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Streszczenie

Sposrod roznych systemow oczyszezania Sciekow w krajach europejskich
najczesciej stosUje si¢ technologie wykorzystujaca osad czynny. Jednak
proces ten moze nie by¢ w pelni efektywny w przypadku usuwania sub-
stancji zaliczanych do grupy tzw. modulatoréw hormonalnych (endocrine
disrupting compounds, EDCs), w tym naturalnych estrogenéw. Aby po-
prawi¢ skuteczno$¢ pracy oczyszczalni, nalezy pozna¢ czynniki odpowie-
dzialne za prawidlowy przebieg procesu technologicznego. Dlatego prace
badawcze przeprowadzane na skale laboratoryjng pomagaja okresli¢
warunki i mechanizmy biodegradacji wybranych zwiagzkow. W niniejszej
pracy do oceny tempa rozkladu estriolu przez mikroorganizmy osadu
czynnego w warunkach laboratoryjnych, zastosowano metod¢ opracowang
przez Ternesa i in. (1999). Jej skuteczno$¢ oceniano poprzez rozdzielenie
estriolu i produktu biodegradacji za pomoca mikrochromatografii cienko-
warstwowej z uzyciem ptytek typu RP18W. Detekcj¢ analitdw przeprowa-
dzono za pomoca wybarwiania mikrochromatograméw kwasem fosforo-
molibdenowym.

Stowa kluczowe: estriol, modulatory hormonalne, EDCs, biodegradacja,
osad czynny, chromatografia cienkowarstwowa, mikro-TLC, SPE, metoda
Ternesa.

Fast evaluation of estriol biodegradation
based on Ternes method and temperature-
controlled micro-thin-layer chromatography
(micro-TLC)

Abstract

Wastewater treatment plant effluents are the main sources of micropollutants
like endocrine disrupting compounds (EDCs) that are present in the aquatic
environment. Raw sewages treatment technology based on activated
sludge is presently most commonly used in Europe. Unfortunately,
a number of studies have revealed that this method seems to be non-
effective to remove of estrogenic compounds including natural estrogens.

The aim of this study was to apply the method invented by Ternes (et al.
1999) to estrogens biodegradation involving activated sludge material and
target component quantification using the micro-TLC method combined
with PMA detection of low-molecular target compounds. Activated sludge
samples were taken from the municipal sewage treatment plant Jamno near
Koszalin. The aerobic batch experiments with real sludge samples (Fig. 1)
have revealed that estriol can be biodegraded relatively slowly toward
one degradation product, which seems to be less polar than estrogen
investigated. Particularly, it has been found that after 72h around 50% of
the initial steroid level has still been detected (Fig. 2). This confirms the
authors’ earlier observation concerning biodegradation product analysis
via temperature-dependent inclusion chromatography (HPLC) involving
beta-cyclodextrin as the inclusion agent. The laboratory biodegradation
test with micro-TLC determination of target components has confirmed
that microorganisms are not able to efficiently decompose estriol molecules
within 24 hours period, which corresponds to the typical retention time
of wastewater in treatment plant Jamno. The described protocol can be
successfully applied to fast screening and fingerprinting of wide range of

estrogens and related low-molecular mass active substances from complex
environmental samples. This approach is non-expensive and requires basic
analytical equipment, because separation process involves commercially
available typical HPTLC plates. Moreover, data acquisition and quantification
process can be simply performed using common office scanners or digital
cameras.

Keywords: estriol, endocrine disrupting compounds, EDCs, biodegradation,
activated sludge, thin-layer chromatography, micro-TLC, SPE, Ternes
method.

1. Wstep

W ostatnich latach duzo uwagi poswigca si¢ zwigzkom z grupy
tzw. modulatorow hormonalnych (endocrine disrupting compounds;
EDCs), ktorych obecnos¢ moze zaburza¢ prawidtowe funkcjono-
wanie uktadu endokrynnego, powodujac powazne zaklocenia
procesOw rozrodczych i rozwoju organizméw. Zalicza si¢ do nich
szereg substancji sterydowych pochodzenia naturalnego (testoste-
ron, estrogeny, progestageny), jak réwniez niesterydowych wy-
twarzanych przez przemyst chemiczny (bisfenol A, pestycydy,
dioksyny) oraz farmaceutyczny (etynyloestradiol, norgestrel).
Zwiazki te dostaja si¢ do organizméw ludzi i zwierzat poprzez
skazong woda i pokarm [1, 2]. Przyjmuje si¢, ze powaznym za-
grozeniem dla zdrowia organizméw wyzszych sa wolne sterydy
i ich pochodne obecne na poziomie nanograméw i pikogramow
w litrze wody [2-7]. Z badan prowadzonych w ciggu ostatnich lat
wynika, ze glownym Zrodtem modulatoréw hormonalnych
w $Srodowisku sg $cieki bytowe. W praktyce wigkszo$¢ wspotcze-
snych oczyszczalni $ciekdw nastawionych jest przede wszystkim
na usuwanie fosforu i azotu oraz redukcj¢ ogolnej zawartoSci
substancji organicznych. Wigkszo$¢ sposrod badanych substancji
EDCs posiada masy czasteczkowe ponizej 1000 i dlatego nie jest
catkowicie eliminowana w trakcie procesu oczyszczania §ciekow.
W szeregu przypadkach wykazano, iz naturalne i syntetyczne
estrogeny wystepuja w $ciekach oczyszczonych na poziomie ng/L,
co wskazuje na niezbyt wysoka sprawnos$¢ ich eliminacji w proce-
sie oczyszczania [8]. Wedlug D’Ascenzo G. [9] oczyszczalnie
z osadem czynnym usuwaja 95% estriolu, 87% estradiolu, 85%
etynyloestradiolu i 61% estronu. Badania prowadzone na terenie
oczyszczalni miejskich zlokalizowanych w Niemczech wykazaty,
iz zaktady te redukuja ponad 98% naturalnych estrogendéw (estron,
17beta-estradiol) i wigcej niz 90% 17a-etynyloestradiolu, gtéwnie
podczas oczyszczania osadem czynnym [10]. Natomiast, jak
podaje Cargouét M. [11], oczyszczalnie Sciekow we Francji usu-
waja 50% calkowitej iloéci estrogenéw doptywajacych wraz
ze S$ciekami, w tym 53,5% naturalnych estrogenéow i 40%
17a-etynyloestradiolu. W Wielkiej Brytanii, gdzie wigkszos¢
sciekéw pochodzacych z duzych osrodkéw miejskich oczyszczana
jest za pomocg osadu czynnego skutecznosé redukeji poszczegol-
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nych estrogenéw wynosi 91% dla 17B-estradiolu, 78% estronu
oraz 76% etynyloestradiolu [12].

Badania $rodowiskowe stuzgce do monitorowania stanu $rodo-
wiska przyrodniczego wymagaja zastosowania odpowiednio
czutych i selektywnych metod detekcji, dlatego wigkszos¢ analiz
wykonywana jest w oparciu o chromatografi¢ gazowa i cieczowa
sprzezona z cala gama specyficznych detektorow. Analizy takie sa
jednak czasochtonne i kosztowne [9]. W przypadku konieczno$ci
wykonania szybkich badaf przesiewowych majacych na celu
oceng jakosci pracy oczyszczalni Sciekow alternatywa dla w/w
technik moze by¢ chromatografia cienkowarstwowa (Thin-layer
Chromatography; TLC). Jest to technika, ktora umozliwia wyko-
nywanie analiz wielu probek jednoczes$nie oraz charakteryzuje si¢
bardzo matym zuzyciem rozpuszczalnikow organicznych, stoso-
wanych jako sktadniki faz ruchomych. Istotnym jest fakt braku
potrzeby precyzyjnego oczyszczania probek, poniewaz plytke
chromatograficzng wykorzystuje si¢ tylko raz.

W poprzedniej pracy [13] przedstawiono wyniki badan doty-
czacyce zastosowania mikrochromatografii cienkowarstwowej do
analiz ztozonych probek srodowiskowych i biologicznych réznego
pochodzenia ($cieki surowe i oczyszczone, wody powierzchniowe,
701¢ ryb, ekstrakt spiruliny). Celem niniejszej pracy bylo opraco-
wanie metodyki badawczej umozliwiajacej wizualizacje i pomiar
iloSciowy produktu biodegradacji estriolu w warunkach laborato-
ryjnych, w oparciu o mikrochromatografi¢ cienkowarstwowa
w warunkach kontrolowanej temperatury. W badaniach biodegra-
dacji zastosowano metode Ternesa T.A. i in. [14] wykorzystujaca
probki rzeczywistego osadu czynnego. Umozliwilo to sprawdze-
nie czy technika mikro-TLC moze znalez¢ praktyczne zastosowa-
nie do realizacji zadan zwigzanych z monitoringiem $rodowiska,
W tym z oceng efektywnosci pracy oczyszczalni $ciekow pod
katem eliminowania ze SciekoOw zwigzkdw z grupy estrogennych
modulatoréw hormonalnych.

2. Czes¢ eksperymentalna

2.1. Odczynniki

Metanol LiChrosolv 99,8% do chromatografii cieczowej oraz
acetonitryl 99,9% LiChrosolv zostaly zakupione w firmie Merck
(Darmstadt, Niemcy). Kwas fosforomolibdenowy pochodzit
z firmy Chempur (Piekary Slaskie), kwas solny 35-38% z firmy
POCh (Gliwice), natomiast wodorotlenek sodu cz. z firmy PPH
»Standard” (Lublin). Wzorzec sterydu - estriol zostal wyproduko-
wany przez firm¢ Aldrich Chemical Co Ltd. (Gillingham, Anglia).
Do przygotowania chromatograficznej fazy ruchomej uzyto wody
redestylowane;j.

2.2. Ekstrakcja do fazy statej (SPE)

Ekstrakcje do fazy stalej wykonano przy uzyciu kolumienek
SPE Supelclean TM LC-18, 6 mL, 0,5 g (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) oraz komory prozniowej do SPE (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) podiaczonej do pompy prozniowej 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/woda (1%, Vv/v).
Probki przepuszezano przez kolumienki, a nastgpnie oczyszczano
je za pomoca mieszaniny czyszczacej (5 x 1 mL metanol/woda,
30%, v/v). Badany zwiazek wymywano czteroma porcjami
w ilosci 0.5 mL 100% metanolu i odparowywano w temperaturze
pokojowej w wirdowce prozniowej Savant SPD121P (Thermo
Electron Corporation, Milford, MA, USA) podtaczonej do wy-
mrazacza oparow (Refigerated Vapor Traps RVT 4104, Asheville,
NC, USA) oraz olejowej pompy prézniowej Thermo Savant
VLP80, model RV3 (Thermosavant Instruments Inc., Holbrook,
NY, USA). Suchg pozostatos¢ rozpuszczano w 100 pL mieszaniny
acetonitryl/woda (35%, v/v) i przechowywano w 4 mL fiolkach
szklanych z zamknigciem pokrytym teflonem (Supelco, Bellefonte,
PA, USA) w temperaturze -20°C do momentu rozp0czgcia analiz.

2.3. Mikrochromatografia cienkowarstwowa

Do analizy mikrochromatograficznej ekstraktow SPE mieszani-
ny reakcyjnej termostatowana komore horyzontalng [15]. Chro-
mowany mosi¢zny modul mikrokomory pracowal wewnatrz
pokrytej pianka izolacyjna aluminiowej ostony podiaczonej do
termostatu  cyrkulacyjnego (Ultra-LowRefrigerated Circulator
FP51-SL, Julabo, Seelbach, Niemcy). System ten zapewniat
utrzymanie stalej temperatury procesu wynoszacej 30°C, z do-
ktadnoscia do 0.02°C.

Ptytk¢ szklang HPTLC RP-18WF254s (Merck, Darmstadt,
Niemcy) o wymiarach fabrycznych 100 x 100 mm przycieto do
rozmiardw 50 x 50 mm. Lini¢ startowa wyznaczano w odleglosci
5 mm od dolnego brzegu ptytki, jednoczesnie przyjmujac odle-
glo§¢ 45 mm jako maksymalng droge migracji eluentu. Proby
W postaci pasm 0 szerokosci 4 mm nanoszono na plytki metoda
natryskowa przy uzyciu pétautomatycznego urzadzenia do nanosze-
nia probek cieklych Linomat 5 (Camag, Szwajcaria) dziatajacego
z oprogramowaniem winCATS wersja 1.4.4.6337, 1999-2008.

Plytk¢ z naniesionymi probami w objetosci 5 pL. umieszczono
poziomo w module komory chromatograficznej. Nastepnie wy-
grzewano ja komorze nienasyconej w temperaturze 30°C przez 15
minut. Proces chromatograficzny rozpoczynat si¢ po wstrzyknig-
ciu fazy ruchomej (metanol/woda, 8:2, v/v) o obj¢tosci 0.3-1.2 mL
do rowka dozujacego i zostal zatrzymywany, gdy czoto fazy
ruchome;j dotarto do kranca ptytki.

W celu wizualizacji plamek po rozwinigciu chromatograficz-
nym ptytke zanurzono w 10% roztworze kwasu fosforomolibde-
nowego (PMA) w metanolu, a nastgpnie ogrzewano w temperatu-
rze 80°C przez 20 minut w szafie termostatycznej. Do akwizycji
obrazu plytki chromatograficznej uzyto skanera biurowego
Plustek OpticPro S28 (Taipei, Tajwan) z oprogramowaniem
Image Folio wersja 4.50.03, 1991-2007 (New Soft Technology
Corporation). Profile densytometryczne wygenerowano za pomo-
cg oprogramowania ImageJ (freeware, ver. 1.42q Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA; http://rsb.info.nih.gov/ij).

2.4. Biodegradacja estriolu

Badania nad biodegradacja estriolu w warunkach laboratoryj-
nych przeprowadzono wedlug metody opisanej przez Ternesa
T.A. i wspolpracownikow [14] (rys. 1). Osad czynny pobrano
z Oczyszczalni Sciekow w Jamnie koto Koszalina. Badania pro-
wadzono z uzyciem mieszaniny osadu czynnego z woda wodocia-
gowag w stosunku 1:9. Do kazdej proby o objetosci 20 mL dozo-
wano po 200 pg estriolu (200 puL roztworu wyjsciowego o steze-
niu 1 mg/mL metanolu). Przez caty okres trwania eksperymentu
proby byly mieszane na mieszadtach magnetycznych MS 11
(Producent Sprzetu Loboratoryjnego ,,Wigo”, Piastow) w tempe-
raturze pokojowej i napowietrzane za pomoca membranowej
pompki akwariowej. W celu oznaczenia tempa zaniku sterydu
pobierano za pomoca pipety automatycznej po 1 mL cieczy reak-
cyjnej w nastgpujacych odstgpach czasowych: 1, 5, 30 i 60 minut
oraz 6, 24, 48 i 72 godzin i przenoszono je do fiolek szklanych
o pojemnosci 4 mL (Supelco, Bellefonte PA, USA). W celu za-
hamowania aktywnosci mikroorganizméw powodujacych rozktad
badanych analitow proby zakwaszano do pH =~ 3 poprzez dodanie
20 pL 0.5% HCI. Po doktadnym wymieszaniu do probek wstrzy-
kiwano pipeta automatyczna po 20 pL 0.5% NaOH, aby przywro-
ci¢ odczyn obojetny cieczy. Fiolki z probami przechowywano
w temperaturze 4°C przez maksymalny okres 24 godzin, do mo-
mentu ekstrakcji SPE i analizy za pomoca mikochromatografii
planarnej. W zastosowanym uktadzie chromatograficznym blad
pomiaru masy estriolu (na poziomie mikrogramow) nie przekra-
czat 10%, mierzony przy pomocy parametru RSD (CV%).

Podczas trwania eksperymentu monitorowano poziom tlenu
przy uzyciu czujnika tlenowego galwanicznego COG-2 (Elmetron,
Zabrze) sprzezonego z tlenomierzem CO-411 (Elmetron, Zabrze),
do ktoérego podiaczono réwniez czujnik temperatury CT2B-121
(od -70 do +200°C) (Elmetron, Zabrze), natomiast pH-metr
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Handylab pH11 (Schott Instruments, Mainz, Niemcy) potaczony
z elektroda BlueLine 24pH (Schott Instruments, Mainz, Niemcy)
umozliwit jednocze$nie wykonanie pomiaru odczynu oraz tempe-
ratury badanej mieszaniny.

3. Dyskusja wynikéw

Na rysunku 1 przedstawiono typowy zestaw do badan biode-
gradacji sterydow wedlug procedury opisanej przez Ternesa
i wspotpracownikow [14]. W metodzie tej wykorzystuje si¢ rze-
czywiste probki osadu czynnego pobranego z pracujacej oczysz-
czalni $ciekow. Zaleta metody jest mozliwos¢ stosowania matych
objetosci analizowanego materialu biologicznego. Doswiadczenie
to jest proste i umozliwia uzyskanie powtarzalnych wynikéw
w warunkach laboratoryjnych. Pomiary biodegradacji estriolu
prowadzone byly w mieszaninie reakcyjnej z osadem czynnym,
a proces ten zachodzil w warunkach tlenowych. Zaleta chromato-
grafii planarnej jest mozliwo$¢ jednoczesnego analizowania kilku
probek.

Rys. 1. Stanowisko do pomiaru biodegradacji estriolu w warunkach
laboratoryjnych z wykorzystaniem osadu czynnego

Fig. 1.  Equipment setup for estriol biodegradation using activated
sludge material

W przypadku zastosowanej mikrochromatografii cienkowar-
stwowej mozliwe jest jednoczesne analizowanie do dziewigciu
niezaleznych probek. Umozliwia to jednoczesne zebranie danych
dotyczacych biodegradacji estriolu dla wszystkich punktow cza-
sowych przeprowadzonego doswiadczenia. Jak wynika z mikro-
chromatogramu przedstawionego na rysunku 2, w warunkach
przeprowadzonego doswiadczenia estriol ulega powolnej biode-
gradacji z utworzeniem jednego produktu rozkladu. Wartos¢
retencji chromatograficznej tego metabolitu wskazuje na silniejsze
jego oddziatywanie z faza stacjonarng niz sterydu wyjsciowego,
ktory jest wymywany blizej czota fazy ruchomej. Poniewaz roz-
dzielanie chromatograficzne przeprowadzono w ukladzie faz
odwroconych kolejno$¢ pasm sugeruje, iz produkt biodegradacji
moze mie¢ charakter mniej polarny niz substancja wyjsciowa.
Wyniki te potwierdzaja nasze poprzednie badania produktow
rozktadu estrogendw z uzyciem zaleznej od temperatury chroma-
tografii inkluzyjnej opartej o kolumnowy system chromatogra-
ficzny typu RP-HPLC (high-performance liquid chromatography),
przy uzyciu detektora DAD-UV-Vis oraz dwusktadnikowej fazy
ruchomej acetonitryl/woda modyfikowanej B-cyklodekstryna [16].
Dodatkowo, wyniki uzyskane z chromatografii cienkowarstwowej
potwierdzaja obecnos$¢ tylko jednej substancji pochodnej o cha-
rakterze estrogenu (widocznej poprzez wywotanie za pomoca
kwasu fosforomolibdenowego), gdyz w przeciwienistwie do chro-
matografii kolumnowej na ptytce widoczne sg substancje w pet-
nym zakresie retencji, rowniez te, ktore sa silnie zatrzymywane
przez fazg stacjonarng i pozostaja w punkcie nalozenia ich na
ptytke. W przypadku chromatografii kolumnowej istnieje zawsze
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mozliwosé, iz substancje, ktore na ptytce beda widoczne na linii
startu (bardzo silne oddziatywanie z fazg stacjonarng), nigdy nie
zostang wymyte z kolumny chromatograficznej (na skutek np.
chemisorpcji), nawet przy zastosowaniu techniki gradientu. Dlate-
go tez rozdzielanie mieszaniny reakcyjnej za pomoca chromato-
grafii planarnej jest przydatnym narzedziem w ocenie ilosci po-
wstajacych produktow biodegradacji, szczegélnie tych, ktore
roznig si¢ znacznie retencja chromatograficzna.

ESTRIOL

BIODEGRADATION
PRODUCT

50 mm

\/ START LINE

TIME 1 30,1 24 48 72

minutes hours

Rys. 2. Typowy mikrochromatogram ekstraktow probek biodegradacji estriolu,
uzyskany w nastgpujacych warunkach: sposob naniesienie probki - pasmo
dhugosci 4 mm technika natryskowa; temperatura procesu rozwijania
+30°C; faza stacjonarna - HPTLC RP-18WF254s; sklad fazy ruchome;j -
80% (v/v) metanol/woda; detekcja plamek - rozwinigta ptytka zanurzona
w 10% (w/v) metanolowym roztworze kwasu fosforomolibdenowego
(PMA) i wygrzewana przez 20 min. w temperaturze 80°C; akwizycja
obrazu ptytki - obraz na plytce zeskanowano przy uzyciu skanera
biurowego Plustek OpticPro S12 USB

Fig. 2. Typical micro-plate with estriol biodegradation samples obtained under
following analytical conditions: sample application - 4 mm band using
spray-on technique; separation temperature +30°C; stationary phase -
HPTLC RP-18WF254s; mobile phase composition - 80% (v/v)
methanol/water; spots visualization - developed plate dipped in 10% (w/v)
phosphomolybdic acid (PMA) in methanol and heated for 20 min at 80°C;
chromatogram acquisition method - direct digital scan under visible light
conditions using Plustek OpticPro S12 USB office scanner
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Rys. 3. Profile chromatograficzne probek biodegradacji estriolu po uptywie 1
minuty oraz 72 godzin od rozpoczgcia doswiadczenia. Densytogramy A i B
wykonano na podstawie mikro-chromatogramu przedstawionego na rysunku 2

Fig. 3. Chromatographic profiles of estriol biodegradation samples after 1 min.
and 72 hours after beginning of the experiment. Densitometric profiles
(A and B) were derived form micro-TLC plates shown in Fig. 2

Profile densytometryczne przedstawione na rysunku 3 potwier-
dzajag przydatno$¢ opracowanej metody chromatograficznej
w badaniach nad oznaczaniem estriolu i jego produktu rozktadu
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metoda mikro-TLC. Jak wida¢, pasma nalezace do matrycy biolo-
gicznej sa dobrze rozdzielone od pasm analizowanych substancji.
Dodatkowo, niewielka ilo$¢ pasm zwigzkow interferujacych, ktore
pojawiaja si¢ pod koniec trwania eksperymentu biodegradacji,
potwierdza skuteczno$¢ metody oczyszczania probek poprzez
zastosowana metodyke ekstrakcji do fazy statej. Metoda moze by¢
z powodzeniem zastosowana do oceny biodegradacji wysoko
i $redniopolarnych hormonéw sterydowych, w zakresie od estetro-
lu do progesteronu. Dla substancji tych mozna w prosty sposob
dobra¢ optymalne warunki retencji w uktadzie typu RP z uzyciem
binarnych faz ruchomych metanol/woda oraz uzyskaé czulg de-
tekcje poprzez reakcje¢ z kwasem fosforomolibdenowym [17].

4. Wnioski

Mikro-chromatografia cienkowarstwowa umozliwia szybka
i tanig analiz¢ iloSciowa zwiazku wyjsciowego i produktéw bio-
degradacji powstajacych w obecno$ci osadu czynnego oraz
w warunkach tlenowych. Ekstrakcja do fazy stalej umozliwia
efektywne oczyszczenie probek z wigkszo$ci substancji balasto-
wych tzw. pikoéw matrycy biologicznej. Zaproponowana metodo-
logia wykorzystuje prosty system elucji izokratycznej z uzyciem
matej ilosci (rzedu 0.3-1.2 mL) binarnej fazy ruchomej meta-
nol/woda. Za pomocg mikroptytek HPTLC RP18W uzyskano
efektywne rozdzielenie estriolu oraz produktu jego biodegradacji
od pasm matrycy biologicznej. Zaproponowana metoda analitycz-
na moze by¢ wykorzystana do szybkiej oceny jakosci pracy
oczyszczalni $ciekow oraz pilotazowych prac laboratoryjnych
majacych na celu poznanie biodegradacji substancji sterydowych
o polarnos$ci w zakresie estetrol-progesteron.
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w innych artykulach, zwlaszcza tych publikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej. Ma to bezposredni wptyw na wspotczynnik IF

(Impact Factor) miesi¢cznika PAK.
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Aby utatwi¢ Autorom korzystanie z artykutow opublikowanych w PAK (a takze mozliwo$¢ cytowania) zostata opracowana przez redak-
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