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Ewa LOBOS-MOYSA i Mariusz DUDZIAK?

WYSTEPOWANIE KWASOW TLUSZCZOWYCH | STEROLI
W SRODOWISKU NATURALNYM

THE OCCURRENCE OF FATTY ACIDS AND STEROLS
IN THE NATURAL ENVIRONMENT

Abstrakt: Postp w rozwoju technik analitycznych umdivvia obecnie oznaczanie bardzo zdj liczby
zanieczyszcZe organicznych wyspujacych w $rodowisku naturalnym. G#é tych zanieczyszcze jest
pochodzenia naturalnego. Aktualnie badania ukievwale g gtdwnie na zanieczyszczenia specyficzne, ktérych
obecndé¢ jest wynikiem antropogenicznego oddziatywaniamaowisko naturalne. W celu oceny wysbwania
specyficznych zanieczyszezei mikrozanieczyszcze w $rodowisku naturalnym, tj. wybranych kwaséw
tluszczowych nienasyconych - oleinowego i linolow@gaz kwasu nasyconego - palmitynowego, agateroli -
stigmasterolu p-sitosterolu oraz betuliny, opracowano technikiveydzielania i ich chromatograficznej analizy.
Analize¢ jakdsciowo-ilosciowa zarowno kwasow tluszczowych, jak i steroli wykomyw przy tyciu
chromatografu GCibn trap/ MS (model Saturn 2100 T firmy Varian) wypasaego w koluma
chromatograficza VF-5ms (Varian). Do wydzielania zgikéw zastosowano e techniki ekstrakcji.
W przedstawionych w pracy badaniach prowadzono toong wystpowania zanieczyszczew wodach
powierzchniowych Goérnegslaska (Wéjtowianka (Doa), Potok Rokitnicki, rzeka Biytka, rzeka Kiodnica
i Kanat Gliwicki) w okresie od stycznia do czera2@l15 roku.

Stowa kluczowe:srodowisko naturalne, monitoring, kwas oleinowy, kwiéinolowy, kwas palmitynowy,
stigmasterolp-sitosterol, betulina

Wstep

Techniki analityczne unitiwiajg oznaczanie bardzo dej liczby zanieczyszche
i mikrozanieczyszczeorganicznych wyspujacych wsrodowisku naturalnym, acbacych
wynikiem zaréwno naturalnego, jaki i antropogenago oddziatywania. Obecnie badania
ukierunkowane $ gltbwnie na zanieczyszczenia  specyficzne  pochodzeni
antropogenicznego takie jak: farmaceutyki [1-5]zosabstancje tzw. chemii gospodarczej,
wiaczapc $rodki kosmetyczne [1, 3-6]. Oprécz tych zanieczysic najczsciej
w wodach powierzchniowych i osadach dennych ozmeeza zwigzki z nasgpujacych
grup: pestycydy [1-5, 7], plastyfikatory [5] orazWWA [1, 3, 7]. Zanieczyszczenia te
przedostaj sie do srodowiska zaréwno w wyniku gospodarczej dziatétmacziowieka
(z przemystu i rolnictwa), jak i bytowej, np. wraze $ciekami oczyszczonymi
i nieoczyszczonymi[1, 2, 6].

Pomimoze zanieczyszczenia te wystija w niewielkich s¢zeniach (rzdu ng/dni), to
sa one zagreeniem dlasrodowiska i zdrowia cziowieka. Ich obeddow srodowisku
naturalnyms$wiadczy o jego degradacji np. poprzez zjawisko odmdzaniasciekdéw
nieoczyszczonych wynikage z braku kanalizacji [6]. Innyrodiem tych zanieczyszcie
mog by¢ procesy zachodeze bezpérednio w samym srodowisku, tj. naturalna
biodegradacja [4].
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W celu oceny wysgpowania w wodach powierzchniowych Gornediiaska
specyficznych zanieczyszazemikrozanieczyszc#e tj. wybranych kwasow tluszczowych
nienasyconych - oleinowego i linolowego, kwasu casggo - palmitynowego, a tak
steroli - stigmasterolup-sitosterolu oraz betuliny opracowano techniki wldzielania
z wody oraz analizy zayciem chromatografu GCién trap/ MS.

Metodyka badan
Charakterystyka punktéw poboru wod powierzchniowych

Na podstawie badadotyczcych oceny zanieczyszczenia ggkami organicznymi
wod powierzchniowych Gérnegélaska przeprowadzonych za pomoevskanikow
ogolnych, ti. BZE i ChZT, do bada nad wys¢powaniem mikrozanieczyszaze
organicznych wybrano: 2 potoki, 2 rzeki oraz sztiyckanat. Punkty poboru badanych wod
powierzchniowych znajdowaly ina terenie dwoch gmin - Gliwice i Zabrze, alédta
niektdrych wod znajdygj sie poza tym obszarem. Préby pobierano w 6 statyctktagh:
Wojtowianka (potok Doa) (1 punkt poboru N50°16'4518°39'0"), Potok Rokitnicki
(1 punkt poboru N50°21'54" E18°48'8"), rzeka Byt@mil punkt poboru N50°18'32"
E18°46'41"), rzeka Klodnica (2 punkty poboru: rzédadnica N50°18'37" E18°39'0", jaz
na rzece Kilodnicy N50°33'13" E18°62'47") oraz Kar@tiwicki (1 punkt poboru
N50°20'25" E18°37'12"). Potok Doa poprzez Ostrogtanowi doptyw Ktodnicy. Podobnie
takim doptywem jest Potok Rokitnicki poprzez rzeRytomke. Kiodnica z kolei zasila
wody Kanatu Gliwickiego.

Analiza chromatograficzna

Ze wzgkdu na charakter zanieczyszazeproby pobierano do butek szklanych
z ciemnego szkla. Pobory odbywahle slwa razy w miegcu od stycznia do czerwca
w godzinach porannych wagju jednego dnia. Préby byly przechowywane w tentpeze
4°C, a badane zanieczyszczenia oznaczane bytywicmipoboru.

Do oceny wysipowania specyficznych zanieczysztzeé mikrozanieczyszcze
w srodowisku naturalnym wybrano dilugétauchowe kwasy tluszczowe nienasycone:
oleinowy (G7H3sCOOH) i linolowy (GsH3;COOH), jeden nasycony: palmitynowy
(CisH3:,COOH) oraz sterole: stigmasterol ,8450), B-sitosterol (GgHscO) 1 betulire
(CsoH500,). Analize wykonywano z gyciem chromatografu GCién trap/ MS (model
Saturn 2100 T firmy Varian) wypoganego w kapilarp kolumre chromatograficzp
VF-5ms o wymiarach 30 m x 0,25 mm i grgbofazy stacjonarnej 0,25 pum (Varian). Po
kalibracji urzdzenia przy #yciu wzorcoéw (Sigma-Aldrich) prowadzono analizy
jakosciowo-ilosciowe przygotowanych ekstraktow.

Metodyka wydzielania i rozdzialu chromatograficzoegalezata od badanej grupy
zanieczyszczg z tego wzgldu zostata przedstawiona w osobnych podrozdzigeaty.

Metodyka wydzielania i oznaczania kwasow ttuszcebwy

Diugotacuchowe kwasy tluszczowe oznaczano mgtedasry jako wolne kwasy
tluszczowe (WKT) [8]. Opracowana metodyka umheia oznaczanie tych zwkkow
zar6éwno w wodzie czystej, silnie zanieczyszczojadjj w $ciekach. Proby po zakwaszeniu
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do pH = 1 upochadniano do estréw metylowych rozémometanolu w obecka BF; jako
katalizatora reakcji (Sigma-Aldrich), ngphie ekstrahowano chlorkiem metylenu (Avantor
Performance Materials Poland S.A.) i po osuszerkistraktu poddawano go analizie
GC-MS. Temperatgr pieca chromatograficznego podczas analizy progwano

w zakresie od 80 do 250°C. Anglidlosciowa prowadzono, rejestraf jony w zakresie
od 40 do 300 m/z.

Metodyka wydzielania i oznaczania steroli

Wydzielanie steroli z matrycy wodnej przeprowadzawaodrodze ekstrakcji do fazy
stalej z wykorzystaniem kolumienek LC-18 SPE (Scpklo obgtosci ztoza 6 i 3 cm
(masa fazy 0,5 g). Zke kolumienki przed ekstrakcjkondycjonowano n-heksanem
i metanolem, a nagtnie przeptukano wagdzdejonizowan. Wydzielone zwizki eluowano
przy wyciu acetonu, a po odparowaniu rozpuszczalnika wtha w lekkim strumieniu
azotu poddawano upochodnieniu. Do upochodnienialitéwa do postaci eteréw
trimetylosililowych (TMS) zastosowano trojsktadnike mieszanin reakcyjry zawierajca
N-(metyl-N-trimetylosilil) trifluoroacetamid (MSTFA) - jodotmetylosilan (TMIS) -
ditioerytrol (DTE) w proporcjach 1000:4:2 (v/iviwiyrhy Sigma-Aldrich. Analiz ilosciowa
prowadzono na podstawie metody monitorowania wyararjonow SIM Gelected lon
Monitoring), tj. dla stigmasterolu 83, 129, 255, 395 i 48%,nufla -sitosterolu 129, 255,
358, 397 i 487 m/z oraz dla betuliny 129, 187, Z®}, 497 m/z.

Wyniki i ich oméwienie
Wysgpowanie wolnych kwasow ttuszczowyckredowisku

Stezenia WKT jako wartéci minimalne, maksymalne §rednie z badanego okresu
pokazano na rysunkach 1-3. Badane wody powierzefeicharakteryzowaly siréznym
stopniem czysti, ktdéry oceniono na podstawie wattd wskanikow BZTs i ChZT
przedstawionych we wcgeaiejszych pracach z tego zakresu [9], az¢aka podstawie
innych, zanieczyszcaewg danych literaturowych [10-12]. W wodach powigmiowych,
ktére charakteryzowaty &iwysoly czyst@cig, ti. Doa i Potok Rokitnicki (warkwi
BZTs odpowiednio < 5 mg @dn? i < 10 mg Q/dm® oraz wartéci ChZT srednio
33 i 45 mgQ/dn?), nie stwierdzono wyspowania kwaséw oleinowego i linolowego [9].
Natomiast w wodach silnie zanieczyszczonych (Wart®ZTs < 40 mg Qdm’

i ChZT < 174 mg @dn?) w wyniku dziatalnéci antropogenicznej (rzeka Bytomka, rzeka
Ktodnica, rzeka Ktodnica - jaz) kwas oleinowy pojaisic w okresie od pociku kwietnia

do pocatku maja, a kwas linolowy od keoa lutego do poatku maja. W trzech podanych
punktach oznaczono zawaitd kwasu oleinowego w zakresie od 0 do 11 pd/dmednio

1,5 pg/dm, a kwasu linolowego w zakresie od 0 do 61 ud/dnednio od 4 do 11 pg/din
(rys. 1i 2). Przy czym wksze sgzenia tego kwasu oznaczano w obu punktach Ktodnicy
niz w Bytomce. W Kanale Gliwickim w kwietniu stwierdzo jednorazowo wygpowanie
najwickszego, spg6d badanych prob,etenia kwasu oleinowego, tj. 331 pglim

Kwas palmitynowy oznaczono w prébkach wszystkichdwpowierzchniowych
w okresie od poecgtku kwietnia do pocgtku maja, tj. w potoku Doa, Potoku Rokitnickim,
rzece Bytomce i Kanale Gliwickim, a w okresie odiéa lutego do pogtku maja w obu
punktach rzeki Klodnicy (rys. 3).
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Rys. 1. Zawart& kwasu oleinowego w wodach powierzchniowych
Fig. 1. Oleic acid concentration in surface water
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Rys. 2. Zawart& kwasu linolowego w wodach powierzchniowych
Fig. 2. Linoleic acid concentration in surface wate
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Stezenie jego byto wiksze nk w przypadku kwasu oleinowego, a mniejsze kivasu
linolowego. W wodach relatywnie czystych, tj. Dod@dtok Rokitnicki, sfzenia kwasu
palmitynowego wynosity od 0 do 9 pug/drérednio 1,5 pg/drh Nieco wicej tego zwizku
oznaczono w Kanale Gliwickim, tj. od 0 do 16 pgidénednio 6,5 pg/drh Najwiccej tego
kwasu wysgpowato w rzekach Bytomce i Kiodnicy, tji. od 0 do B@/dni, srednio
od 5,5 do 8 pg/din

W przypadku wszystkich badanych wod powierzchnidwystwierdzono podoln
tendeng} do wystpowania WKT, a mianowicie sezono$éo Najcz:sciej i w najwickszych
ilosciach WKT wys¢powaty od pocatku kwietnia do pocgku maja. Poza
tym okresem, w styczniu i lutym, stwierdzono vegpsiwanie tylko kwasow: linolowego
i palmitynowego, ale tylko w pojedynczych przypaclka W czerwcu nie oznaczono
kwaséw wzadnej probie wody.

Podobn sezonow zaleznos¢ dla innych grup mikrozanieczyszeéze(pestycydy,
farmaceutyki i WWA) zauwzono dla gtéwnej rzeki Chin - Jangcy [1]. Autorzyridaczyli
to nadmierg chemizacj rolnictwa w okresie letnim, transportem zanieczysa
z atmosfery do gleby oraz okresowym pogorszeniercyproczyszczalnisciekow
zwigzanym z wysokim obgizeniem hydraulicznym ugzizeh.
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Rys. 3. Zawart& kwasu palmitynowego w wodach powierzchniowych
Fig. 3. Palmitic acid concentration in surface wate

Wystpowanie steroli wirodowisku

Sterole, takie jak koprostanol, cholestanol i chmml, wystpuja w wyzszych
stezeniach nt zwigzki badane w pracy. Wymienione z&ki uwazane § za
zanieczyszczeniagrodowiska pochodge z nieoczyszczonyckciekédw miejskich, gdy
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wystepuja one w o wiele wikszych s¢zeniach w osadach dennych pobranych w miastach
niz z terenéw podmiejskich czyzeviejskich [6]. Jednak takimi wskaikami mog tez by¢
stigmasterol p-sitosterol, ktérych wygpowanie mae swiadczy o fekalnym pochodzeniu
zanieczyszcze[3] lub ktére razem z koprostanolem i cholesterolmog by¢ pomocne

W monitorowaniu wptywu nawienia organicznego na jad¢owod powierzchniowych [13].
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Rys. 4. Zawart& stigmasterolu w wodach powierzchniowych
Fig. 4. Concentration of stigmasterol in surfacéerva

W przeciwigistwie do WKT sterole wyspowaty we wszystkich badanych wodach
powierzchniowych, ale w steniu o wiele niszym, tj. na poziomie ng/dh(rys. 4-6).
Podobnie jak i w przypadku WKT, najplisze s¢zenia i najcgstsze ich wyspowanie
stwierdzono w zanieczyszczonych antropogeniczniedasb powierzchniowych rzeki
Bytomki, rzeki Ktodnicy i Kanatu Gliwickiego (co o&lono na podstawie oceny wastd
wskaznikbw BZTs i ChZT przedstawionych w [9]). Stigmasterdi-sitosterol wysfpowat
w stzeniach odpowiednio 0-205 ng/dni 0-933 ng/dm (Bytomka), 0-557 ng/di
i 0-714 ng/dm (Ktodnica) oraz 8-640 ng/dhi 0-2924 ng/dm (Kanat Gliwicki). Wyjatek
stanowit jeden z punktéw poboru Ktodnicy, tj. jazktérym to préby pobierano w pobli
brzegu, przed sgirzeniem na jazie. &enia badanych steroli w tym punkcie wynosity
0-210 ng/drm (Stigmasterol) oraz 0-110 ng/dr(B-sitosterol) (rys. 4 i 5). Nsze sgzenia
steroli mana tlumaczy tym, ze stigmasterol B-sitosterol charakteryzajsic wysokim
wskaznikiem logK,,, odpowiednio 9,43 i 9,65, dlatego ich giéwnym neukmem
usuwania s procesy adsorpcji i bioakumulacji. Zanieczyszcaeté wys¢pujg rowniez
w osadachsciekowych [14]. W przypadku Ktodnicy taka adsorpojgta zaj¢ na mule
weglowym (drobnej frakcji wgla kamiennego), ktéry dostaksio rzeki wraz z jej silnie
antropogenicznie zanieczyszczonymi doptywami, rggokiem Bielszowicki [15].
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Z kolei wystpowanie steroli w prébach wody pobranych z czystyielhdéw wodnych

przeptywajicych w caldci przez tereny rolnicze (potok Doa) lub terenynicte i l&ne
(Potok Rokitnicki) mae by zwigzane z nawgeniem pd6l nawozem naturalnym
pochodzenia zwieezego [13].

Betulina wys¢powata najrzadziej i w najmzych stzeniach sp&rdéd oznaczanych

steroli (rys. 6).

Whioski

Wspoéiczesne techniki analityczne uitiwiajg oznaczanie bardzo dej liczby
zanieczyszcze organicznych wyspujacych w srodowisku naturalnym, tym samym
mikrozanieczyszczenia organiczne mosta& sie wskanikami antropogenicznymi
jakosci wéd powierzchniowych.

Podczas badia oznaczano dwie grupy zywkdéw organicznych, tj. wolne kwasy
tluszczowe (kwasy: oleinowy, linolowy i palmitynoyvworaz sterole (stigmasterol,
B-sitosterol i betulig), ktére mog dostawé sie do srodowiska wraz zeciekami
nieoczyszczonymi, jak rownieoczyszczonymi.

Wystepowanie oraz zawarté WKT w wodach powierzchniowych byto bezpednio
zwigzane z czystzia tych wod okrélona na podstawie wskaikow ogélnych: BZE

i ChZT. Najczsciej | w najwikszych stzeniach WKT wysgpowaly w rzekach, ktore
przeptyway przez centra miast, tj. w: Bytomce i Klodnicy orazZKanale Gliwickim.
Natomiast w wodach powierzchniowych, ktére charmaldewaty s¢ wysolg
czystaGcia, tj. Doa i Potok Rokitnicki, kwasy oleinowy i litmvy nie wystpity ani
razu. Drugim zaobserwowanym zjawiskiem dla tychieezyszczé byta sezonow
wystepowania.

Sterole oznaczono we wszystkich badanych wodacheppehniowych, najestsze
ich wystpowanie i najwgksze stzenia stwierdzono w zanieczyszczonych
antropogenicznie wodach powierzchniowych rzeki Byq rzeki Ktodnicy i Kanatu
Gliwickiego.
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THE APPEARANCE OF FATTY ACIDS AND STEROLS
IN THE NATURAL ENVIRONMENT

Institute of Water and Wastewater Engineering,sg&ite University of Technology, Gliwice, Poland

Abstract: Nowadays, advances in the analytical techniquissvathe determination of hundreds of organic
pollutants present in the environment. Some of migpollutants are of natural origin. Although tharent study
are mainly aimed at specific pollution, the presend which is the result of anthropogenic impacts tbe
environment. In order to assess the appearanceetifis pollutants and micropollutants in the eomiment
ie the selected unsaturated fatty acids: oleic, dileolsaturated acid: palmitic and sterols: stigeragtp-sitosterol
and betulin, the techniques for their isolation andlysis have been developed. Quality and quaatigjysis of
fatty acids and sterols was carried out using GCtrap/MS chromatographic system (model Saturn 27,00
Varian) equipped with a chromatography column VFs§Marian). Various extraction techniques have hessd
for isolation of the pollutants. In this study th®nitoring of level of contamination in surface aabf Upper
Silesia (Wéjtowianka (Doa) Stream, Rokitnica Stre&ytomka River, Klodnica River and Gliwice Channehs
conducted in the period from January to June ir2015.

Keywords: environment, monitoring, oleic acid, linoleic aclmitic acid, stigmasterd;sitosterol, botulin



