jordania woda Barel-Cohen K. 2006
powierzchniowa
(rzeka)
Estron 0,50 LC-MS-MS Japonia Scieki Hashimoto T. 2007
LLewonorgestrel 90,00 LC-MS Portugalia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Lewonorgestrel 2,00 LC-MS Portugalia osady Céspedes R. 2004
ug’kg
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Kontynuacja tabeli 16.

Nazwa zwigzku LOD Detekcja Miejsce Rodzaj proby Literatura
(ngiL) wystepowania
Norgestrel 50,00 yg HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Norgestrel 0,60ug HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Dietylostilbesterol 250,00 LC-MS Portugalia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Dietylostilbesterol 2,50 LC-MS Portugalia osady Céspedes R. 2004
rva/kg
Dietylostilbesterol 1,64 LC-MS Hiszpania woda Rodriguez-Mozaz
powierzchniowa S. 2004
(rzeka)
Dietylostilbesterol 2500pug HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Dietylostilbesterol 060pug HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Progesteron 200,00 LC-MS Portugalia woda Céspedes R. 2004
powierzchniowa
(rzeka)
Progesteron 2,00 LC-MS Portugalia osady Céspedes R. 2004
ug/kg
Progesteron 50,00 yg HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Progesteron 0,30 ug HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Mestranol 1,00 GC-MS- Niemcy Scieki Ternes T.A. 1999*
MS 0oCczZyszczone
Mestranol 1,00 GC-MS- Kanada $cieki Ternes T.A. 1999°
MS oczyszczone
Mestranol 050 GC-Ms- Niemcy woda Temes T.A. 1999°
MS powierzchnicwa
(rzeki)
Mestranol 50,00 yg HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006
DAD
Mestranol 0,30 yg HPLC- Portugalia woda Almeida C. 2006

DAD

101



Tabela 17. Dane eksperymentalne do obliczern statystycznych uzyskane
z chromatograméw (wartosci 1/IS) oraz wybrane warto$ci parametrow
fizykochemicznych pobranych probek.

Nr zmiennej 1 2 3 4 5 6 7 8
Diugosé fali {[nm] 200 200 200 200 200 200 200 200
'akres czasu [min.] 0.00.5 0510 1015 1520 2025 2530 3035 3540
tertecinka 0.000 0.000 0.183 35.792 1.927 1.868 0.132 0.145
terkgcinka 0.000 0.000 0.294 61.319 2473 4211 0.305 0.154
irseta 0.000 0.000 0.661 110270 1.798 67.405 0.454 0.052
adew 0.000 0.000 0.193 43.554 0.608 25.713 0.172 0.038
lbatowo 0.000 0.000 0.128 149 404 2.829 7.867 0.411 0.173
imno 0.000 0.000 0.207 20.066 1.284 4.306 0.518 0.1186
ukowo 0.000 0.000 0.359 135.313 3.241 12.869 0.109 0.234
amienne 0.000 0.000 0.669 33679 0.802 1.758 0.676 0.061
wiecko 0.000 0.000 0.497 33.285 0.859 0.734 0.586 0.013
fara Radew 0.000 0.000 0.082 13.459 0.589 0.412 3.023 0.026
oENOWo 0.000 0.000 0.125 73.704 1.455 8.172 0.178 0.047
ajka 0.000 0.000 0.106 82.149 1.777 8.088 0.289 0.032
'cda destylowana 0.000 0.000 0.198 2.361 0.091 0.085 0.030 0.018
amowo 0.000 0.000 0.387 52110 3.102 9.580 0.329 0.133
orze Baltyckie 0.000 0.000 2,649 22491 0.704 1.140 0.357 0.089
ajka 0.000 0.000 0.147 63.652 1.698 12.908 0.265 0.022
ajka 0.000 0.000 0.080 67.781 1.646 8.104 0.390 0.089
loda kranowa 0.000 0.000 3877 10.798 0.408 2.832 0.000 0.087
ciek surowy 0.000 0.000 12.207 411911 87.521 278.038 110.859 33.457
ciek oczyszczony 0.000 0.000 35.236 174108 15.171 15.638 30.215 5.097
ciek surowy 0.000 0.000 5611  263.663 91.614 373.115 98.666 58.868
ciek oczyszezony 0.000 0000 16975  214.874 17.680 23.104 29.191 15.940
ciek surowy 0.000 0.000 12.481 285.082 27.327 303.703 75.438 75.285
ciek oczyszczony 0.000 0.000 16232  208.846 33.440 110.230 30.077 4.698
ciek surowy 0.000 0.000 5.345 948.510 47.964 284414 48.080 66.064
ciek oczyszczony 0.000 0.000 15.934 219.521 24.823 116.244 29.011 7.529
ciek oczyszczony 0.000 0.000 23.412 188.913 9.645 15.583 33.455 5.391
clek surowy 0.000 0.000 11.102 168.459 63.182 233.174 54.806 94.032
ciek oczyszczony 0.000 0.000 24829 211.216 13.719 9.711 24 454 4707
ciek surowy 0.000 0.000 6.895 431,312 122.489 106.409 20129 72.281
clek oczyszczony 0.000 0.000 47277  208.906 18.857 24711 32.828 5.473

“Powyzej Koszalina;

Ponitej Koszalina
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 9 10 1 12 13 14 15 16

Diugosé fali [nm] 200 200 200 200 200 200 200 200

Zakres czasu [min.] 4.0-4.5 4.55.0 §.0-6.0 6.0-7.0 7.08.0 8.0-8.0 9.0-10.0 10.0-12.0

tierzecinka 0.200 0.528 0.505 1.540 0.700 0.025 0.074 1.235
zierzecinka 1.093 3.261 0.308 2.196 3.366 0.074 0.049 1.130
arseta 0.306 0.409 0.561 0.456 0.701 0.102 0.135 0.121
adew 0.307 0.099 0.020 0.587 0.193 0.034 0.037 0.202
ubatowo 0.114 0.208 0.267 0.110 0.353 0.068 0.141 0.102
amno 0.668 1515 0.331 3.004 0.342 0.124 0.096 1.560
ukowo 0.267 0.803 0.079 0.946 1.367 0.047 0.057 0.159
amienne 0.149 0.282 0.692 0.103 0.260 0.117 0.045 0.077
wiecko 0.157 0.150 0.193 0.220 0.140 0.187 0.026 0.027
tara Radew 0.174 0.081 0.059 0.315 0.203 0.008 0.058 0.204
osnowo 0.162 0.247 0.188 0.642 0.231 0.020 0.053 0.157
ajka 0.175 0.286 0.243 0.393 0.495 0.048 0.060 0.118
foda destylowana 0.098 0.052 0.029 0.289 0.149 0.006 0.007 0.267
‘amowo 0.187 0.220 0.149 0.141 0.309 0.060 0.141 0.112
lorze Baityckie 0.046 0.108 0.031 0.232 0.874 0.076 0.116 0.233
lajka 0.149 0.221 0.204 0.491 0.276 0.044 0.048 0.187
lajka 0.120 0.400 0.311 0.236 0.426 0.062 0.095 0.085
Voda kranowa 0.077 0.333 0.066 0.291 0.506 0.005 0.033 0.081
iciek surowy 50.338  50.009 202222 108172  99.844  133.818  109.762 19.520
iciek oczyszczony 11141 12672 2.711 9351 22736 2.901 1.770 12.424
iciek surowy 21.807 11960 179490  89.083 116879  143.583 76.144 30.776
sclek oczyszczony 11789 14089  20.389 7.221 17.629 3.959 1.996 7.180
jciek surowy 30005 398667 333.129  31.769  128.837 11.318 46.929 9.847
Sciek oczyszczony 8.616 1.883 4.636 6.956  14.492 2.007 0.816 6.856
Sciek surowy 32019 380.159 330823 44802 52310 59.125 20.005 9.729
Sciek oczyszczony 9.887 37.807 23.840 20469  52.588 20.905 1.127 1.179
Sclek oczyszczony 7.039 48994 65558 32692 110.967 1.369 1.586 31.666
Sciek surowy 38919 355765 270139 36401  43.398 67.436 6.414 5.506
Sciek oczyszczony 8.642 2.725 5.370 1.791 0.908 6.219 0.972 1.228
Sciek surowy 32875 196913 258920 54716  39.089 25.328 69.261 30.813
Sciek oczyszczony 9.603 2.740 5.475 1.998 0.873 5.758 0.000 0.000

"Powyzej Koszalina; Ponizej Koszalina
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Kontynuacija tabeli 17.

Nr zmiennej 17 18 19 20 21 22 23 24
Diugoé¢ fali [nm] 200 200 200 200 200 200 200 200
Zakres czasu [min]  12.0-14.0 14.0-16.0 16.0-18.0 18.0200 20.0-240 24.0-26.0 28.0-320  320-36.0
zierkecinka 1.152 0.086 0.012 0.540 0.145 0.154 0.087 0.012
rierzecinka ~ 1.806 0.067 0.024 0.011 0.254 0.185 0.019 0.009
arseta 0.152 0.043 0.032 0.161 0.017 0.051 0.000 0.117
adew 0.036 0.031 0.024 0.081 0.034 0.028 0.038 0.017
ubatowo 0.136 0.109 0.033 0.008 0.089 0.075 0.016 0.016
amno 0.112 0.024 0.012 0.063 0.106 0.025 0.008 0.004
ukowo 0.228 0.051 0.020 0.015 0.081 0.039 0.059 0.018
amienne 0.144 0.033 0.006 0.042 0.056 0.037 0.041 0.086
wiecko 0.020 0.005 0.002 0.005 0.030 0.031 0.021 0.037
tara Radew 0.048 0.004 0.029 0.018 0.029 0.000 0.081 0.008
osnowo 0.053 0.024 0.014 0.019 0.052 0.026 0.060 0.099
ajka 0.162 0.043 0.018 0.036 0.046 0.032 0.089 0.043
foda destylowana 0.049 0.018 0272 0.075 0.000 0.003 0.002 0.015
amowo 0.208 0.035 0.010 0.018 0.030 0.126 0.010 0.019
lorze Battyckie 0.042 0.019 0.050 0.062 0.007 0.010 0.026 0.008
ajka 0.066 0.042 0.019 0.023 0.061 0.021 0.045 0.016
ajka 0.145 0.042 0.016 0.028 0.028 0.027 0.051 0.019
foda kranowa 0.110 0.005 0.008 0.029 0.019 0.018 0.015 0.050
ciek surowy 132459 83852  50.587 5.387 22915 39.506 8.867 1.295
ciek oczyszczony 16.200 0.288 0.498 0.294 3.585 0.953 0.424 0.347
ciek surowy 1.844 205781  34.790 4.903 9.297 48.630 10.475 1.406
ciek oczyszczony 14.864 0.370 0.954 0.227 0.991 0.560 0430 0413
ciek surowy 7638 23608  14.858 15.984 14.804 8.811 14.830 0.000
ciek oczyszczony 12.906 0.145 0.000 0.000 0.000 0.265 0.706 0.588
ciek surowy 8.706 27.885  24.983 12.383 5208 20.162 2988 0.503
ciek oczyszczony 28.990 1.747 0.752 0.226 1.322 0.234 0.770 0.551
ciek oczyszczony 53.955 0.346 0.744 0.000 3.757 0.998 0.637 0.853
ciek surowy 3947 26132  12.355 1.297 4.909 21,616 9.264 0.121
ciek oczyszczony 5.978 0.234 0.688 0.169 0.486 0.138 1.014 0.051
iciek surowy 23.247 5246 44623 38.902 12.162 13.664 35.216 2.772
ciek oczyszczony 4.830 0.200 0.789 0.058 1.429 0.095 1.242 0.065

"Powyzej Koszalina; Ponizej Koszalina
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennae) 25 26 27 28 29 30 31 32
Dlugoéé fali [nm] 200 200 200 200 200 200 200 200

Zakres czasu [min.] 36.040.0 40.0-44.0 440480 48.0-520 52.0-58.0 586.0-60.0 §0.0-64.0 64.0-68.0

zierzgcinka 0.014 0.031 0.100 0.036 0.009 0.005 0.000 0.031
zierzpcinka 0.009 0.003 0.081 0.012 0.008 0.006 0.005 0.009
arseta 0.016 0.005 0.089 0.012 0.021 1.080 0.000 0.000
adew 0.000 0.000 0.021 0.012 0.000 0.003 0.000 0.000
sbatowo 0.006 0.019 0.021 0.020 0.010 0.007 0.000 0.017
imno 0.013 0.009 0.051 0.073 0.009 0.016 0.000 0.003
ukowo 0.004 0.016 0.101 0.033 0.008 0.021 0.000 0.009
amienne 0.009 0.003 0.069 0.000 0.011 Q.217 0.004 0.000
wiecko 0.003 0.000 6.030 0.000 0.007 0.116 0.000 0.000
tara Radew 0.000 0.000 0.014 0.005 0.006 0.000 0.000 0.000
oSNOWOo 0.000 0.000 0.129 0.002 0.002 0.011 0.000 0.004
ajka 0.000 0.009 0.0567 0.008 0.007 0.020 0.000 0.000
loda destylowana 0.000 0.000 0.011 0.000 0.012 0.141 0.000 0.000
amowo 0.007 0.005 0.028 0.008 0.005 0.009 0.000 0.003
orze Baltyckie 0.000 0.039 0.020 0.203 0.008 0.013 0.000 0.002
ajka 0.000 0.009 0.048 0.008 0.005 0.002 0.000 0.000
ajka 0.006 0.021 0.034 0.004 0.018 0.003 0.007 0.000
foda kranowa 0.000 0.023 0.020 0.000 0.000 0.080 0.000 0.000
ciek surowy 1.026 0.804 13.694 0.560 0.000 0.000 0910 0.000
ciek oczyszczony 0.060 0.218 0.219 0.000 0.000 0.000 0.091 0.000
ciek surowy 0.837 0.589 19.237 1.050 0.670 0.000 0.447 0.000
cick oczyszczony 0.047 0.275 0.364 0.000 0.148 0.000 0.009 0.000
ciek surowy 0.000 0.808 12.851 0438 0.000 0.000 0.143 0.000
ciek oczyszczony 0.062 0.131 0.714 0.000 0.066 0.000 0.053 0.000
ciek surowy 0.000 0.876 13.842 0.569 0.000 0.000 0213 0.000
ciek oczyszczony 0.125 0.100 0127 0.068 0.000 0.000 0.000 0.000
ciek oczyszczony 0.108 0.250 0.250 0.070 0.000 0.000 0.041 0.000
ciek surowy 0.000 1.120 15.337 0.515 0.000 0.128 0.000 0.000
ciek oczyszczony 0.075 0.000 0.051 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
ciek surowy 0.207 1.876 17.492 0.788 0.147 0.091 0.214 0.177
clek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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Kontynuacija tabeli 17.

Nr zmiennej 33 34 35 36 37 k1] k1 40
“Dlugo$é¢ fali [nm] 200 @ 240 240 240 240 240 240 240
Zakres czasu [min.] 68.0-72.0 0.00.5 0.5-1.0 1.0-1.5 1.5-2.0 2.0-25 2.5-3.0 3.0-3.5
zierzecinka 0.000 0.000 0.000 0109 17538 0.868 0.879 0.061
ziertgcinka 0.000 0.000 0.000 0.085  34.175 1.270 1.681 0.015
arseta 0.000 0.000 0.000 0512  57.346 0.131 33,668 0.000
adew 0.000 0.000 0.000 0.084  21.921 0.268 12.458 0.086
ubatowo 0.011 0.000 0.000 0.121  42.335 1.433 3.502 0.060
amno 0.000 0.000 0.000 0.077 9.626 0472 1.690 0.040
ukowo 0.000 0.000 0.000 0.165  57.654 8.081 6.366 0.045
amienne 0.000 0.000 0.000 0.061  18.904 0.377 0.871 0.075
wiecko 0.000 0.000 0.000 0.052 25611 0.395 0.340 0.070
tara Radew 0.000 0.000 0.000 0.084 6.913 0.276 0.209 0.016
osnowo 0.000 0.000 0.000 0.001  36.607 0.691 3.818 0.000
ajka 0.009 0.000 0.000 0.120  43.075 0.887 3.692 0.033
foda destylowana 0.000 0.000 0.000 0.116 0.459 0.053 0.031 0.008
armowo 0.000 0.000 0.000 0.079  31.162 1.423 4.151 0.071
lorze Baltyckie 0.018 0.000 0.000 0.251 10.045 0.270 0.410 0.101
ajka 0.009 0.000 0.000 0237  32.451 0.780 6.407 0.010
ajka 0.000 0.000 0.000 0.152  34.301 0.822 3.841 0.000
foda kranowa 0.000 0.000 0.000 2228 5.824 0.106 1.588 0.000
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 6.093  84.847 21.508 47.154 10.812
ciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 4123 71285 7.006 5.742 3.117
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 5.057 49701 19.818 57 462 8.6806
ciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 3.089  84.079 4.754 5717 3.186
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 8449  93.756 6.059 56.155 14.558
ciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 3224 85253 7.774 31.411 2.966
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 4735 235910 14.814 42.231 9,140
ciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 2788 101487 5.870 37.471 2.979
clek oczyszczony 0.046 0.000 0.000 3527  84.475 2.559 5.301 3.185
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 7.080  38.552 12.038 47.952 8.856
iciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 2961  97.971 2483 4.601 2.789
iciek surowy 0.000 0.000 0.000 4230 121.104 27.832 19.695 58.170
iciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 5513  97.437 2.901 7.386 3516
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 41 42 43 44 45 45 47 48
Diugoé¢ fali [nm] 240 240 240 240 240 240 240 240

Zakres czasu [min.]  3.540 4.045 4550 5060 6070 7.080 8.0-9.0 9.0-10.0

iierdecinka 0.093 0.016 0.119 0.034 0.045 0.072 0.032 0.048
mierzecinka 0.118 0.044 0.221 0.052 0.051 0.103 0.029 0.044
arseta 0.073 0.124 0.092 0.351 0.050 0.041 0.056 0.053
adew 0.031 0.040 0.034 0.059 0.046 0.028 0.022 0.031
ubatowo 0.153 0.025 0.072 0.055 0.038 0.060 0.023 0.074
amno 0.046 0.042 0.090 0.029 0.071 0.024 0.049 0.058
ukowo 0.084 0.061 0.180 0.000 0.035 0.041 0.032 0.017
amienne 0.031 0.037 0.079 0.527 0.086 0.030 0.056 0.034
wiecko 0.032 0.028 0.054 0.111 0.034 0.022 0.055 0.018
tara Radew 0.015 0.034 0.013 0.030 0.024 0.034 0.002 0.009
'o8nowo 0.076 0.032 0.037 0.046 0.050 0.022 0.019 0.034
lajka 0.071 0.072 0.044 0.130 0.033 0.028 0.029 0.048
foda destylowana 0.006 0.008 0.000 0.007 0.011 0.009 0.014 0.005
'AMOWo 0.087 0.082 0.077 0.021 0.077 0.033 0.035 0.031
lorze Baltyckie 0.027 0.036 0.043 0.041 0.008 0.102 0.042 0.088
lajka 0.064 0.059 0.045 0.131 0.030 0.031 0.026 0.043
lajka 0.061 0.067 0.112 0.158 0.017 0.035 0.033 0.073
Voda kranowa 0.013 0.016 0.100 0.025 0.150 0.150 0.007 0.013
ciek surowy 26408 15236 7.206 19982  10.002 3.489 7.287 5.277
ciek oczyszczony 2.997 3643 1.411 1.022 0.754 0.654 3.025 0.527
ciek surowy 13.121 7.434 8638  16.532 9.504 5.891 6.556 4,094
iciek oczyszczony 7.558 3.826 1.275 2274 1.346 1.246 3.293 0.389
clek surowy 28.566 9.240 153345  87.381 5.647 21.641 3.672 4.537
iciek oczyszczony 2.375 3.211 1.022 1.433 1.283 1.015 3.353 0.231
iciek surowy 6.179 9963 144603 88586 16615 3.188 5.041 1.035
iciek oczyszczony 3.348 2.809 1.942 2.047 1.151 2.246 3.569 0.245
iciek oczyszczony 3.072 2.486 0.830 1.908 1.781 2.959 1.264 0.519
iciek surowy 38921 13978 138153  76.115 9.125 3.334 2.351 3.146
iciek oczyszczony 2519 2516 1.069 1.724 1.103 0.737 3.280 0.223
iciek surowy 18.810 3271 76251  57.191 5.285 2538 4.910 5.707
iciek oczyszczony 2.792 2.937 1.077 1.660 1.165 0.696 3496 0.470
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 49 50 51 52 53 54 3 T
Dtugo$¢ fali [nm] 240 240 240 240 240 240 240 240

Zakres czasu [min.] 10.0-120 12.0-140 14.0-16.0 16.0-18.0 18.0-20.0 200-24.0 24.0-28.0 28.0-32.0
zierkgcinka 0.042 0.034 0.009 0.008 0.010 0.016 0.002 0.016
zierzecinka 0.045 0.164 0.007 0.009 0.006 0.019 0.020 0.005
arseta 0.058 0.012 0.013 0.018 0.000 0.015 0.017 0.023
adew 0.006 0.003 0.022 0.010 0.009 0.006 0.000 0.007
sbatowo 0.037 0.017 0.020 0.021 0.002 0.007 0.009 0.008
Imno 0.197 0.012 0.007 0.011 0.010 0.005 0.017 0.004
ukowo 0.017 0.023 0.011 0.003 0.003 0.008 0.000 0.011
amienne 0.015 0.007 0.002 0.003 0.004 0.005 0.003 0.011
wiecko 0.005 0.005 0.004 0.001 0.005 0.003 0.004 0.011
ara Radew 0.014 0.002 0.003 0.012 0.002 0.003 0.002 0.002
18NOWO 0.000 0.007 0.007 0.008 0.002 0.005 0.000 0.008
ijka 0.000 0.011 0.010 0.007 0.003 0.006 0.003 0.013
oda destylowana 0.014 0.003 0.044 0.000 0.002 0.004 0.000 0.001
imowo 0.029 0.011 0.007 0.007 0.006 0.009 0.037 0.007
orze Baltyckie 0.038 0.002 0.019 0.005 0.009 0.005 0.004 0.006
ijka 0.000 0.005 0.008 0.003 0.001 0.005 0.001 0.011
yjka 0.004 0.006 0.010 0.005 0.003 0.005 0.002 0.013
oda kranowa 0.005 0.006 0.004 0.003 0.001 0.004 0.002 0.005
siek surowy 7.086 4159 4.038 3.544 0.138 4.242 1.776 0.591
siek oczyszczony 0.678 1.458 0.181 0.773 0.188 0.275 0.585 0.336
siek surowy 8.544 2.219 4.156 0.223 1.425 2.626 1.328 0.684
siek oczyszczony 0.796 1.916 0.189 0.864 0.030 0.412 0.711 0.119
siek surowy 7.608 2.933 0.990 1.130 0.425 0.707 1.085 0.550
siek oczyszczony 0.930 1.780 0.069 0.000 0.000 0.000 0.475 0.172
siek surowy 7.435 2.353 1.140 0.968 0.486 0.522 2.941 0.409
siek oczyszczony 0.543 2.231 0.085 0.742 0.184 0.094 0.536 0.212
siek oczyszczony 1.186 3.350 0.007 0.567 0.186 0.191 0.353 0.197
siek surowy 6.180 1.944 1.755 0.823 1071 0.238 1.150 0.724
siek oczyszczony 0.435 1.596 0.113 0.865 0.242 0.140 0.668 0.257
siek surowy 11.443 9.096 0.838 1.208 1.270 0.651 0.496 1.376
siek oczyszczony 0.536 1.485 0.076 0.800 0.158 0.002 0.555 0.377
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 57 58 59 60 61 62 63 84

" Diugoéé fali [nm] 240 240 240 240 240 240 240 240
Zakres czasu [min.]  32.0-36.0 36.040.0 40.044.0 44.0480 480520 520560 56.060.0  60.0-64.0
zierzecinka 0.004 0.004 0.000 0.002 0.045 0.002 0.000 0.000
zierzecinka = 0.005 0.002 0.000 0.002 0.023 0.000 0.029 0.002
arsgta 0.118 0.000 0.000 0.068 0.000 0.000 0.881 0.000
adew 0.008 0.000 0.000 0.005 0.001 0.000 0.004 0.000
ubatowo 0.004 0.005 0.000 0.000 0.023 0.000 0.000 0.000
imno 0.002 0.005 0.000 0.000 0.002 0.003 0.000 0.000
ukowo 0.003 0.000 0.000 0.000 0.004 0.001 0.000 0.000
amienne 0.047 0.001 0.001 0.022 0.001 0.000 0.174 0.000
wiecko 0.017 0.001 0.000 0.015 0.000 0.001 0.093 0.000
tara Radew 0.003 0.000 0.002 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000
OSNOWO 0.024 0.000 0.000 0.015 0.001 0.001 0.011 0.000
ajka 0.022 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000
loda destylowana 0.007 0.000 0.000 0.002 0.001 0.002 0.114 0.000
amowo 0.005 0.000 0.002 0.008 0.005 0.000 0.002 0.000
lorze Baltyckie 0.003 0.004 0.000 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000
ajka 0.006 0.000 0.000 0.015 0.006 0.000 0.002 0.000
ajka 0.006 0.000 0.000 0.005 0.011 0.005 0.000 0.002
foda kranowa 0.011 0.000 0.008 0.008 0.000 0.000 0.064 0.000
ciek surowy 0.365 0.000 0.109 0.260 0.176 0.208 0.000 0.142
ciek oczyszczony 0.134 0.000 0.000 0.065 0.049 0.000 0.000 0.046
ciek surowy 0.204 0.048 0.198 0.280 0.125 0.066 0.000 0.220
ciek oczyszczony 0.159 0.000 0.035 0.301 0.000 0.000 0.000 0.073
ciek surowy 0.045 0.000 0.186 1.646 0.000 0.220 0.000 0177
ciek oczyszczony 0.200 0.000 0.000 1.361 0.000 0.000 0.037 0.044
ciek surowy 0.169 0.000 0.166 0.087 0.037 0.000 0.000 0.213
ciek oczyszczony 0.163 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
ciek oczyszczony 0.168 0.000 0.000 0.021 0.000 0.000 0.000 0.000
ciek surowy 0.081 0.000 0.210 0129 0.121 0.000 0.000 0.000
ciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
ciek surowy 0.113 0.032 0.322 0.164 0.134 0.047 0.000 0.080
ciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 65 66 67 68 69 70 71 72
Dhugosé fali [nm] 240 240 280 280 280 280 280 280
Zakres czasu [min.]  64.0-88.0 68.0-720 0.00.5 0.51.0 1.0-1.5 1.5-20 2.0-25 2530
tierzecinka 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 10.913 0.517 0.507
zierzgcinka 0.000 0.000 0.000 0.000 0.058 18.702 0.728 1.116
arsgta 0.004 0.000 0.000 0.000 0.283 38.072 0.245 18.409
adew 0.003 0.000 0.000 0.000 0.050 14.115 0.128 6.868
sbatowo 0.000 0.009 0.000 0.000 0.081 26.575 1.144 1.963
1mno 0.000 0.000 0.000 0.000 0.037 6.112 0.235 0.899
ukowo 0.003 0.000 0.000 0.000 0.115 35.550 0.969 3.430
amienne 0.000 0.000 0.000 0.000 0.028 11.685 0.174 0.514
wiecko 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 11.139 0.195 0.204
tara Radew 0.000 0.000 0.000 0.000 0.058 4272 0.153 0.148
DSNOWO 0.002 0.000 0.000 0.000 0.047 22.630 0.373 2.012
ajka 0.000 0.000 0.000 0.000 0.079 24.644 0.493 2033
'oda destylowana 0.000 0.000 0.000 0.000 0.074 0.369 0.062 0.020
AMOWO 0.000 0.000 0.000 0.000 0.045 16.368 0.796 2.247
orze Baltyckie 0.000 0.000 0.000 0.000 0.140 6.320 0.112 0.233
ajka 0.000 0.000 0.000 0.000 0.156 20.494 0.436 3.532
ajka 0.000 0.000 0.000 0.000 0.099 21.521 0.453 2.168
'oda kranowa 0.000 0.000 0.000 0.000 1.436 4.232 0.052 0.665
siek surowy 0.000 0.000 0.000 0.000 3.916 60.419 8.834 91.205
riek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 2.735 60.763 3.967 5.742
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 0.000 3.270 37.874 10661  121.934
tiek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 2.011 67.410 4272 1.641
siek surowy 0.000 0.000 0.000 0.000 5.504 67.019 2611 76.382
tiek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 2.113 71.723 3.910 14.830
tiek surowy 0.000 0.000 0.000 0.000 3.071 169.081 11.469 90.830
ciek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 1.831 79.723 2782 18.599
tiek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 2219 66.005 2.046 2.035
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 0.000 4620 26.639 5.850 83.833
tiek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 1.925 76.378 1.911 1.488
ciek surowy 0.000 0.000 0.000 0.000 2.730 81.697 16.968 36.858
tiek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 0.000 3.571 79.710 2.419 2.637
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 73 74 75 76 77 78 79 80
Dilugo$é fali [nm]’ 280 280 280 280 280 280 280 280

Zakres czasu [min.] 3.0-35 3.540 4045 4550 5.0-6.0 6.0-7.0 7.0-8.0 8.0-8.0

zierzecinka 0.028 0.025 0.011 0.047 0.040 0.011 0.095 0.016
zierzecinka 0.036 0.060 0.015 0.051 0.056 0.014 0.087 0.022
arseta 0.000 0.031 0.057 0.031 0.082 0.044 0.058 0.040
adew 0.000 0.000 0.023 0.015 0.037 0.036 0.017 0.012
ubatowo 0.049 0.024 0.061 0.005 0.050 0.032 0.114 0.021
mno 0.078 0.071 0.005 0.022 0.024 0.016 0.091 0.002
ukowo 0.013 0.000 0.012 0.074 0.030 0.032 0.058 0.006
amienne 0.038 0.015 0.000 0.027 0.055 0.098 0.021 0.042
wiecko 0.019 0.007 0.000 0.010 0.027 0.031 0.016 0.038
tara Radew 0.000 0.006 0.010 0.005 0.008 0.049 0.012 0.004
0SNOWO 0.008 0.008 0.006 0.025 0.024 0.107 0.024 0.009
ajka 0.008 0.016 0.020 0.032 0.041 0.083 0.031 0.020
loda destylowana 0.016 0.000 0.000 0.000 0.002 0.009 0.004 0.000
arnowo 0.036 0.045 0.017 0.019 0.043 0.026 0.024 0.022
lorze Baltyckie 0.031 0.026 0.026 0.018 0.023 0.035 0.196 0.034
ajka 0.000 0.016 0.018 0.024 0.037 0.046 0.032 0.018
ajka 0.000 0.031 0.026 0.054 0.029 0.028 0.042 0.024
loda kranowa 0.000 0.005 0.005 0.050 0.098 0.057 0.074 0.023
ciek surowy 11.740 30.408 8.955 10.087 2014 5.823 6.895 2.057
ciek oczyszczony 0.611 1.014 1.889 0.699 1.2589 0.394 0.342 2.267
ciek surowy 10.418 4.137 5.781 6.963 3.625 2.663 6.908 2.630
ciek oczyszczony 0.738 1.140 1.810 0.625 1.5585 0.346 0.541 2.663
ciek surowy 7.823 1.890 5785 32.889 19.631 4,658 6.680 1.805
clek oczyszczony 0.425 0.912 1.574 1.010 0.706 0.267 0.360 2714
ciek surowy 9.786 2848 5716 14.265 23.469 2515 3.525 2141
ciek oczyszczony 0.406 1.036 2.114 0.663 0.876 0.181 0.464 2615
ciek oczyszczony 0.476 0.920 1.436 0.641 0.894 0.278 0.429 2.775
ciek surowy 5.340 7.660 7.280 29.712 18.918 3.064 6.476 1.834
ciek oczyszczony 0.453 0.453 1.644 0.761 0.525 0.201 0.249 2724
ciek surowy 12.092 1.317 3271 4,965 12.862 5.392 3.323 1.918
ciek oczyszczony 0.561 1.058 1.849 0.866 0.585 0.172 0.194 2870
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 81 82 83 84 as 86 87 88
Dtugoéé fali [nm] 280 280 280 280 280 280 280 260
Zakres czasu [min.] 9.0-100  10.0-120 120-140 14.0-160 16.0-18.0 18.0-200 20.0-240 24.0-280
zlertecinka 0.018 0.025 0.008 0.012 0.002 0.003 0.005 0.000
Zlerzecinka " 0.018 0.003 0.134 0.006 0.003 0.003 0.003 0.012
arseta 0.065 0.010 0.010 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000
adew 0.000 0.004 0.004 0.005 0.005 0.000 0.002 0.000
ubatowo 0.031 0.005 0.013 0.014 0.005 0.002 0.004 0.003
amno 0.016 0.011 0.011 0.013 0.000 0.007 0.000 0.006
uvkowo 0.009 0.005 0.007 0.005 0.000 0.003 0.002 0.000
amienne 0.011 0.005 0.007 0.002 0.004 0.000 0.004 0.002
wiecko 0.000 0.000 0.006 0.000 0.004 0.000 0.003 0.004
tara Radew 0.011 0.004 0.003 0.000 0.004 0.000 0.002 0.000
osSNowo 0.010 0.004 0.005 0.007 0.001 0.002 0.002 0.003
ajka 0.012 0.003 0.009 0.011 0.004 0.003 0.004 0.003
foda destylowana 0.009 0.012 0.002 0.007 0.000 0.002 0.000 0.000
amowo 0.010 0.037 0.007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.018
lorze Baltyckie 0.045 0.025 0.007 0.020 0.002 0.001 0.002 0.001
ajka 0.010 0.009 0.008 0.010 0.004 0.006 0.003 0.003
ajka 0.020 0.008 0.005 0.010 0.003 0.013 0.003 0.003
foda kranowa 0.012 0.003 0.002 0.001 0.005 0.000 0.003 0.003
ciek surowy 1.964 2.953 2.065 2171 0.675 0.348 0.819 0.254
ciek oczyszczony 0.229 0.065 0.267 0.062 0.077 0.054 0.102 0.129
ciek surowy 1.894 4.567 2.427 1.686 0.270 0.441 1.148 0.346
ciek oczyszczony 0.161 0.274 0.363 0.087 0.214 0.036 0.107 0171
ciek surowy 1.272 7.334 1.652 1.412 1.621 0.480 0.487 0.333
ciek oczyszczony 0.223 0.034 0.358 0.022 0.167 0.054 0.074 0.219
ciek surowy 1.774 4143 2.620 1.334 1.427 1.437 0.276 0.5968
ciek oczyszczony 0.162 0.033 0.367 0.040 0.117 0.051 0.043 0.173
ciek oczyszczony 0.170 0.095 0.397 0.029 0.131 0.033 0.053 0.188
iclek surowy 1.654 2492 1.856 1.674 1.021 1.451 0.224 0.064
iciek oczyszczony 0.091 0.123 0.3685 0.072 0.147 0.084 0.054 0.142
iciek surowy 1.238 5.630 3.266 1.002 1.085 1.180 0.503 0.150
iciek oczyszczony 0.147 0.135 0.359 0.082 0.171 0.036 0.000 0.139
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 89 80 91 92 93 94 95 96
Dlugo$€ fall [nm] 280 280 280 280 280 280 280 280

Zakres czasu [min.]  28.0-32.0 32.0-36.0 36.040.0 40.0440 44.048.0 48.0-52.0 6520560  56.0-60.0

tierzecinka 0.007 0.002 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
tier2gcinka 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
irseta 0.000 0.052 0.000 0.000 0.069 0.000 0.000 0.801
adew 0.003 0.005 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000
ibatowo 0.003 0.005 0.005 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000
imno 0.004 0.001 0.002 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000
lkowo 0.004 0.000 0.000 0.000 0.002 ©.000 0.000 0.000
imienne 0.003 0.039 0.000 0.000 0.085 0.000 0.000 0.157
wiecko 0.004 0.015 0.000 0.000 0.028 0.000 0.000 0.086
ara Radew 0.000 0.003 0.000 0.000 0.009 0.000 0.000 0.000
snowo 0.004 0.009 0.000 0.000 0.032 0.000 0.000 0.008
tjka 0.006 0.018 0.001 0.001 0.051 0.000 0.000 0.015
oda destylowana 0.002 0.006 0.000 0.000 0.003 0.000 0.003 0.104
WANOWO 0.002 0.004 0.000 0.001 0.019 0.000 0.000 0.000
orze Baltyckie 0.009 0.002 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
tjka 0.005 0.006 0.003 0.000 0.043 0.000 0.000 0.003
ajka 0.005 0.005 0.005 0.000 0.021 0.000 0.000 0.003
oda kranowa 0.002 0.024 0.000 0.009 0.028 0.000 0.000 0.059
siek surowy 0.886 0.289 0.108 0.197 0.083 0.000 0.000 0.000
siek oczyszczony 0.151 0.000 0.000 0.000 0.125 0.000 0.000 0.000
siek surowy 0.758 0.091 0.061 0.269 0.118 0.000 0.000 0.000
siek oczyszczony 0.144 0.000 0.000 0.000 0.174 0.000 0.000 0.000
siek surowy 0.452 0.000 0.000 0.214 0.375 0.000 0.000 0.000
siek oczyszczony 0.135 0.059 0.000 0.000 0.364 0.000 0.000 0.044
siek surowy 0.575 0.000 0.000 0.186 0.128 0.000 0.000 0.000
siek oczyszczony 0.152 0.024 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
siek oczyszezony 0.121 0.036 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
siek surowy 0.439 0.000 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000
siek oczyszczony 0.137 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
siek surowy 0.956 0.000 0.000 0.327 0.048 0.000 0.124 0.000
siek oczyszczony 0.221 0.000 0.000 0.000 0.058 0.000 0.000 0.000

“Powytej Koszalina, Ponizej Koszalina
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Kontynuacja tabeli 17.

Nr zmiennej 97 28 29 100 101 102 103 104
Diugoé¢ fail [nm] 280 280 280 pH wody Temp. Temp. Tien Tien
wody

fakres czasu [min.]  60.0-64.0 64.068.0 68.0-72.0 rcl rel [mg] (i)
jertgcinka 0.000 0.000 0.000 7.990 1.700 3.000 13.500 97.000
jerzgcinka 0.001 0.000 0.000 8.160 2.000 3.500 13.750 99.000
rseta 0.000 0.000 0.000 8.080 3.100 3.700 12.850 95,000
daw 0.000 0.000 0.000 7.760 2.300 4,500 11.300 85.000
batowo 0.000 0.000 0.000 7.310 1.600 2.000 7.200 51.000
mno 0.000 0.000 0.000 8.010 7.700 4.500 12.800 95.000
kowo 0.000 0.000 0.000 7.630 4.700 4.500 11.200 81.000
imienne 0.000 0.000 0.000 8.240 3.900 0.900 13.350 93.000
recko 0.000 0.000 0.000 8.160 4100 0.700 13.400 94.000
ara Radew 0.000 0.000 0.000 7.800 -0.300 7.000 7.260 60.000
EROwWo 0.000 0.000 0.000 7.760 2.100 4.100 10.780 80.000
jka 0.000 0.000 0.000 7.920 3.000 4.900 10.100 79.000
oda destylowana 0.000 0.000 0.000 6.000 24.000 24.000 7.100 86.000
tmowo 0.000 0.000 0.000 8.050 9.100 4.200 12.850 95.000
wrze Baltyckie 0.000 0.001 0.000 8.200 4.300 6.500 12.750 95.000
ijka 0.000 0.000 0.000 7.920 3.000 4.900 10.100 79.000
ijka 0.000 0.000 0.000 7.920 3.000 4.900 10.100 79.000
oda kranowa 0.000 0.000 0.000 7.440 22.000 9.000 9.200 80.000
ek surowy 0.058 0.000 0.000 7.500 17.500 10.000 0.940 14.400
iek ocxyszczony 0.000 0.000 0.000 7.200 18.500 16.400 16.400 1.000
ek surowy 0.000 0.000 0.000 8.070 18.500 14.900 0.650 10.000
ek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 7.200 19.500 16.700 0.000 0.000
Hek surowy 0.000 0.000 0.000 7.600 19.500 15.600 0.570 6.000
iiek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 7.200 18.500 16.800 0.140 1.000
lek surowy 0.000 0.000 0.000 7.010 18.500 15.000 0.900 9.000
ek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 7.200 21.300 17.000 0.290 3.000
ek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 7.180 17.600 17.100 0.720 8.000
liek surowy 0.000 0.000 0.000 7.180 17.600 14.500 0.760 8.000
siek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 7.270 18.800 17.400 0.360 4.000
:lek surowy 0.000 0.000 0.000 8.100 18.800 15.400 0.760 10.000
ek oczyszczony 0.000 0.000 0.000 7.340 11.200 16.900 0.950 10.000

“Powyzej Koszalina; Ponizej Koszalina
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7. RYSUNKI

Pierscien cyklopentanoperhydrofenantrenowy

Kortyzol Testosteron 17B-Estradiol

Rysunek 1. Schematy struktur chemicznych podstawowych sterydow.
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Rysunek 2. Drogi ekspozycji Srodowiskowej estrogendw i progestagenow [Barceloé D.

2005].
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Rysunek 3. Mapka lokalizacji poboru prébek wody. Szczegoélowe dane miejsc

oznaczonych kodami literowymi zostaty przedstawione w tabeli 2.
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Rysunek 4. Widok perspektywiczny Oczyszczalni Sciekéw ,Jamno” (fot. K. Jurkowski,
Miasto Dziennik Koszaliriski, 14-17.08.2008).
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Rysunek 5. Miejsca poboru préb (A,B).
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p-estradiol 0
17«(B-D-glukuronian) H,C
s6l sodowa (2)

p-estradiol 0SO,K
3,17-disiarczan H.C
s6l dipotasowa (1)

KO,SO

p-estradiol-3-siarczan
sol sodowa (3) H.C

OH estetrol (4)
Na0,80

kortyzol
(hydrokortyzon) (6) 0,

8]
ftalan dimetylu (10) Bisfenol A (11)
0“'CH, HO OH
0
testosteron (13) noretindron (14)

Rysunek 6A. Wzory chemiczne badanych substancji.
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Rysunek 6B. Wzory chemiczne badanych substancji.
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Rysunek 7. Przyktadowy chromatogram mieszaniny wszystkich analizowanych
substancji chemicznych uzyskany w systemie izokratycznym z uzyciem kolumny LC-18
o dhugosci 10 cm oraz fazy ruchomej acetonitryl/woda (35%, v/v) bez modyfikatora
makrocyklicznego. Numery pikow odpowiadaja numeracji przyjetej w tabeli 6.
Pozostate warunki chromatografowania: temperatura 20°C, przeptyw fazy ruchomej
1 mL/min, objeto$¢ nastrzyku 20ul, detekcja UV-Vis w zakresie 200-400 nm.
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Rysunek 8. Wykresy Van't Hoffa wybranych substancji obserwowane dla faz
ruchomych bez modyfikatora makrocyklicznego (czarne koétka) oraz z uzyciem
B-cyklodekstryny (trojkaty) i hydroksypropyl-3-cyklodekstryny (kotka) w zakresie
temperatur od 0 do 60°C.
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Rysunek 9. Optymalizacja rozdzielania mieszaniny 27 substancji typu EDCs. Wartosci
elementarnych kryteriow rozdzielania zostaty wyliczone w zakresie temperatur od
-10 do 70°C dla fazy ruchomej acetonitryl/woda (35%, v/v) (lewa strona), z dodatkiem
B-cyklodekstryny (Srodek), z dodatkiem HP-B-cyklodekstryny (prawa strona):
maksymalny czas analizy (goéra), wspotczynnik rozdzielania (a) wyliczony pomiedzy
sgsiadujgcymi pikami (Srodek), maksymalne wartosci d,;;, (dot).
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Rysunek 10. Przyktady rozdzielania mieszaniny 27 substancji na kolumnie analitycznej
LC-18 diugosci 25 cm. Temperatura procesu rozdzielania dla poszczegélnych faz
ruchomych zostata wybrana na podstawie obliczonych wartosci elementarnych
kryteriow rozdzielania przedstawionych na wykresach na rysunku 9.
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Rysunek 11. Zmiana warto$ci parametrow Rr oraz Ry w zaleznosci od skiadu binarnej
fazy ruchomej metanol/iwoda wyrazonej jako procent objetoSciowo/objetosciowy (A)
oraz odwrotnos¢ utamka molowego sktadnika organicznego w wodzie (1/Xs; B).
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Rysunek 12. Typowe profile wymywania estriolu z kolumienki SPE wypetnionej fazg
stacjonarng typu RP18 i odpowiadajgce mu mikrochromatogramy uzyskane przy

pomocy faz ruchomych o sktadzie 40 oraz 60% (v/v) metanol/woda.
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Rysunek 13. Oszacowanie krzywych przebicia kolumnienek SPE za pomocg danych
chromatograficznych uzyskanych z mikroptytek TLC. Kétka oraz kropki przedstawione
na wykresie A odzwierciedlajg dane z eksperymentdow prowadzonych z uzyciem TLC
oraz SPE. Malymi rombami (wykres A) zaznaczono punkty obliczone na podstawie
zaleznosci kspe = aRy + b (wykres B).
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Rysunek 14. Poréwnanie ekstraktow prébek $rodowiskowych (jezioro Lubiatowo)
uzyskanych z uzyciem procedury SPE na kolumnienkach C18 bez (A)
oraz z wykorzystaniem cieczy czyszczacej (B) o sktadzie metanol/woda (30%, v/v)
w objetosci 5 mL.
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Rysunek 15. Typowe profile chromatograficzne uzyskiwane poprzez detektor UV-Vis
typu DAD z ekstraktéw prob srodowiskowych charakteryzujacych sie réznym poziomem
zawartosci substancji organicznych.
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Rysunek 16. Grupowanie obiektow badan uwzgledniajgce dane ilosciowe uzyskane
z chromatogramow eksirakiow prébek wod powierzchniowych i $ciekéw oraz
wybranych parametréw fizykochemicznych (temperatura powietrza, temperatura wody,
zawarto$¢ tlenu, odczyn). Kody obiektéw odpowiadajg miejscom poboru préb

wymienionym w tabeli 2.
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Rysunek 17. Rozmieszczenie obiekiow badan w przestrzeni dwuwymiarowej
uwzgledniajgcej dwa pierwsze czynniki gibwne. Analiza czynnikéw gtownych wykonana
w oparciu o matryce danych skiadajacych sie z 3224 punktow (31 prébek wody x 104
zmienne). Punkty wewnatrz obszaréw wyroznionych (I, Il, Iil} odpowiadajg obiekiom

zamieszczonym na rysunku 16.
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Rysunek 18. Grupowanie prébek wéod powierzchniowych zlokalizowanych wewnetrz
obszaru Il (rysunki 16 i 17) w przestrzeni dwuwymiarowej uwzgledniajgcej czynniki
gtéwne F1 i F2 (wykres z lewej strony) oraz F1 i F3 (wykres z prawej strony).
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Rysunek 19. Wplyw poszczegéinych zmiennych na grupowanie obiektow badan

przedstawionych na rysunkach 16-18.
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Rysunek 20. Biodegradacja estriolu w warunkach laboratoryjnych z uzyciem osadu

czynnego.
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Rysunek 21. Biodegradacja testosteronu w warunkach laboratoryjnych z uzyciem

osadu czynnego.
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