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Po raz pierwszy przedstawiono wyniki pozostatosci polichlorowanych dibenzo-
p-dioksyn (PCDDs) i polichlorowanych dibenzofuranéw (PCDFs) w $rodkach
spozywczych dostepnych w Polsce. Prébki ekstrahowano i oczyszczano metodg
niedestrukcyjng z zastosowaniem potprzepuszczalnej membrany polietylenowej,
a rozdziat, identyfikacje i oznaczenia ilosciowe PCDDs i PCDFs przeprowadzo-
no technikg wysokorozdzielczej chromatografii gazowej i wysokorozdzielczej spek-
trometrii mas (HRGC/HRMS).

WSTEP

Polichlorowane dibenzo-p-dioksyny (PCDDs) i polichlorowane dibenzofurany
(PCDFs) sa trwatymi, rozpuszczalnymi w lipidach i silnie toksycznymi zanieczysz-
czeniami $rodowiska naturalnego oraz zywnosci w skali globalnej [7-9, 13-15]. Roz-
przestrzenienie PCDDs i PCDFs w $rodowisku planety Ziemia jest zwigzane z pier-
wotnymi zrédtami zanieczyszczenia tymi zwigzkami. Z kolei narazenie cztowieka jest
zwigzane ze zrodtami wtdrnymi, takimi jak zywnos$¢, woda i powietrze atmosferyczne,
a sporadycznie z wchtanianiem przez skére [7-9, 13-15, 17].

Pierwotne zrédta PCDDs i PCDFs w $rodowisku mozna podzieli¢ na cztery grupy,
zwigzane z: 1) reakcjami chemicznymi, ktére spowodowaty zanieczyszczenie tymi sub-
stancjami chlorofenoli, herbicydow pochodnych kwasu chlorofenoksyoctowego i poli-
chlorowanych bifenyli (PCBs); 2) reakcjami chemicznymi z udziatem chlorowanych
zwiazkoéw organicznych i nieorganicznych; 3) reakcjami fotochemicznymi, z powstawa-
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niem i degradacja PCDD/Fs; 4) reakcjami enzymatycznymi, na drodze ktorych
zachodzi mikrosynteza dioksyn i furanéw w takich materiatach $rodowiskowych jak
szlamy posciekowe i kompost ogrodniczy [15].

Wspéicze$nie w zanieczyszczeniu $rodowiska PCDD/Fs dominujg zZrédta pocho-
dzenia antropogenicznego [9, 13-15]. Dioksyny i furany w matym stezeniu, wykryto
w probkach materiatu $Srodowiskowego (osadach morskich) utworzonego w epoce
sprzed okresu uprzemystowienia $wiata [10, 11]. Pozostaje jeszcze sprawg do wy-
jasnienia, ktore naturalne procesy sg zrodtem PCDDs w $rodowisku oraz czy obecnos¢
tych zwigzkéw w prébkach osadéw morskich sprzed 1-10 milionéw lat wynika z pro-
ces6w spalania (pozary) na ladzie i nastepnie ich transportu na duze odlegtosci droga
powietrzng [10]. Ostatnio [11] w warstwach osadéw dennych utworzonych okoto 1882
roku w Morzu Battyckim, poza PCDDs wykazano obecnos$¢ takze PCDFs (54 pg/g
masy suchej), jakkolwiek zwigzkéw tych nie wykryto (granica oznaczalnosci dla po-
jedynczych kongeneréw 1-5 pg/g m.s.) w osadach morskich utworzonych 1-10 mil-
iondw lat temu w Morzu Zoéktym, Morzu Wschodnio-Chiiskim i Oceanie Spokojnym
[10].

Sposréd PCDD/Fs najsilniej toksyczne oraz na ogdét nagromadzane w tkankach
i narzgdach organizmdéw zywych sa kongenery podstawione w pozycjach 2,3,7 i s.
Kongenery nie zawierajgce chloru w pozycjach 2,3,7,i s (non-2,2,7,8-podstawione), sg
metabolizowane i/lub wydalane znacznie szybciej i zazwyczaj nieobecne w organiz-
mach zywych. Zatem sg one takze nieobecne w zywnosci pochodzenia zwierzecego.
Wyijatkiem sg skorupiaki (raki, kraby, krewetki, typ.) oraz mieczaki (matze, ostrygi,
$limaki), ktére nagromadzaja w ciele wiekszo$¢ kongeneréow PCDDs i PCDFs.

Zwierzeta wodne w poréwnaniu z lagdowymi zazwyczaj zawierajg wieksze stezenia
PCDD/Fs. Ryby wykazujg rézne stezenia PCDD/Fs, zaleznie od gatunku, tkanki, klasy
wiekowej, masy ciata, zawartosci ttuszczu, pory roku i miejsca pochodzenia. Z do-
tychczas przeprowadzonych badan wynika, ze w przypadku ryb najwieksze stezenia obu
tych grup zwiazkéw wykrywano u gatunkoéw battyckich, okazow pochodzacych z Krainy
Wielkich Jezior Ameryki Pdinocnej oraz z Zatoki Newark, New Jersey, USA. Ryby
pochodzace z otwartego morza zawierajg mniejsze stezenia tych zanieczyszczen niz
ryby potawiane w strefach przybrzeznych.

W pismiennictwie jak dotagd nie ma danych dotyczacych pozostatosci PCDDs
i PCDFs w zywnosci dostepnej na rynku polskim.

W pracy przedstawiono wyniki oznaczen zawartosci PCDDs i PCDFs w jadalnych
gatunkach ryb ztowionych w Zatoce Gdanskiej w 1992 r.

MATERIAL | METODYKA

Ryby (nazwy polskie i facinskie gatunkéw zestawiono w tab. I) ztowiono w czesci zachodniej
Zatoki Gdanskiej (odcinek na wysokosci od Stegny do Gdyni) w okresie od czerwca do
pazdziernika 1992 r. Ryby, indywidualnie zapakowane w czyste woreczki z folii polietylenowej,
do czasu analizy przechowywano w stanie gtebokiego zamrozenia (-10°C).

Tok postepowania analitycznego obejmowat takie etapy jak homogenizacje prébki, podziat
zhomogenizowanej probki na czesci (rozne kierunki analizy), odwodnienie, ekstrakcje,
oczyszczanie, podziat analitu (9:1), frakcjonowanie technikg HPLC oraz rozdziat i oznaczanie
technika HRGC/HRMS.
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Homogenizacja.
Probki homogenizowano 2-5 krotnie (Homogenizator 1094, Tecator, Francja).

Ekstrakcja.

Podwielokrotnos¢ prébki (80-400 g) mieszano w homogenizatorze z nadmiarem (2-5 krot-
nym) wysuszonego (530°C przez 120 min. i 550°C przez 3000 min.) siarczanu sodowego. Sypka
konsystencje uzyskiwano po 2-3 godzinach mieszania. Odwodniong prébke upakowywano w ko-
lumnie szklanej (dtugos¢ 1-1,5 m, > 4 cm), z umieszczonym u dotu kolumny wymienialnym
filtrem z waty szklanej (Glass microfibre filter GF/D). Wczesniej kolumne myto czystg woda,
etanolem oraz mieszaning acetonu z n-heksanem (2,5:1, ml/ml). Przed rozpoczeciem ekstrakcji
na szczyt kolumny z upakowang prébka dozowano, pipeta pasterowska standard wewnetrzny nr
1, zawierajacy taki 13C - znakowane izotopy PCDD/Fs jak: 2,3,7,8-TCDD, 1,2,3,7,8-PeCDD,
1,2,3,6,7,8-HxCDD, 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD, OCDD, 2,3,7,8-TCDF, 2,3,4,7,8-PeCDF, 1,2,3,7,8,9-
HxCDF, 1,2,3,4,7,8-HxCDF, 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF i OCDF. Ekstrakcje prowadzono przy pomocy
dwdch mieszanin rozpuszczalnikéw. Pierwszym rozpuszczalnikiem byla mieszanina acetonu i n-
heksanu (2,5:1), a drugim n-heksanu i eteru etylowego (9:1). Zuzywano jednakowe ilosci obu
mieszanin w proporcji 1000 ml (ogétem) na 300 g probki. Rozpuszczalniki kolejno dozowano
na szczyt upakowanej kolumny. Wyciek zbierano do kolby okragtodennej poj. 1-2 1, wcze$niej
przemytej trzykrotnie, kolejno metanolem, chlorkiem metylenu oraz toluenem. Wszystkie stos-
owane rozpuszczalniki miaty standard najwyzszej czystosci (Burdick i Jackson, USA). Rozpu-
szczalniki ostroznie oddestylowywano na wyparce prozniowej (RE 120 Buchi). W celu usuniecia
pozostajacej wody do wyciggu dodawano 100 ml etanolu (99,5%). Odparowywanie ostroznie
prowadzono dalej, az do uzyskania statej masy. Zawarto$¢ lipidéw oznaczano grawimetrycznie.
Nastepnie frakcje lipidowa przenoszono ilosciowo do zlewki przemytej wcze$niej mieszaning
n-heksanu i acetonu, i pozostawiano do catkowitego, swobodnego odparowania rozpuszczalnika.

Oczyszczanie

Probke oczyszczano technikg dializy z wykorzystaniem do tego celu pétprzepuszczalnej
membrany polietylenowej. Frakcje lipidowa rozpuszczano ogétem w 20 ml cyklopentanu.
W przypadku trudnosci z rozpuszczeniem frakcji lipidowej, w celu przeniesienia analitu, ewen-
tualnie dodawano chlorku metylenu (ogétem do stezenia 5%). Membrana polietylenowa stos-
owana w dializie byta uformowana w ksztatcie ostonki o szeroko$ci 26 mm i o grubosci Scianki
76,6 /xm - wolna od jakichkolwiek substancji obcych potencjalnie dodawanych w czasie procesu
produkcji (Cope plastic, Inc. St Louis, Mo, USA). Przed uzyciem membrane (ostonke) cieto na
odcinki o wymaganej dtugosci, moczono przez 24 godz. w zlewce napetnionej cyklopentanem
i nastepnie ptukano cyklopentanem. Kolejno, membrane podwdjnie zgrzewano u jednego konca
ostonki (odlegto$¢ miedzy miejscami zgrzania wynosi 1 cm) i umieszczano w kolumnie szklangj,
weczesniej dwukrotnie przemytej chlorkiem metylenu i nastepnie cyklopentanem, zaopatrzonej
u wylotu w kran z teflonowym kurkiem. Kurek teflonowy wczeéniej 2-3 krotnie przemywano
cyklopentanem. W zaleznosci od masy analitu (wyekstrahowanych substancji lipidowych) do-
bierana jest kolumna szklana o dtugosci od 200 do 500 mm i $rednicy 40 mm. Wyciag z probki
jest przenoszony ilosciowo do ostonki przy pomocy pipety. Jezeli jest trudno rozpuscié¢ lipidy to
wyciag jest poddawany 2-3 krotnie po 5 minut, dziataniu ultradzwiekéw na tazni ultradzwie-
kowej. U wylotu kolumny podstawiano kolbe okragtodenng (przemyta dwukrotnie chlorkiem
metylenu oraz cyklopentanem), a do przestrzeni miedzy $ciang kolumny a ostonkg wlewano
cyklopentan - w takiej ilosci aby jego menisk byt na tej samej wysokosci jak wewnatrz ostonki
(okoto 150 ml). Rozpuszczalnik zewnetrzny zbierano co 24 godziny, 3-4 krotnie, poprzez ot-
warcie kranu u dotu kolumny (uzupeitniano nowa porcja cyklopentanu). Dializat z 4 dni fgczono
(zbierano do jednej kolby) i zageszczano na wyparce prozniowej do objetosci 5 ml. Analit na
drodze dializy - w zalezno$ci od czasu dializy, rodzaju lipidéw oraz skfadu rozpuszczalnikow,
jest pozbawiany 95-99% zawartosci lipiddw. Tak otrzymany wyciag jest gotowy do nastepnego
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etapu toku oczyszczania probki. Analit jest jednoczesnie dzielony (90:10) i przenoszony do fiolek
przemytych cyklopentanem i wytarowanych). Cze$¢ analitu (90%) jest frakcjonowana technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), a druga (10%) na kolumnie z florisilem.
PCDDs i PCDFs oznaczano z czeSci zawierajacej 90% analitu. Frakcjonowanie analitu
przeprowadzano na kolumnie stalowej (dtugosci 250 mm, > 4,5 mm) wypetnionej 100 mg wegla
aktywowanego (Amoco PX-21, 2-10gm) zawieszonego na LiChrospher RP-18 (15-25 jam),
i zainstalowanej w aparacie HPLC-pumps LKB 2150 z HPLC-controller LKB 2152 (Bromma,
Szwecja) oraz autosamplerem (Hitachi, Japonia). Pomiedzy kolumng z weglem aktywowanym
a przed kolumng zainstalowano zawor zwrotny (Valeo Instruments Co. Inc., TX, USA). Zawdr
ten pozwalat na odwrocenie kierunku przeptywu fazy ruchomej przez kolumne z weglem
aktywowanym. Zbiorniki wypetniano chlorkiem metylenu w n-heksanie lub czystym «-heksanem
(rozpuszczalnik 1) i toluenem (rozpuszczalnik 2). Rozpuszczalniki byly najwyzszej czystosci
(Budrick i Jackson, Muskegon, Mi, USA) i odgazowane argonem. Predko$¢ przeptywu wynosita
4 ml/min. Zaadsorbowang na weglu frakcje ksenobiotykdéw planarnych, zawierajgcych m.in.
PCDDs i PCDFs, wymywano jako ostatnig (ogdtem zbierano 17-18 frakcji), przepuszczajac
w przeciwpradzie toluen.

Analiza HRGC/HRMS

Analize PCDDs i PCDFs przeprowadzano technikg wysokorozdzielczej chromatografii ga-
zowej i wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRGC/HRMS) z jonizacjg wigzka elektronow
(ED), i rejestracja wybranych jonéw (dla konteneréw od tetra- do okta-chloropodstawionych).
Stosowano chromatograf gazowy Hewlett Packard 5890 GC z kolumna Kkapilarng Supelco
SP-2330 (dt. 60 m i > 0,32 mm) (USA), autosampler Hewlett Packard 7676A i spektrometr
masowy VG Analytical 11-250 J (Altrincham, Wielka Brytania). Jako wzorzec wewnetrzny nr
1 stosowano mieszaning 11 2,3,7,8-podstawionych kongeneréw PCDDs i PCDFs takich jak:
2,3,7,8-TCDD, 1,2,3,7,8-PeCDD, 1,2,3,6,7,8-HxCDD, 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD, OCDD, 2,3,7,8-
TCDF, 2,3,4,7,8-PeCDF, 1,2,3,7,8,9-HxCDF, 1,2,3,4,7,8-HxCDF, 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF i OCDF,
a jako wzorzec wewnetrzny nr 2 (dodawany do analitu tuz przed wstrzyknieciem do ukiadu
GC/MS - tzw. kontrola wstrzyku) stosowano mieszaning znakowanych z 13C 1,2,3,7,8-PeCDF
i 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF. Wielko$¢ odzysku IsC-znakowanych kongeneréw PCDD/Fs wzorca wew-
netrznego nr 1 miescita sie w granicy 50-110%, a wyniki przeliczano na 100%. Granica ozna-
czalnosci pojedynczych kongeneréw na ogot byla ponizej 1 pg/g. Wzorcem do obliczen ilos-
ciowych, interpretacji chromatograméw i kompensacji strat podczas postepowania analitycznego
byta mieszanina wszystkich 17 oznaczanych kongenerdw naturalnych ( C) PCDDs i PCDFs
oraz wzorce wewnetrzne nr 1 i nr 2. W obliczeniach iloSciowych poréwnywano powierzchnie
pikéw wzorca kongeneréw naturalnych i znakowanych 1sC. Wszystkie szczegéty zastosowanej
metodyki analitycznej podano w innych opublikowanych pracach [2,3,4,6,12,21].

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Wyniki oznaczen stezenia PCDD/Fs w rybach z Zatoki Gdanskiej zestawiono,
w przeliczeniu na mase mokrg w tabeli I. Stezenia PCDD/Fs w tabeli | wyrazono
takze w postaci rownowaznika toksycznego (TEQs) 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dio-
ksyny (TCDD). Wspotczynniki przeliczeniowe (FEFs) réwnowaznika toksycznosci
TCDD wzieto z opracowania Ahlborg et al. [1].

Istnieja trzy modele obliczania réwnowaznika toksycznego (TEQs) dioksyny. W mo-
delu miedzynarodowym (I-TEQs) faktor dla 1,2,3,7,8-PeCDF wynosi 0,01 w modelu
nordyckim (N-TEQs) wynosi on 0,05, a w modelu podanym przez Safe (S-TEQs) 0,1.
Z kolei dla 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF oraz 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF w modelu miedzynaro-
dowym i nordyckim wspotczynnik przeliczeniowy wynosi 0,01 dla obu kongeneréw,
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a w modelu STEQs wynosi on 0,1. Ponadto w modelu miedzynarodowym i nordyckim
nie jest uwzgledniana w obliczeniach TEQs obecno$¢ w prébce OCDF, a w modelu
S-TEQs faktor dla tego kongeneru wynosi 0,001.

Wymienione réznice w wielkosci wspétczynnikow przeliczeniowych toksycznosci
(TEFs) dioksyny sprawiaja, ze wyniki otrzymywane w oszacowaniu stezenia réwno-
waznika toksycznego (TEQs) dioksyny w okre$lonej probce, w zaleznosci od wybra-
nego modelu, mogg sie roznié. Z reguty wynik dla S-TEQs jest wiekszy od I-TEQs
i N-TEQs, a dla N-TEQs od I-TEQs (tabela I.).

Obecno$¢ w probce wiekszych stezen 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF, 1,2,3,4,8,9-HpCDF
i OCDF powoduje, ze wynik (wielko$¢ TEQs) w modelu S-TEQs jest znacznie wiekszy
anizeli w modelu I-TEQs czy N-TEQs (tabela I).

Z danych zestawionych w tabeli | wynika, ze wielko$¢ rownowaznika toksycznego
dioksyny dla poszczegdlnych gatunkéw ryb w Zatoce Gdanskiej, w zaleznosci od
zastosowanego modelu obliczeniowego, miescita sie w granicach od 0,31 (stornia,
Mikoszewo) do 12,604 pg TEQ/g masy mokrej ($ledz).

Sposrdd 2,3,7,8-chloro-podstawionych kongeneréw PCDDs i PCDFs 2,3,4,7,8-PeCDF
wynosit najwiekszy tadunek do réwnowaznika toksycznego dioksyny w zbadanych préb-
kach - wspdtczynnik przeliczeniowy do tego kongeru we wszystkich trzech modelach
wynosi 0,5 [1]. W $ledziach w stosunkowo duzym stezeniu byta obecna oktachlorodiok-
syna, 1,2,3,4,7,8-HxCDF, 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF i oktachlorofuran (tabela I).

Dla populacji generalnej ludno$ci spozywajacej ryby battyckie ten rodzaj zywnosci
jest gtéwnym Zzrédtem pobrania PCDDs i PCDFs [15]. W innych sytuacjach gtéwnym
zr6dtem PCDDs i PCDFs w pozywieniu catodziennym cztowieka bywa wotowina
i przetwory mleczne [17]. Stezenie TEQs PCDD/Fs w surowicy krwi o0sob spozywa-
jacych ryby battyckie ($ledzie i tososie) w Szwecji jest dwukrotnie wieksze niz u spo-
zywajacych inne ryby (dorsze, ptastugi) lub nie jedzgcych ryb [20].

W badaniach przeprowadzonych w Szwecji wykazano, ze w odniesieniu do 0s6b
spozywajacych stosunkowo duzo ttustych ryb battyckich ($ledzie i tososie konsumowane
niemal codziennie) znanieczyszczonych zwigzkami chloroorganicznymi wystepuje po-
wiekszone ryzyko zachorowania na raka zotadka i skéry, a z drugiej strony wyjatkowo
mata Smiertelno$¢ z powodu chorob krazenia i miesnia sercowego [19]. Ponadto
u o0s6b spozywajacych duzo thustych ryb zanieczyszczonych ksenobiotykami chloroor-
ganicznymi nagromadzenie tychze w ciele moze zdecydowanie ujemnie wpltywa¢ na
poziom naturalnych przeciwciat (NK cells) w surowicy krwi [18].

Stezenia PCDDs i PCDFs wykazane w rybach z Zatoki Gdanskiej nie sg szczegdl-
nie duze jak dla Morza Baltyckiego i mozna okresli¢ je jako wspotczesnie typowe dla
jego czesci centralnej, pdinocno-wschodniej i potnocnej. W $ledziach ztowionych
w roznych rejonach Morza Batyckiego w 1987 r. PCDD/Fs wykrywano w stezeniu
od 6,7 do 9 pg TEQs/g masy mokrej dla czesci centralnej i pdinocnej oraz od 1,8 do
3,4 TEQs/g dla czesci zachodniej [5,16]. W przypadku pozostatosci PCDDs i PCDFs
w okoniach znacznie wigksze stezenia niz w tej pracy notowano u okazéw ztowionych
w strefie przylegtej do celulozowni w Szwecji, np. 2,3,7,8-TCDD w stezeniu 13 pg/g
masy mokrej (odlegtos¢ 1-2 km od celulozowni), 19 pg/g (3 km) i 2,6 pg/g (¢ km),
a 2,3,7,8-tetraCDF odpowiednio w stezeniu 8,7, 53 i 2,1 pg/g m.m.[16].
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Srodkami spozywczymi dostepnymi na rynku krajowym silnie zanieczyszczonym
dioksynami, furanami i wieloma trwatymi i toksycznymi zwigzkami halogenoorganicz-
nymi sg watrébki ryb dorszowatych, zwtaszcza battyckich oraz trany, zaréwno impor-
towane z Islandii jak i inne.

J. Falandysz, A. Florek, S-E. Kulp, P-A. Bergqvist,
L. Strandberg, B. Strandberg, C. Rappe

DIOXINS AND FURANS IN EDIBLE SPECIES OF FISH FROM THE GULF OF
GDANSK

Summary

The levels of PCDDs and PCDFs in samples of lamprey, perch, herring, cod, flounder, round
goby, eelpout and pikeperch caught in the Gulf of Gdansk were determined by HRGC/HRMS.
The results are expressed as TCDD equivalents, calculated according to international (I-TEQs),
nordic (N-TEQs) models. The levels (pg TEQs/g wet weight) were from 0.263 in lamprey to
6.047 in herring (I-TEQs). Except of herring nearly all fish species sampled contained PCDDs
and PCDFs in concentration below 1 pg TEQs/g wet wt, and only for pikeperch it was 1.025 pg
S-TEQs/g.
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