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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII
W ANALIZIE MODULATOROW HORMONALNYCH
WYSTEPUJACYCH W SRODOWISKU

Modulatory hormonalne (Endocrine Disrupting Compounds; EDCs) sg to eg-
zogenne substancje chemiczne, naturalne, jak i syntetyczne, zaktocajgce aktywno$¢
hormondw, gtéwnie sterydowych, u ludzi i zwierzat. Stanowig one niejednorodng
grupe zwigzkéw o réznej budowie chemicznej, wtaciwo$ciach i wywotywanym efek-
cie biologicznym. Do substancji tych zalicza sie miedzy innym: pestycydy, fenole, fta-
lany, wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne, polichlorowane bifenyle, dioksy-
ny oraz sterydy, w szczegoélnoéci naturalne i syntetyczne estrogeny. W pracy
przedstawiono przeglgd literatury dotyczgcy zastosowania chromatografii w ozna-
czaniu ilosciowym substancji typu EDCs w probkach $rodowiskowych, ze szczegdl-
nym uwzglednieniem ekosystemow wodnych.

PROBLEM MODULATOROW HORMONALNYCH W SRODOWISKU

Modulatory hormonalne (Endocrine Disrupting Compounds; EDCs) sa
to egzogenne substancje chemiczne, naturalne, jak i syntetyczne, zakioca-
jace aktywnos$¢ hormondw, gtdwnie sterydowych, u ludzi i zwierzat. Stano-
wig one niejednorodng grupe zwigzkow o réznej budowie chemicznej, wia-
Sciwosciach i wywotywanym efekcie biologicznym. Do substanciji tych zalicza
si¢ migdzy innym:

1. pestycydy [1-14],

2. fenole [3, 10],

3. alkilofenole [1, 2, 7, 8, 15, 16, 17, 18],

4. nonylfenole [19, 20, 21, 22, 23, 24],

5. polietoksynonylofenole [18],

6. ftalany[2,3,4,7,9, 10, 17],

7. estry ftalowe [19, 20, 23, 25],

8. wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne [1, 8],

9. plastyfikatory ftalanowe [1, 8],

10. polichlorowane bifenyle (PCB) [1-5, 8, 13, 15, 19, 20, 23],

11. dioksyny [1-4, 6, 8, 13, 15, 19, 20, 23],

12. polibromowane etery fenylowe [3],

13. Srodki powierzchniowoczynne [4, 5, 12, 13, 17],

14. bisfenol A [2, 12, 15, 21, 22, 24, 26],

15. plastyfikatory [6, 13],

16. fitoestrogeny [1, 2, 4, 5, 10, 12, 14, 15, 19, 20, 23],

17. naturalne i syntetyczne estrogeny [1, 2, 5, 7, 8, 12, 13, 15, 16, 18, 19,
21, 23, 26].



Przyjmuje sie, ze do substancji o najsilniejszym dziataniu modulujgcym
systemy hormonalne nalezg zwigzki pochodzgce z przemystu chemicznego
(bisfenol A, alkilofenole, polichlorowane bifenyle, estry ftalowe, pestycydy
m.in. DDT, metoksychlor, chlordekon) [7, 27] oraz z przemystu farmaceu-
tycznego. Te ostatnie wchodzg w sktad $rodkow antykoncepcyjnych [2, 4, 7,
28, 29], jak réowniez preparatow leczniczych stosowanych w zmniejszaniu
niekorzystnych efektow wystepujacych w menopauzie [1, 2, 4, 10, 28, 29]
oraz postmenopauzie [1, 10, 29]. Preparaty o silnym dziataniu hormonalnym
stosowane sg powszechnie przy leczeniu bezptodnosci [10, 28, 29], raka
prostaty [1, 2, 4, 10, 29], raka piersi [1, 2, 4, 10, 28, 29], trzonu macicy [28],
Sluzéwki macicy, endometriozie [1, 10, 29], zaburzen menstruacyjnych
[1, 28, 29] oraz w fizjologicznej terapii zastepczej [1, 10, 29] i w stanach awi-
taminozy [10, 29].

Zwigzki typu EDCs dostajg sie do organizmow zywych wraz ze $rod-
kami farmakologicznymi, pokarmem i wodg pitng [6, 19]. Wiekszo$¢ z nich
jest rozpuszczalna w tkankach i strukturach niepolarnych (#tuszcze, tkanka
nerwowa) i w minimalnym stopniu ulega rozktadowi, przez co ma sktonno$¢
do kumulowania sie w organizmach [6]. Gtéwne drogi ekspozycji $rodowi-
skowej na estrogeny i progestageny zostaty przedstawione na rysunku 1.
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Rysunek 1. Drogi ekspozycji $rodowiskowej estrogenow i progestagenéw [10]

Podstawowymi Zrédtami, z ktérych zwigzki te przenikajg do $rodowiska i za-
silajg systemy wodne oraz faficuchy pokarmowe, sg wyptywy z oczyszczalni
w postaci wyciekdw nieoczyszczonych oraz Sciekdw oczyszczonych, jak
réwniez splywéw nawozu (obornika, gnoju) oraz osadoéw Sciekowych wyko-
rzystywanych w rolnictwie [2, 10, 29, 30]. Istotnym zrodtem estrogenéw
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i progestagenow w Srodowisku sg odchody ludzkie, a w szczegbInosci mocz.
Zawarte w nim sterydy, zaréwno naturalne (estron, 17B-estradiol, estriol), jak
i syntetyczne (etynyloestradiol), wydalane sg z organizmu czfowieka gtéwnie
w formie sprzezonej, najczesciej jako glukuroniany i siarczany [2, 10, 19,
31-36] oraz w mniejszych iloSciach jako wolne estrogeny [10, 33, 35]. Dzien-
ne wydalanie estrogendw przez kobiety wynosi 24-100 pg, zaleznie od cyklu
menstruacyjnego i moze wzrasta¢ nawet do 30 mg pod koniec cigzy [10].
Przyjmuje sie, ze $rednia dzienna produkcja estrogendéw w przeliczeniu na
jedna osobe wynosi 2,7 mg/L moczu [37].

Po przedostaniu sie wyzej wymienionych substancji do wéd po-
wierzchniowych, ulegajg one réznym procesom biologicznym oraz fizyko-
chemicznym, wigczajac w to fotolize i sorpcje na osadach. Ten ostatni pro-
ces przyczynia sie do czasowego wyeliminowania sterydow ze Srodowiska
wodnego. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz zaadsorbowane substancje ste-
rydowe i ich metabolity stanowig wtérne zrédio zasilania wéd modulatorami
hormonalnymi [29]. Przyjmuje si¢, ze powaznym zagrozenie dla zdrowia lu-
dzi i zwierzat sg wolne sterydy i substancje pochodne obecne w wodzie na
poziomie ng/L [2, 6, 8, 28, 38, 39]. Substancje te po przeniknieciu do organi-
zmoéw wyzszych mogg sie kumulowaé w tkankach niepolarnych i po osia-
gnieciu odpowiedniego stezenia zaburza¢ prawidiowe dziatanie systeméw
hormonalnych. Zwigzane jest to z ich podobng budowg chemiczna,
w szczegolnosci strukturalng, a przez to mozliwoscig dziatania antagoni-
stycznego w stosunku do czynnych biologicznie substancji endogennych
[2, 6, 28, 38]. Substancje typu EDCs mogg réwniez wptywac¢ na synteze
i metabolizm naturalnych hormonéw oraz modyfikowa¢ poziom receptoréw
hormonalnych [8, 38]. Modulatory hormonalne wptywaja rowniez niekorzyst-
nie na funkcjonowanie systemu odporno$ciowego [3, 4, 6]. W literaturze opi-
sano takze przypadki nieprawidtowo$ci w rozwoju [3, 4, 6, 26, 37, 40], rozm-
nazaniu [4, 6, 26, 28, 37], we wzroscie [4, 6, 26] oraz zachowaniu osobnikow
[6, 40] poddanych ekspozycji na substancje EDCs. W$rod innych obserwo-
wanych objawéw niekorzystnych oraz chorobowych, mogacych mie¢ zwig-
zek z pojawieniem si¢ tych substancji w organizmie, nalezy wymienic: spa-
dek ilosci plemnikéw w spermie [4, 5, 8, 12, 19, 33, 38-43], guzy ztosliwe [6],
wzrost liczby zachorowan na raka jader [5, 19, 23, 39-43], prostaty [5, 38,
40-43], raka piersi [5, 8, 23, 38, 40-42], sluzéwki macicy [38], drog rodnych,
endometriosis, a takze spadek ptodnoSci u mezczyzn [1, 4, 19, 23, 29, 37,
39], spadek libido, impotencje [38], zmniejszenie iloSci androgendéw we krwi
[38], deformacje drog rodnych u kobiet [38], obnizenie wieku dojrzewania
[42], hermafrodytyzm [1, 4, 29, 30, 37], feminizacje [1, 4, 9, 29, 30, 37, 39,
43] oraz nieprawidiowy rozwdj ptodu [23].

Znaczna czeS¢ wspodtczesnych badan pos$wieconych substancjom
EDCs dotyczy organizmoéw zyjacych bezposrednio w wodzie oraz ekosyste-
mach zwigzanych z wodg [32, 44]. Przyjmuje sie, ze naturalne i syntetyczne
estrogeny wykazujg aktywno$¢ fizjologiczng wobec tych organizmoéw w za-
kresie stezeni od ng do ug w litrze wody [24, 29, 32, 34, 45]. W szczegdlno-
Sci stwierdzono, iz niekorzystne zmiany w prawidtowym funkcjonowaniu sys-
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teméw hormonalnych u ryb stajg sie widoczne, gdy stezenie w wodzie, np.
17B-estradiolu i 17a-etynyloestradiolu waha si¢ od 0,1 do 10 ng/L [2, 28, 34,
46, 47]. Zauwazono réwniez, ze obecnos¢ tych zwigzkéw w $rodowisku
wodnym zaktéca prawidtowe rozmnazanie pstrgga, ptoci oraz fladry [44],
prowadzi do pojawienia si¢ osobnikdéw obuptciowych u ptoci i homardw,
a takze indukcji witelogeniny u pstraga teczowego [48]. Opisano mozliwos¢
feminizacji u niektérych gatunkéw ryb [37], spadku rozwoju gonad oraz re-
dukcji ptodnosci [49, 50], a takze nieprawidlowych proporcji pfci u widtono-
gow dennych i zotwi [11].

W chwili obecnej przyjmuje sig, ze gtéwnym Zzrodtem modulatorow
hormonalnych w Srodowisku sg Scieki bytowe. W zwigzku z tym znaczna
czes¢ badan dotyczy oceny zdolnosci réznych procesdw oczyszczania Scie-
kéw w kierunku eliminowania z nich substancji EDCs. Liu Z. [51] w pracy
przegladowej z roku 2009 podaje, iZ do usuwania tych substancji mozna
z powodzeniem wykorzystywac juz istniejgce procesy technologiczne oparte
na metodach fizycznych, w tym na klasycznej adsorpcji na weglu aktywnym.
Badania laboratoryjne i prowadzone w petnej skali w oczyszczalniach Scie-
kow wykazaty, iz wegiel aktywny posiada duzg zdolno$¢ do usuwania EDCs.
Jako skuteczne uznaje sie rowniez procesy membranowe, dla ktérych efek-
tywnos$¢ usuwania modulatoréw hormonalnych szacuje sie od 10% do nie-
mal 100%, w przypadku procesoéw technologicznych wykorzystujacych
osmoze odwrocong. Ponadto, modulatory hormonalne mozna efektywnie
usuwac ze Sciekdw, stosujac biodegradacje poprzez organizmy zasiedlajgce
osad czynny oraz metody chemiczne wykorzystujgce gtéwnie procesy utle-
niania z uzyciem perhydrolu oraz aktywnych form chloru i zelaza. W prakty-
ce wiekszos$¢ wspoiczesnych oczyszczalni $Sciekéw nastawionych jest
przede wszystkim na usuwanie fosforu i azotu oraz redukcje ogdlnej zawar-
tosci substancji organicznych. Wiekszo$¢ sposrod badanych EDCs posiada
masy czasteczkowe ponizej 1000 i dlatego nie jest catkowicie eliminowana
w trakcie procesu oczyszczania $ciekdw. Substancje te przechodzg do frak-
cji Sciekdbw oczyszczonych, a nastepnie po ich uwolnieniu do $rodowiska
przedostaja sie bez problemu do wod powierzchniowych, podziemnych,
a nawet wody pitnej. Jak wykazano, mata skuteczno$¢ w usuwaniu estroge-
néw charakteryzuje wigkszo$S¢ systemoéw oczyszczania pracujgcych z kon-
wencjonalnym osadem czynnym [24]. Jednocze$Snie stwierdzono, ze do
efektywnego usuwania estrogendéw przyczyniajg sie w duzej mierze procesy
nitryfikacji w osadzie czynnym [52]. Przyjmuje si¢, iz naturalne i syntetyczne
estrogeny wystepujg w Sciekach oczyszczonych na poziomie ng/L, co wska-
zuje na niezbyt wysokg sprawno$¢ ich eliminacji w procesie oczyszczania
[34]. Wedtug D’Ascenzo G. [32] oczyszczalnie z osadem czynnym usuwajq
95% estriolu, 87% estradiolu, 85% etynyloestradiolu i 61% estronu. Badania
prowadzone na terenie oczyszczalni miejskich zlokalizowanych w Niem-
czech wykazaly, iz zaktady te redukujg ponad 98% naturalnych estrogenéw
(estron, 17beta-estradiol) i wigcej niz 90% 17a-etynyloestradiolu, gtéwnie
podczas oczyszczania osadem czynnym [53]. Usuwanie tych zwigzkéw z fa-
zy ciektej jest kombinacjg degradacji oraz sorpcji na czasteczkach osadu.

112



Badania przeprowadzone przez Heberera T. [47] w oczyszczalni $ciekdw
w Berlinie pokazaly, ze syntetyczne (17a-etynylestradiol, menstranol) oraz
naturalne (estriol, 17B-estradiol, estron) sterydy wydalane z organizmu czfo-
wieka znajdowane byty na poziomie ng/L w Sciekach doptywajgcych do
oczyszczalni, natomiast w ,odptywach” z oczyszczalni ich stezenie byto
znacznie nizsze na poziomie lub tez ponizej limitu detekcji. Natomiast jak
podaje Cargouét M. [7] oczyszczalnie $ciekéw we Francji usuwajg 50% cat-
kowitej iloSci estrogenéw doplywajacych wraz ze $ciekami, w tym 53,5% na-
turalnych estrogenéw i 40% 17a-etynyloestradiolu. Tak mate ilosci usuwa-
nego sztucznego sterydu sg efektem stabego procesu degradacji tego
zwigzku przeprowadzanego przez mikroorganizmy podczas procesu
oczyszczania Sciekow. Steryd ten moze réwniez powstawac podczas prze-
ksztatcania innych sterydéw (np. noretisteronu) przez mikroorganizmy.
Wiekszos¢ Sciekdw w Wielkiej Brytanii oczyszczana jest za pomocy filtrow
biologicznych lub osadu czynnego. Oczyszczalnie z osadem czynnym sg
powszechnie wykorzystywane w duzych miastach. Szacuje sie, ze usuwajq
one 91% 17B-estradiolu, 78% estronu i 76% etynyloestradiolu [18]. W tabe-
lach 1 oraz 2 zamieszczono zestawienie zawarto$ci wybranych substancji
typu EDCs wystepujacych w wodzie pitnej, wodach powierzchniowych oraz
Sciekach, jak réwniez warto$ci odzysku analitbw uzyskane na podstawie
przegladu wspoiczesnej literatury.

Tabela 1. Przeglad literaturowy pozioméw stezen wybranych EDCs w pro-
bach srodowiskowych

Nazwa zwiazku S(t:f;:;e Miejs;:é[;oboru Rodzaj proby Lit.
Estriol 80,00 Wiochy Scieki surowe [91]
Estriol 57,00 Rzym, Wiochy Scieki surowe [92]
Estriol <0,25-70,70 Barcelona, Hiszpania Scieki surowe [25]
Estriol 72,00 Rzym, Wiochy Scieki surowe [32]
Estriol 11,40-15,20 Paryz, Francja Scieki surowe [71
Estriol 23-48 Wtochy Scieki surowe [8]
Estriol 90-181 Japonia Scieki surowe [93]
3Estriol 0,43-18,00 Wtochy $cieki oczyszczone [91]
Estriol 11,70 Rzym, Wiochy Scieki oczyszczone [92]
Estriol 20,40 Wtochy $cieki oczyszczone [91]
Estriol 3,00 Niemcy $cieki oczyszczone [94]
Estriol 2,00-4,00 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [42]
Estriol <0,25-21,50 Barcelona, Hiszpania $cieki oczyszczone [25]
Estriol 2,30 Rzym, Wiochy $cieki oczyszczone [32]
Estriol 5,00-7,30 Paryz, Francja $cieki oczyszczone [71
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Estriol <0,50-1,40 Japonia Scieki oczyszczone [93]
Estriol 0,33 Whochy woda p‘(’r“z’;ekr;;h”i°wa [91]
Estriol <0,06-3,10 Wielka Brytania woda p‘(’rz’;ekr;;h”‘°wa [42]
Estriol 5,50 Tokio, Japonia woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [95]
Estriol 8,00 Hiszpania woda p(()rv;/;ekraz)chniowa [25]
Estriol 1,00-2,50 Francja woda p‘(’r“z’;ekr;;h”i°wa 71
Estriol 2,00-5,00 Wihochy woda p‘(’r“z’;ekr;;hmowa 8]
Bisfenol A 332,00-339,00 Wtochy $cieki surowe [8]
Bisfenol A 13,00-36,00 Wiochy Scieki oczyszczone [8]
Bisfenol A 490,00 Szwecja $cieki oczyszczone [96]
Bisfenol A 0,30-2,00 Niemcy woda pitna [94]
Bisfenol A 15,00-29,00 Wiochy woda p‘(’rz’;eg;hmowa 8]
17B-Estradiol 12,00 Wtochy Scieki surowe [91]
17B-Estradiol 22,70 Niemcy Scieki surowe [92]
17pB-Estradiol 5,00 Japonia Scieki surowe [97]
17p-Estradiol <0,30 Wielka Brytania 4cieki surowe [98]
17B-Estradiol 9,70 Rzym, Wiochy Scieki surowe [92]
17B-Estradiol <5,00-30,40 Barcelona, Hiszpania Scieki surowe [25]
17B-Estradiol 11,00 Rzym, Wiochy Scieki surowe [32]
17pB-Estradiol 11,10-17,40 Paryz, Francja Scieki surowe [71
17B-Estradiol 10-31,00 Wtochy Scieki surowe [8]
17B-Estradiol 2,40-26,00 Kanada Scieki surowe [36]
17pB-Estradiol 6,00-13,00 Kanada Scieki surowe [99]
17B-Estradiol 8,40-13,00 Japonia Scieki surowe [93]
17B-Estradiol 2,70-48,00 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [63]
17pB-Estradiol <0,60-12,00 Holandia Scieki oczyszczone [100]
17B-Estradiol 1,10 Szwecja $cieki oczyszczone [96]
17B-Estradiol 0,48-3,66 USA Scieki oczyszczone [101]
17B-Estradiol <L%3,(()t:)'d')_ Kanada $cieki oczyszczone [19]
17B-Estradiol <1,00 Niemcy $cieki oczyszczone [19]
17B-Estradiol 0,44-3,30 Wiochy $cieki oczyszczone [91]
17B-Estradiol 4,60 Niemcy $cieki oczyszczone [92]
17B-Estradiol 3,20-55,00 Japonia $cieki oczyszczone [102]
17B-Estradiol <1,00 Japonia $cieki oczyszczone [97]
17B-Estradiol <0,30 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [98]
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17B-Estradiol 0,20-4,10 Kalifornia, USA $cieki oczyszczone [103]
17B-Estradiol <0,15-5,20 Niemcy Scieki oczyszczone [94]
17B-Estradiol <0,40-15,00 Niemcy $cieki oczyszczone [104]
17pB-Estradiol 1,60-7,40 Wielka Brytania Scieki oczyszczone [42]
17B-Estradiol <5,00-14,50 Barcelona, Hiszpania Scieki oczyszczone [25]
17B-Estradiol 1,60 Rzym, Wiochy $cieki oczyszczone [32]
17B-Estradiol 0,30-2,50 Japonia $cieki oczyszczone [105]
17B-Estradiol 4,50-8,60 Paryz, Francja $cieki oczyszczone [71
17pB-Estradiol <1,00-4,50 Dania Scieki oczyszczone [106]
17B-Estradiol 3,00-8,00 Wiochy $cieki oczyszczone [8]
17B-Estradiol 0,20-14,70 Kanada Scieki oczyszczone [36]
17B-Estradiol <0,50-1,80 Japonia $cieki oczyszczone [93]
17B-Estradiol 1,80 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [18]
17p-Estradiol <0,30-5,50 Holandia W°‘(’?ZEE.W§?$§.”;‘)’W‘"’ [100]
17p-Estradiol <0,50 Niemcy woda p‘(’rz’;ekr;;h”‘°wa [19]
17p-Estradiol 0,11 Wiochy woda p‘(’rz’;elg;h”mwa [o1]
17p-Estradiol <0,05 Japonia woda p‘(’rz’;ekr;;h”mwa [97]
17p-Estradiol 0,05-0,80 Kalifornia, USA woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [103]
17p-Estradiol 0,15-3,60 Niemcy woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [94]
17B-Estradiol <L02D7’(0t:)'d')_ Japonia woda pt()rv;l;ekraz)chniowa [107]
17p-Estradiol 32,00 J:;';ir?ig woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [95]
17B-Estradiol 6,30 Hiszpania woda p(()rv;/;ekraz)chniowa [25]
17p-Estradiol 0,60-1,00 Japonia woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [105]
17p-Estradiol 1,40-3,20 Frangia woda p‘(’rz’;elg;h”mwa 71
17B-Estradiol <0,03-7,10 Wielka Brytania woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [42]
17p-Estradiol 2,00-6,00 Wiochy woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [8]
17p-Estradiol 0,83 Massachusetts, Usa | 0% p("n‘ﬁ’gfzc)h”mwa [37]
17B-Estradiol 2,10 Polska woda pitna [45]
170-Estradiol <0,10-5,00 Holandia $cieki oczyszczone [100]
170-Estradiol <0,10-3,00 Holandia o0 PO s o [100]
Etynyloestradiol 3,00 Wiochy Scieki surowe [91]
Etynyloestradiol 4,80 Rzym, Wiochy Scieki surowe [92]
Etynyloestradiol <0,30 Wielka Brytania Scieki surowe [98]
Etynyloestradiol <5,00 Barcelona, Hiszpania Scieki surowe [25]
Etynyloestradiol 4,90-7,10 Paryz, Francja Scieki surowe [71
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Etynyloestradiol <0,20-4,30 Wielka Brytania Scieki oczyszczone [63]
Etynyloestradiol <0,20-7,50 Holandia Scieki oczyszczone [100]
Etynyloestradiol <0,20-7,50 Niemcy Scieki oczyszczone [100]
Etynyloestradiol 4,50 Szwecja Scieki oczyszczone [96]
Etynyloestradiol <L05’§2'd')_ USA Scieki oczyszczone [101]
Etynyloestradiol <LC:1DZI(0|::).d.)- Kanada Scieki oczyszczone [19]
Etynyloestradiol 1,00 Niemcy Scieki oczyszczone [19]
<LOD (b.d.)-
Etynyloestradiol 1,70 Wtochy $cieki oczyszczone [91]
Etynyloestradiol 1,40 Rzym, Wiochy Scieki oczyszczone [92]
Etynyloestradiol <0,30 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [98]
Etynyloestradiol 0,20-2,40 Kalifornia, USA Scieki oczyszczone [103]
Etynyloestradiol <0,10-8,90 Niemcy Scieki oczyszczone [94]
Etynyloestradiol <0,40-12,00 Niemcy Scieki oczyszczone [104]
Etynyloestradiol <0,05 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [42]
Etynyloestradiol <5,00 Barcelona, Hiszpania $cieki oczyszczone [25]
Etynyloestradiol 2,70-4,50 Paryz, Francja $cieki oczyszczone [71
Etynyloestradiol <1,00-5,20 Dania Scieki oczyszczone [106]
Etynyloestradiol 0,20-7,00 Wielka Brytania Scieki oczyszczone [34]
Etynyloestradiol <0,20-7,50 Holandia Scieki oczyszczone [44]
Etynyloestradiol <0,40-12,00 Niemcy Scieki oczyszczone [44]
Etynyloestradiol <0,10-4,30 Holandia o e [100]
Etynyloestradiol <0,50 Niemcy woda pt()rv;l(iaekraz)c hniowa [19]
Etynyloestradiol 0,04 Wtochy woda pt()rv;l(iaekraz)c hniowa [91]
Etynyloestradiol <0,05-0,07 Kalifornia, USA woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [103]
Etynyloestradiol 0,10-5,10 Niemcy woda p(()rv;/;ekraz)chniowa [94]
Etynyloestradiol <0,05 Wielka Brytania woda pt()rv;l(iaekraz)c hniowa [42]
Etynyloestradiol 1,10-2,90 Francja woda pt()rv;l(iaekraz)c hniowa [71
Etynyloestradiol 4,70 Massachusetts, Usa | 0% p("n‘ﬁ’gfzc)h”mwa [37]
Etynyloestradiol 0,50 Polska woda pitna [45]
Estron 52,00 Wiochy Scieki surowe [91]
Estron 66,00 Niemcy Scieki surowe [92]
Estron 31,00 Rzym, Wiochy Scieki surowe [92]
Estron 1,80-4,10 Wielka Brytania Scieki surowe [98]
Estron <2,50-115,00 Barcelona, Hiszpania Scieki surowe [25]
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Estron 44,00 Rzym, Wiochy Scieki surowe [32]
Estron 9,60-17,60 Paryz, Francja $cieki surowe [71

Estron 15,00-60,00 Wiochy Scieki surowe [8]

Estron 19,00-78,00 Kanada Scieki surowe [36]
Estron 16,00-49,00 Kanada Scieki surowe [99]
Estron 14,00-31,00 Japonia Scieki surowe [93]
Estron 1,40-76,00 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [63]
Estron <0,40-47,00 Holandia $cieki oczyszczone [100]
Estron 5,80 Szwecja $cieki oczyszczone [96]
Estron <L%%’%%d')_ Kanada $cieki oczyszczone [19]
Estron <LO7I?)’(0I:z).d.)— Niemcy Scieki oczyszczone [19]
Estron 2,50-82,10 Wiochy $cieki oczyszczone [91]
Estron 24,00 Rzym, Wiochy Scieki oczyszczone [92]
Estron 14,60 Niemcy $cieki oczyszczone [92]
Estron <0,30 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [98]
Estron <0,10-18,00 Niemcy $cieki oczyszczone [94]
Estron <0,70-18,00 Niemcy $cieki oczyszczone [104]
Estron 6,40-29,00 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [42]
Estron <2,50-8,10 Barcelona, Hiszpania $cieki oczyszczone [25]
Estron 17,00 Rzym, Wiochy Scieki oczyszczone [32]
Estron 2,50-34,00 Japonia Scieki oczyszczone [105]
Estron 6,20-7,20 Paryz, Francja $cieki oczyszczone [71

Estron <2,00-11,00 Dania $cieki oczyszczone [106]
Estron 5,00-30,00 Rzym, Wiochy $cieki oczyszczone [8]

Estron 1,00-80,00 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [34]
Estron 1,00-96,00 Kanada Scieki oczyszczone [36]
Estron 7,60 Kanada $cieki oczyszczone [99]
Estron 2,30-43,00 Japonia $cieki oczyszczone [93]
Estron 19,00 Wielka Brytania $cieki oczyszczone [18]
Estron <0,10-3,40 Holandia woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [100]
Estron <0,50 Niemcy woda pt()rv;l;ekraz)chniowa [19]
Estron 1,50 Wochy woda p‘(’r“z’;ekr;;h”i°wa [91]
Estron 0,10-4,10 Niemcy woda p‘(’r“z’;ekr;;hmowa [94]
Estron 0,20-10,00 Wielka Brytania woda p‘(’rz’;elg;h”mwa [42]
Estron 4,30 Hiszpania woda powierzchniowa [25]

(rzeka)
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Estron 0,20-6,60 Japonia woda p‘(’rz’;ekz;h”mwa [105]
Estron 1,10-3,00 Francja woda p‘(’r“z’;ekr;;h”i°wa 71
Estron 5,00-12,00 Wiochy woda p‘(’r“z’;ekr;;hmowa 8]
Estron 1,20 Massachusetts, USA woda p(onv;/gizc)hniowa [37]
Mestranol <1,00 Kanada $cieki oczyszczone [19]
Mestranol <1,00 Niemcy $cieki oczyszczone [19]
Mestranol 4,00 Niemcy $cieki oczyszczone [94]
Mestranol <0,60-2,70 Niemcy $cieki oczyszczone [104]
Mestranol <0,50 Niemcy woda pt()rv;l;ekraz)chniowa [19]

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

Tabela 2. WartoSci odzysku (%) wybranych substancji EDCs dla procedur
analitycznych poprzedzajacych oznaczanie chromatograficzne

Nazwa zwiazku [100] [19] [1] [46] [42] [108] [32]

Estetrol
Estriol 9,52-89,87 10-90 92 87
Kortyzol
Kortyzon
Bisfenol A 95,6-99,7
17p-Estradiol 38 77-84 43,87-96,7 44-97 84 90,5-117,6 88
Testosteron
Noretindron 95,89-102,88 92-101
17o-Estradiol 88
Etynyloestradiol 96 76-88 71,81-9591 72-96 116
7,8-Dimetoksyflawon
Estron 98 82-90 67,17-100,44 67-100 84 91,9-130,3 91
170-Hydroksy-
progesteron
Lewonorgestrel 91,58-111,72 92-112
Norgestrel
Dietylostilbestrol 22,79-68,09 23-68
200.-Hydroksy-
progesteron
Progesteron 81,0-98,96 81-99
Tetrahydrokortyzol
Tetrahydrokortyzon
Ftalan dimetylu
d-Ekwileni
Metylotestosteron
Ekwilina
4-tert-Butylofenol
Medroksyprogesteron
Nazwa zwiazku [5] [28] [8] [43] [109] [33] [110]
Estetrol
Estriol 91-94 79-92 91-97 79-97 94 72-79
Kortyzol
Kortyzon
Bisfenol A 99-102 80,6-96,2 81
17B-Estradiol 84-88 85-86 95-96 41-113 94-101 98 81-88
Testosteron
Noretindron 83-94
170-Estradiol
Etynyloestradiol 84-101 | 87-94 96-100 50,1-112 85-97 91 75-84

7,8-Dimetoksyflawon
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Estron 93-108 | 81-93 89-99 39,6-116 83-108 100 78-86
170-Hydroksy-
progesteron
Lewonorgestrel 89
Norgestrel
Dietylostilbestrol 61-78 88-101 70
200.-Hydroksy-
progesteron
Progesteron 91-94
Tetrahydrokortyzol
Tetrahydrokortyzon
Ftalan dimetylu
d-Ekwileni
Metylotestosteron
Ekwilina
4-tert-Butylofenol
Medroksyprogesteron
Nazwa zwiazku [111] [105] [112] [73] [37] [14] [50] [62]
Estetrol 95,4
Estriol 69 101 99,3 101 75-79 94,6
Kortyzol 99,1 94,3
Kortyzon 98,8 95
Bisfenol A 75-78 96,5
17B-Estradiol 11,1 117 92 99,7 85,26 71-77 99,5
Testosteron 83 97,4 94,3
Noretindron 96,7
17a-Estradiol 16,1 106 93,6
Etynyloestradiol 14,8 109 92 79,51 65-70 96,4
7,8-Dimetoksyflawon 99,9 95,4
Estron 24,6 119 90 95,4 82,22 90 78-84 96,6
170-Hydroksy- 99.0 957
progesteron ! !
Lewonorgestrel
Norgestrel 37,4 95,6
Dietylostilbestrol 46,5 85-88 77,8
20a-Hydroksy- 852 908
progesteron ’ !
Progesteron 67,1 90 85,3 90,2
Tetrahydrokortyzol 96,3
Tetrahydrokortyzon 87,5
Ftalan dimetylu 82,3
d-Ekwilenina 89,7
Metylotestosteron 93,6
Ekwilina 89,7
4-tert-Butylofenol 30,2
Medroksyprogesteron 89,7

WYKORZYSTANIE METOD CHROMATOGRAFIICZNYCH

DO OZNACZANIA SUBSTANCJI TYPU ENDOCRINE DISRUPTING
COMPOUNDS, ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM CIECZOWEJ
CHROMATOGRAFII INKLUZYJNEJ

Analizujac zawartosci substancji typu EDCs w probkach Srodowisko-
wych (woda pitna i powierzchniowa, gleba, Scieki), stosuje si¢ zasadniczo
dwa rézne podejScia metodologiczne: biologiczne oraz fizykochemiczne.
Wyboér pomigdzy nimi zalezy w duzej mierze od wyznaczonych uprzednio
celéw podejmowanych badan. Metody biologiczne stosuje sie gitéwnie
w oznaczeniu, np. aktywnos$ci estrogennej pojedynczych zwigzkéw, miesza-
nin lub prébek o nieznanym sktadzie. Techniki fizykochemiczne umozliwiajg
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oznaczenie iloSciowe znanych uprzednio zwigzkéw chemicznych, jak réw-
niez identyfikacje nieznanych substancji [54, 55, 56]. Ze wzgledu na fakt, iz
wigekszo$¢ prébek Srodowiskowych ma charakter wielosktadnikowy o nie-
zwykle duzym stopniu réznorodnosci, wiekszo$¢ procedur fizykochemicz-
nych wymaga dodatkowo uzycia chromatograficznych technik separacyjnyh
[1, 57]. Z chromatograficznego punktu widzenia sterydy sg bardzo niejedno-
rodng grupg analitéw i dlatego stosujac typowe wysokosprawne uktady roz-
dzielcze z gazowa lub ciektg fazg ruchoma, trudno jest w petni rodzieli¢ wie-
losktadnikowe mieszaniny tych zwigzkéw [58, 59]. Z tego powodu
jednoczesne oznaczanie réznorodnych form sterydow i matoczgsteczko-
wych zwigzkéw organicznych typu EDCs wystepujacych w srodowisku, sta-
nowi ciggle istotny i nierozwigzany do konca problem analityczny [17, 43, 60,
61, 62].

Wiekszos¢ istniejgcych obecnie procedur chromatograficznych opra-
cowanych w celu jednoczesnego oznaczania ilosciowego duzej ilosci stery-
déw oraz organicznych zwigzkéw matoczgsteczkowych w probkach $rodo-
wiskowych oparta jest na technice chromatografii gazowej z detekcjg typu
spektrometria masowa (GC-MS) [63-66, 42] (tabela 3). Jednakze bezpo-
Srednie oznaczanie tego typu zwigzkéw przy zastosowaniu technologii
GC-MS jest silnie ograniczone lotnoscig analitéw. Drugim czynnikiem utrud-
niajacym oznaczenia jest mata stabilno$¢ wiekszosci tych zwigzkéw w wy-
sokich temperaturach powyzej 100°C. Z tego punktu widzenia chromatogra-
fia cieczowa (LC) umozliwia bezpoSrednie oznaczanie sterydow bez
wzgledu na ich lotnos¢. W tabeli 3 przedstawiono limity detekcji dla procedur
oznaczania modulatoréw hormonalnych w réznych prébkach Srodowisko-
wych, ze szczegblnym uwzglednieniem chromatografii gazowej oraz cieczo-
wej. W praktyce analitycznej typowy chromatograf cieczowy HPLC, wyposa-
zony w relatywnie prosty i tani detektor skanujgcy UV-Vis typu diode array,
moze by¢ bardzo uzytecznym narzedziem w oznaczaniu szerokiej gamy ste-
rydow i zanieczyszczeri obecnych w probkach srodowiskowych [1, 4, 16]
(tabela 4).

Tabela 3. Limity detekcji (LOD) dla procedur oznaczania wybranych sub-
stancji typu EDCs wystepujacych w réznych prébach srodowiskowych

Nazwa zw. (;S/DL) Detekcja Miejsce wyst. Rodzaj proby Lit.
Estriol 90,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
Estriol 2,50 ug/kg LC-MS Portugalia osady [28]
Estriol 7,00 LC-MS-MS Wiochy Scieki surowe [8]
Estriol 0,50 LC-MS-MS Wiochy Scieki oczyszczone [8]
Estriol 0,30 LC-MS-MS Wtochy woda powierzchniowa (rzeka) [8]
Estriol 5,04 LC-MS Hiszpania woda powierzchniowa (rzeka) [33]
Estriol 0,20 LC-ESI-MS Chiny woda powierzchniowa (rzeka) [110]
Estriol 0,10 ELISA/LM-MS Jordania woda powierzchniowa (rzeka) [113]
Estriol 0,50 LC-MS-MS Japonia Scieki [93]

Bisfenol A 3,00 LC-MS-MS Wiochy Scieki surowe [8]

Bisfenol A 1,00 LC-MS-MS Wtochy Scieki oczyszczone [8]

Bisfenol A 0,20 LC-MS-MS Wiochy woda powierzchniowa (rzeka) [8]

Bisfenol A 5,30 GC-MS Wielka Brytania | 0% p°W'er;20°22')°Wa (zeka, | 143
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$cieki oczyszczone,

Bisfenol A 6,30 LC-MS Hiszpania woda pitna [33]
- " wody powierzchniowe (rzeki,
17B-Estradiol 0,30-0,60 GC-MS-MS Holandia estuarium) [100]
17p-Estradiol 1,00 GC-MS-MS Niemcy Scieki oczyszczone [19]
17B-Estradiol 1,00 GC-MS-MS Kanada Scieki oczyszczone [19]
17B-Estradiol 0,50 GC-MS-MS Niemcy woda powierzchniowa (rzeki) [19]
17p-Estradiol 2,00 LC-MS-MS Francja woda mineralna (Evian) [5]
17B-Estradiol 90,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
17B-Estradiol 10,00 pg/kg LC-MS Portugalia osady [28]
17p-Estradiol 1,90 LC-MS-MS Wiochy Scieki surowe [8]
17B-Estradiol 0,80 LC-MS-MS Wtochy Scieki oczyszczone [8]
17B-Estradiol 0,20 LC-MS-MS Wtochy woda powierzchniowa (rzeka) [8]
17p-Estradiol 3,40 GC-MS Wielka Brytania woda p°W'enr120°22')°Wa (zeka, | 143
17B-Estradiol 2,50 LC-MS Hiszpania woda powierzchniowa (rzeka) [33]
17B-Estradiol 4,10 LC-MS-MS Dania woda pitna [52]
17p-Estradiol 0,10 LC-ESI-MS Chiny woda powierzchniowa (rzeka) [110]
17B-Estradiol 50,00 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
17B-Estradiol 1,00 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
17p-Estradiol 0,30 RIA Jordania woda powierzchniowa (rzeka) [113]
17B-Estradiol 0,50 LC-MS-MS Japonia Scieki [93]
Testosteron 0,30 RIA Jordania woda powierzchniowa (rzeka) [113]
Noretindron 200,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
Noretindron 2,00 ug/kg LC-MS Portugalia osady [28]
- " wody powierzchniowe (rzeki,
17a-Estradiol 0,10-0,30 GC-MS-MS Holandia VP estoarium) [100]
17a-Estradiol 0,10-1,20 GC-MS-MS Holandia Scieki oczyszczone [100]
17a-Estradiol 50,00 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
17a-Estradiol 1,00 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
. " wody powierzchniowe (rzeki,
Etynyloestradiol 0,10-0,30 GC-MS-MS Holandia estuarium) [100]
Etynyloestradiol 0,30-1,80 GC-MS-MS Holandia Scieki oczyszczone [100]
Etynyloestradiol 1,00 GC-MS-MS Niemcy Scieki oczyszczone [19]
Etynyloestradiol 1,00 GC-MS-MS Kanada Scieki oczyszczone [19]
Etynyloestradiol 0,50 GC-MS-MS Niemcy woda powierzchniowa (rzeki) [19]
Etynyloestradiol 2,00 LC-MS-MS Francja woda mineralna (Evian) [5]
Etynyloestradiol 90,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
Etynyloestradiol 10,00 pg/kg LC-MS Portugalia osady [28]
Etynyloestradiol 1,60 LC-MS-MS Wtochy Scieki surowe [8]
Etynyloestradiol 1,10 LC-MS-MS Wrochy Scieki oczyszczone [8]
Etynyloestradiol 0,40 LC-MS-MS Wiochy woda powierzchniowa (rzeka) [8]
Etynyloestradiol 0,80 GC-Ms Wielka Brytania | W09 p°W'er;20°22')°Wa (zeka, | g3
Etynyloestradiol 3,22 LC-MS Hiszpania woda powierzchniowa (rzeka) [33]
Etynyloestradiol 4,40 LC-MS-MS Dania woda pitna [52]
Etynyloestradiol 0,10 LC-ESI-MS Chiny woda powierzchniowa (rzeka) [110]
Etynyloestradiol 100,00 g HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Etynyloestradiol 1,00 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Etynyloestradiol 0,10 ELISA/LM-MS Jordania woda powierzchniowa (rzeka) [113]
" wody powierzchniowe (rzeki,
Estron 0,20-0,30 GC-MS-MS Holandia VP estoarium) [100]
Estron 0,30-1,00 GC-MS-MS Holandia Scieki oczyszczone [100]
Estron 1,00 GC-MS-MS Niemcy Scieki oczyszczone [19]
Estron 1,00 GC-MS-MS Kanada Scieki oczyszczone [19]
Estron 0,50 GC-MS-MS Niemcy woda powierzchniowa (rzeki) [19]
Estron 1,00 LC-MS-MS Francja woda mineralna (Evian) [5]
Estron 100,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
Estron 5,00 ug/kg LC-MS Portugalia osady [28]
Estron 1,20 LC-MS-MS Wiochy Scieki surowe [8]
Estron 0,80 LC-MS-MS Wtochy Scieki oczyszczone [8]
Estron 0,10 LC-MS-MS Wtochy woda powierzchniowa (rzeka) [8]
Estron 1,70 GC-MS Wielka Brytania woda p°W'enr120°22')°Wa (zeka, | 143
Estron 2,50 LC-MS Hiszpania woda powierzchniowa (rzeka) [33]
Estron 3,70 LC-MS-MS Dania woda pitna [52]
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Estron 0,10 LC-ESI-MS Chiny woda powierzchniowa (rzeka) [110]
Estron 50,00 pg HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Estron 1,00 g HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Estron 0,30 RIA Jordania woda powierzchniowa (rzeka) [113]
Estron 0,50 LC-MS-MS Japonia Scieki [93]
Lewonorgestrel 90,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
Lewonorgestrel 2,00 pg/kg LC-MS Portugalia osady [28]
Norgestrel 50,00 pg HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Norgestrel 0,60 pg HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Dietylostilbesterol 250,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
Dietylostilbesterol 2,50 ug/kg LC-MS Portugalia osady [28]
Dietylostilbesterol 1,64 LC-MS Hiszpania woda powierzchniowa (rzeka) [33]
Dietylostilbesterol 25,00 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Dietylostilbesterol 0,60 Lg HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Progesteron 200,00 LC-MS Portugalia woda powierzchniowa (rzeka) [28]
Progesteron 2,00 ug/kg LC-MS Portugalia osady [28]
Progesteron 50,00 pg HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Progesteron 0,30 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Mestranol 1,00 GC-MS-MS Niemcy Scieki oczyszczone [19]
Mestranol 1,00 GC-MS-MS Kanada Scieki oczyszczone [19]
Mestranol 0,50 GC-MS-MS Niemcy woda powierzchniowa (rzeki) [19]
Mestranol 50,00 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]
Mestranol 0,30 ug HPLC-DAD Portugalia woda [111]

Tabela 4. Limity detekcji (LOD) dla wybranych analitbw w prébach woéd po-
wierzchniowych, uzyskane przy uzyciu detektora UV-Vis typu DAD pracuja-
cego z chromatografem HPLC [62]

Analizowana substancja Dhugosc fali [nm] [Lg;ig(e):)e:ﬁl] stoadnc(?ayl!:::;e
Estetrol 200 - 280 0,37 - 3,60 +0,02 - +0,2
Estriol 200 - 280 0,22 - 1,90 +0,02 - +0,1
Kortyzol 240 0,37 +0,03
Kortyzon 240 0,49 +0,03
Tetrahydrokortyzol 200 1,75 +0,04
Tetrahydrokortyzon 200 3,80 +0,3
Ftalan dimetylu 200 - 280 0,23 - 2,80 +0,01 -+0,1
Bisfenol A 200 - 280 0,28 - 1,81 +0,02 - +0,08
17f-Estradiol 200 - 280 0,51 - 4,70 +0,03 - +0,2
Testosteron 240 0,33 +0,02
Noretindron 240 0,44 +0,02
170-Estradiol 200 - 280 0,47 - 4,50 +0,02 - +0,2
d-Ekwileni 230 - 280 0,20 - 3,80 +0,02 - +0,3
Metylotestosteron 240 0,56 +0,04
Ekwilina 200 - 280 0,86 - 7,40 +0,08 - +0,6
Etynyloestradiol 200 - 80 1,64 - 25,60 +0,08 - +0,7
7,8-Dimetoksyflawon 200 - 260 - 312 0,95-0,59 - 0,74 +0,06 - +0,04 - +0,05
Estron 200 - 280 0,79 - 9,60 +0,05 - +0,6
170-Hydroksyprogesteron 240 1,07 +0,06
4- tert-Butylofenol 200 - 280 0,52 - 2,29 +0,01 - +0,09
Toluen 207 - 261 1,20 - 24,30 +0,2 - +4,1
Norgestrel 240 1,41 +0,08
Dietylostilbestrol 200 - 240 0,52 - 1,00 +0,04 - +0,1

Ciekawg alternatywg dla wielu ztozonych procedur analitycznych wy-
korzystujacych technike HPLC w uktadzie gradientowym, jest pracujgca
w systemie izokratycznym (niegradientowym) zalezna od temperatury chro-
matografia inkluzyjna wykorzystujaca chiralne substancje makrocykliczne,
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np. cyklodekstryny [67, 68]. Cyklodekstryny (CD), zwane rowniez cykloamy-
lozami, cyklomaltozami oraz dekstrynami Schardingera, odkryte zostaty
przez Villiersa w 1891 roku [69, 70, 71]. Sg to cykliczne oligosacharydy skfa-
dajace si¢ z monomerow D-glikozy, zwigzanych w pozycji a-1,4 [69, 72, 73].
Powszechnie stosowane sg naturalne cyklodekstryny zawierajace 6, 7 i 8
jednostek w pierscieniu makrocyklicznym i sg odpowiednio nazywane a-CD,
B-CD oraz y-CD [69, 70, 74]. Niezwykte wiadciwosci cyklodekstryn wynikajg
z ich unikatowej budowy przestrzennej. Majg one ksztatt torusa, ktoérego
wnetrze ma charakter chiralny i mniej polarny niz ich cze$¢ zewnetrzna.
Dzieki temu sg do$¢ dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach polarnych,
np. w wodzie lub DMSO, jak rowniez w wigkszosci mieszanin binarnych wo-
dy z cieczami organicznymi, takimi jak acetonitryl lub alkohole. Wia$ciwosci
CD pozwalajg na specyficzne wigzanie z substratem zaleznie od jego roz-
miaréw, geometrii, iloSci oraz rozmieszczenia ugrupowan polarnych i niepo-
larnych [75, 76]. Tworzenie trwatego kompleksu czgsteczki ,gospodarz-
gos¢” mozliwe jest m.in. dzieki dziataniu sit Van der Waalsa oraz wiazaniom
wodorowym [68, 70, 74]. CD wykazujg zdolnosci do tworzenia trwatych kom-
pleksow inkluzyjnych z licznymi statymi, ciektymi, a takze gazowymi skfadni-
kami. Do potencjalnych ,gosci” nalezy szereg réznorodnych zwigzkow, witg-
czajac w to: gazy (acetylen), aldehydy, ketony, alkohole, kwasy organiczne,
kwasy tluszczowe, weglowodory aromatyczne, sterydy i aminy, a takze sze-
reg izomerow optycznych w/w substancji [69, 77]. Zdolno$¢ cyklodekstryn do
tworzenia komplekséw inkluzyjnych zalezy nie tylko od wielkosci i budowy
przestrzennej potencjalnej czasteczki ,goscia”. Roéwniez istotne jest stezenie
CD w fazie ciektej, rodzaj i pH rozpuszczalnika oraz temperatura [77-82].
W przypadku wykorzystywania wtasciwosci inkluzyjnych w technikach sepa-
racyjnych cyklodekstryny mogq wystepowaé w postaci zwigzanej chemicznie
(wigzania kowalencyjne) lub fizycznie (oddziatywania elektrostatyczne) na
powierzchni chromatograficznej fazy stacjonarnej, jak réwniez moga by¢
bezposrednio rozpuszczone w fazie ruchomej. Obecnie cyklodekstryny sg
powszechnie stosowane we wszystkich technikach separacyjnych wykorzy-
stujacych jako fazy ruchome zaréwno gazy, jak i ciecze, a takze w techni-
kach elektroseparacyjnych. Poza zastosowaniami analitycznymi CD sg sze-
roko stosowane w rolnictwie, przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym
oraz spozywczym, gtéwnie w celu zwiekszenia rozpuszczalno$ci i trwatoSci
substancji czynnych [69, 74]. Majac na wzgledzie ich witasciwosci fizyko-
chemiczne oraz praktycznie brak toksyczno$ci w przypadku spozycia, nalezy
przypuszczad, iz w przysztoSci beda one odgrywaé wazna role w naukach
Srodowiskowych. Zastosowanie ich moze przyczyni¢ si¢ do usuniecia silnie
toksycznych substancji z przemystowych $Sciekéw wskutek tworzenia kom-
plekséw inkluzyjnych [69].

Wykorzystujgca opisane powyzej wtasciwosci cyklodekstryn, zalezna
od temperatury chromatografia inkluzyjna umozliwia jednoczesng analize
ilosciowg kluczowych hormondéw sterydowych oraz ich izomerdéw optycznych
w wielosktadnikowych probkach biologicznych, takich jak ekstrakty z tkanek,
krew oraz mocz [59, 73, 83]. W przeciwienstwie do istniejacych procedur
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opartych gtéwnie na gradiencie ciektej fazy ruchomej, w/w procedura umoz-
liwia jednoczesne rozdzielenie wielu sterydow charakteryzujgcych sie duzy-
mi réznicami w polarno$ci w trakcie prostego jednoetapowego procesu roz-
dzielania izokratycznego [1, 59, 68, 82, 84-86]. Na uwage zastuguje fakt, iz
metodykach z wykorzystaniem substancji makrocyklicznych, udaje sie
w prosty sposob uzyskaé catkowite rozdzielenie analitow nawet w obecnoéci
duzej ilosci interferujacych substancji matrycy biologicznej badanej préby.
Zasada dziatania tej metody oparta jest na technice izokratycznej wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej, w ktérej retencja analitow jest kontrolo-
wana poprzez oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy makrocyklicznymi
modyfikatorami inkluzyjnymi fazy ruchomej a badanymi analitami [87, 88,
89]. Poniewaz oddziatywanie cyklodekstryn z analitami zalezy silnie od tem-
peratury, dlatego proces chromatografowania w obecnosci cyklodekstryn
w fazie ruchomej moze by¢ efektywnie sterowany zmianami temperatury
kolumny, w waskim zakresie temperatur od 0 do 80°C [67, 68, 80]. Z prak-
tycznego punktu widzenia catkowity czas analizy, potrzebny do rozdzielenia
wieloskfadnikowych mieszanin sterydéw charakteryzujacych si¢ duzymi rézni-
cami w polarnos$ci, moze by¢ zredukowany z kilku godzin (stosujac klasyczne
systemy chromatograficzne z binarnym uktadem faz ruchomych) do zaledwie
kilkunastu minut, przy zastosowaniu izokratycznego systemu z cyklodekstryng
w fazie ruchomej, w odpowiedniej temperaturze prowadzenia procesu chro-
matograficznego. Daje to mozliwo$¢ praktycznego zastosowania tej metody
do analizy duzej ilosci ztozonych prébek pobranych ze Srodowiska przyrodni-
czego, szczegdlnie z ekosystemow wodnych [68, 90] (rysunek 2).
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Rysunek 2. Poréwnanie ekstraktow probek $rodowiskowych (jezioro Lubiatowo, wojewodztwo
zachodniopomorskie) dla analitow w zakresie polarnosci od estetrolu do progesteronu, uzyska-
nych z uzyciem procedury SPE na kolumienkach C-18 bez (A) oraz z wykorzystaniem cieczy
czyszczacej (B), o skltadzie metanol/woda (30%, v/v). Chromatogramy wykonano za pomocg
chromatografu HPLC z detektorem skanujacym DAD UV-Vis, przy zastosowaniu fazy ruchome;j
acetonitryl:woda z dodatkiem B-cyklodekstryny (10mM) oraz kolumny z wypetnieniem typu
C-18, pracujgcej w temperaturze 47°C [61, 62].
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