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Ocena obecnosci estrogenéw

— steroidowych hormonéw ptciowych —
w wybranych wodach rzecznych w Polsce

Obecno$¢ wielu zanieczyszczen w §rodowisku wodnym,
mogacych niekorzystnie wptywac na zdrowie cztowieka, bu-
dzi uzasadniony niepokéj. Sposréd specyficznych organicz-
nych zanieczyszczeri wéd pochodzenia antropogenicznego na
uwage zastuguja estrogeny — steroidowe hormony piciowe.
Obecnos¢ tych zwiazkéw w wodach jeszcze do niedawna byta
ignorowana, poniewaz naleza one do naturalnych substancji
powstajacych w organizmach. Obecnosé estrogen6w natural-
nych i syntetycznych w §rodowisku zwiazana jest z rozpo-
wszechniajacym sig stosowaniem lekéw hormonalnych w le-
czeniu weterynaryjnym zwierzat hodowlanych i domowych,
jak i w hormonalne;j terapii zastepczej oraz antykoncepcji.
Estrogeny, zaréwno naturalne jak i syntetyczne, sa wydziela-
ne z organizmu wraz z moczem. Do §rodowiska wodnego
przenikaja na skutek odprowadzania §ciekéw surowych
ioczyszczonych. W Srodowisku wodnym estrogeny pojawia-
ja si¢ na bardzo niskim poziomie stezer, ale na tyle dostate-
cznym, aby negatywnie wptywac na prawidtowe funkcjono-
wanie ukladu wydzielania wewngtrznego organizméw nara-
zonych na ich obecno$¢, powodujac powazne zaklécenia
proceséw rozrodczych i rozwoju organizméw. Badania Srodo-
wiskowe przypisuja im réznorakie dziatania, m.in. dema-
skulinizujace i zmniejszajace ptodnosé u zwierzat oraz wply-
wajace na rozwdéj raka jader [1-7].

Dotychczasowe badania nie pozwolily jeszcze na okreSle-
nie progowego stezenia estrogenéw, ponizej ktérego nie ob-
serwuje si¢ ich szkodliwego oddzialywania, bowiem juz mate
dawki tych substancji zasilajace Srodowisko moga zmieni¢
naturalng réwnowage. Unia Europejska w dokumencie opub-
likowanym w 1999 r. (przyjety w 2000 r.) uznata zasadno$é
i potrzebe rozwinigcia odpowiednich narzedzi do monitoro-
wania w Srodowisku naturalnym zanieczyszczef o tego rodza-
ju aktywnosci biologicznej, a ponadto proponuje wiaczenie
tych zwiazkéw na liste priorytetowych substancji wymagaja-
cych monitorowania. Jako najwazniejsze z tej grupy uznano
takie naturalne hormony, jak progesteron, testosteron, fitoe-
strogeny oraz syntetycznie produkowane hormony jako do-
ustne Srodki antykoncepcyjne i zwiazki przeznaczone do sto-
sowania przemystowego [8].

Oznaczanie niskich stezeri tych zwiazkéw w §rodowisku
wodnym na poziomie ppt (ng/dm’) jest wyzwaniem dla ana-
lityk6w i wciaz opracowuje si¢ nowe procedury analityczne.
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Dodatkowym utrudnieniem analizy tego typu prébek jest réz-
norodno$¢ i ztozono$¢ matrycy, jaka stanowia wody natural-
ne. Dlatego tez sposoby wydzielania i wzbogacania tych
zwiazkdéw sa bardzo ztozone i wieloetapowe. Procedury ana-
lityczne przystosowane do oznaczeri tak niskich stgzen sub-
stancji w wigkszosci sktadaja si¢ z dwéch zasadniczych eta-
pow:

— wydzielenie oznaczanych zwiazkéw metoda ekstrakcji,

— analiza jako§ciowo-ilo§ciowa metoda chromatografii ga-
zowej lub cieczowej (najczescie;j).

Sposréd technik stosowanych do wydzielania estrogenéw
z matrycy wodnej najczeséciej wykorzystywane sa [9-19]:

- klasyczna ekstrakcja ciecz—ciecz (Liquid-Liquid Extrac-
tion — LLE),

— ultradZwigkowa ekstrakcja do fazy statej (Solid Phase
Extraction — SPE),

— metody chromatograficzne.

Do oznaczei identyfikacyjnych oraz iloSciowych indywi-
dualnych zwiazkéw stosowane sa przede wszystkim:

—techniki chromatograficzne, tj. kapilarna chromatografia
gazowa (GC) z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID)
lub detektorem mas (MS) [9-12],

— wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z réz-
nymi systemami detekcji (spektrofotometria, fluorescencja,
spektrometria mas) [14-18],

— chromatografia cienkowarstwowa,
— metody immunochemiczne [19].

Przedmiot i metodyka badan

Przedmiotem badan byty prébki wéd powierzchniowych
pobrane w czerwcu 2003 r. (Odra w Kedzierzynie-KoZlu,
Wista w Krakowie, Kanat Gliwicki w Gliwicach), w ktérych
oznaczono nast¢pujace estrogeny pochodzenia naturalnego:
estron (E1) i estradiol (E2) oraz syntetyczny — etinylestradiol
(EE2). Do oznaczen zastosowano ekstrakcj¢ do fazy stalej
(SPE), jako metode wydzielania estrogenéw z wody, nato-
miast w analizie identyfikacyjnej — kapilarng chromatografie
gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas (GC-MS). Po ekstra-
kcji estrogeny upochodniono do pochodnych sililowych i oz-
naczono ilo§ciowo chromatograficznie. Struktur¢ badanych
zwiazkéw przedstawia rysunek 1, aich whasciwosci fizyczno-
chemiczne podano w tabeli 1.

Prébki wody (1 dm3) zakwaszono i wstepnie oczyszczono
na filtrach z wiékna szklanego ($r. poréw 0,45 um, Millipore).
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Rys. 1. Struktury czasteczek analizowanych estrogenéw
Tabela 1. Wiasciwosci fizyczno-chemiczne estrogenéw

Tabela 2. Warunki analizy estrogenéw technikg GC-MS

Chromatografia gazowa Spektrometria mas

Natezenie przeptywu helu

przez kolumne: 1,1 cm¥min Temperatura iniektora: 290 °C

Temperatura Zrddta jondw: Temperatura putapki jonowej: 180 °C

290 °C

Program temperaturowy: Metoda SIM, m/z

150 °C (2 min), 12 °C/min Estron 3424257

do 240 °C, 3 °C/min Estradiol 416+326+285
do 290 °C (10 min) Etinylestradiol | 425+285+231

Wiasciwosci Estron Estradiol | Etinylestradiol
Wzér chemiczny C1gH2202 | C18H2402 C20H2402
Masa molowa, g/mol 270,37 272,30 296,40
Rozpuszczalnosé
w wodzie 13 13 4,8
w temp. 20 °C, g/m®
Wspétczynnik podziatu
n-oktanol/woda (logKow),— 343 3,94 415

Estrogeny wydzielono z wody w kolumienkach z wypelnie-
niem oktadecylosilanowych (Cis, J. T. Baker). Ekstrakcja
(SPE) byta ztozona z nastgpujacych etap6w:

— przygotowanie wypetnienia (kondycjonowanie metano-
lem i acetonitrylem),

— podanie na kolumne¢ 1 dm? badanej wody z dodatkiem
wzorca wewnetrznego (octan cholesterolu, Sigma-Aldrich),

— eluacja ekstraktu estrogenéw acetonitrylem.

Wydzielone estrogeny poddano reakcji sililacji za pomoca
mieszaniny tréjsktadnikowej, zawierajacej N-methyl-N-(tri-
methylsilyl)-trifluoroacetamid (MSTFA), jodotrimethylosilan
(TMIS) i dithioerytrol (DTE) w proporcjach 1000:4:2 (v/v/w,
Sigma-Aldrich), otrzymujac pochodne trimetylosililowe,
ktére nastgpnie poddano analizie na chromatografie gazo-
wym sprzezonyn z detektorem mas (ion trap), Varian,
model Saturn 2100T, wyposazonym w kolumne CP-Sil 8
(Varian) o wymiarach 30 m x 0,25 mm X 0,25 pm (gru-
bos¢ filmu).

Identyfikacje jakosciowa estrogenéw przeprowadzono po-
réwnujac czasy retencji pikow chromatograficznych wzor-
céw i prébek oraz ich widma masowe. Analize iloSciowa
wykonano metoda wzorca wewnetrznego (mirex, Sigma-Al-
drich), w ktérej wykorzystano metodyke rejestracji wybranych
jonéw (Single Ion Monitoring — SIM) podanych w tabeli 2,
zawierajacej takze pozostale warunki analizy.

Dyskusja wynikéw badan

We wszystkich badanych prébkach wéd rzecznych stwier-
dzono obecno$¢ oznaczanych estrogenéw, tj. estronu, estra-
diolu oraz etinylestradiolu. Wyniki analizy ilo§ciowej przed-
stawiono w tabeli 3. W wodach Odry i Kanatu Gliwickiego
stwierdzono obecnosé estronu, ktérego stezenie wynosito
ponad 1 ng/dm , natomiast w wodach Wisty oznaczono
1,3 ng/dm estradiolu, przy czym 3pozostale estrogeny wyste-
powaly w ilosci ponizej 1 ng/dm’, tj. na granicy oznaczenia
metody. Granice oznaczenia zastosowanej procedury miesci-
ly si¢ w zakresie 0,5+1,0 ng/dm

Oznaczony poziom zawartoéci estrogenéw byl niski, ale
moze by¢ wystarczajacy do zakl6cenia naturalnej réwnowagi
biologicznej organizméw wodnych. Podobny poziom estro-
genéw stwierdzono w wodach rzek innych paristw. W tabeli 4

przedstawiono zawarto$¢ tych hormonéw w wodach rzecz-
nych w Japonii, Niemczech, Wloszech i Holandii. Zawartos$ci
estrogenéw w prezentowanych prébkach wdéd rzecznych réw-
niez nie przekroczyly kilku ng/dm a jednak budza obawy

specjalistow.

Tabela 3. Zawartos$¢ estrogenéw w badanych
wodach powierzchniowych

. Zawarto$é estrogenu, ng/dm®
Lokalizacja
estron estradiol etinylestradiol
Odra 1,3 gom. gom.
Wista gom. 1,3 gom.
Kanat Gliwicki 1,1 gom. gom.

gom. — granica oznaczenia metody

Tabela 4. Zawarto$c¢ estrogenéw w wodach rzek
wybranych krajéw [1]

Kraj Zawartosé estrogenu, ng/dm® Srédio
estron estradiol | etinylestradiol
e | - |gmm] - |
Niemcy 0,1+4,1 0,15+3,6 0,1+5,1 [20]
Wiochy 1,5 0,11 0,04 [21]
Holandia <0,1+3,4 | <0,3:5,5 <0,1+4,3 [11]

gom. — granica oznaczenia metody

Niskie zawarto$ci estrogenéw rejestrowane w wodach
rzecznych sa prawdopodobnie konsekwencja gromadzenia
sie tych zwiazkéw w osadach dennych, a te z kolei moga
stanowié wtérne Zrédlo zasilania wéd w estrogeny. W osa-
dach dennych stwierdzono obecno$¢ estrogenéw na naste-
pujacych poziomach: E1 - 1,5+33,0 (11,43) ng/kg, E2 -
0,71+16,0 (5,43) ng/kg, EE2 - 8,43 ng/kg [22]. Proces gro-
madzenia si¢tych zwiazkéw w osadach dennych moze zaleze¢
od ich fizyczno-chemicznych wiasciwosci i specyficznych
warunké6w miejscowych. Hydrofobowa nature tych zwiazk6w
i mozliwo$¢ ich wiazania si¢ z sedymentujacymi czastkami
nieorganicznymi i solami sugeruja warto$ci wspéiczynnikéw
podziatu n-oktanol/woda (IogKow) (tab. 1).

Ocena przebiegu rozktadu estrogenéw w §rodowisku wod-
nym jest bardzo trudna. Czas péitrwania tych zwiazké6w
w wodzie i osadach dennych szacuje si¢ na 2+6 déb [23],
wskazujac jednoczes$nie na ich przemiany w §rodowisku pod
wplywem dzialania mikroorganizméw. O randze problemu
$wiadczy zawyzony poziom estrogenéw w organizmach wod-
nych, wyrazony przez wspodlczynnik bioakumulacji tych
zwiazk6w odkladanych giéwnie w tkance tluszczowej. Wyra-
Za si¢ go poprzez logarytm tzw. czynnika bioakumulacji (Bio-
accumulation Factor — BCF), jako stosunku zawartosci tych
zwiazkéw w organizmach wodnych do ich zawarto$ci w wodzie,
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i tak np. dla ryb wynosi on od 2,22 (E1) do 2,83 (EE2).
Potwierdza to rosnace zagrozenie dla §rodowiska przyrodni-
czego [22] z uwagi na fakt, ze stezenie ksenobiotykéw w kaz-
dym nastepnym stopniu laficucha pokarmowego moze byé
1000-, a nawet 1000000-krotnie wigksze. Czynnik bioakumu-
lacji potwierdza przede wszystkim ekspozycje organizméw
wodnych na dziatanie omawianej grupy zwiazk6w. Obecnosé
tych zwiazkéw w iloéci 0,35+0,70 ng/dm3 stwierdzono réw-
niez w niektérych prébkach wody do picia pobranych na
obszarze potudniowych Niemiec [19].

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty obecno$¢ w wodach
rzecznych dotad nie wykrywanej w Polsce grupy zanieczysz-
czen —biologicznie aktywnych estrogen6w — mogacych przy-
czyni¢ si¢ do degradacji Srodowiska wodnego. Aktywnosé
biologiczna tych zwiazkéw wykazata réwniez negatywne od-
dzialywanie na procesy rozrodcze ludzi, oddziatuja one szcze-
g6lnie silnie na ptéd, a efekty ich dziatania moga by¢ wido-
czne dopiero u dorostego czlowieka. Dlatego stezenia estro-
genéw, w réznych elementach srodowiska, a w szczeg6lnosci
w wodach przeznaczonych do spozycia, powinny byé kontro-
lowane, a uktady technologiczne uzdatniania wéd powinny je
calkowicie usuwac. Spetnienie tak wysokich wymagari doty-
czacych jakosci wody wymusza modernizacje metod uzdat-
niania wody i ukladéw eksploatujacych tradycyjne systemy
technologiczne, a takze ich rozbudowe o nowe, bardziej efe-
ktywne, procesy.
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Abstract: Steroid sex hormones such as estrone (E1), estra-
diol (E2) and ethinylestradiol (EE2) belong to the compound
group that has recently been determined in natural waters of
many European countries. Normally, the concentrations of these
compounds are very low in an aquatic environment but still
sufficient to exert a harmful effect on the endocrine system

functions in organisms exposed to estrogens. This results in
aserious disorder of reproductive and developmental processes.
The present paper includes data that enable the initial risk of
estrogen contamination to be assessed for selected rivers of
Poland. For the quantitative determination of these estrogens, use
was made of gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS)
analysis method. Estrone, estradiol and ethinylestradiol were
present in all of the water samples examined.
Keywords: Surface water, estrogens.
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