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Stosujac niedestrukcyjng metode ekstrakcji i oczyszczania prébki z dializa
ekstraktu przez p6lprzepuszczalng membrane polietylenowa, rozdziat na 60 m ko-
lumnie kapilarnej (HRGC) oraz detekcje i identyfikacje technikg niskorozdziel-
czej spektrometrii mas (LRMS) oznaczono pozostatosci TCTM-H i TCPM-OH
w dziesieciu jadalnych gatunkach ryb z Zatoki Gdanskiej. Pozostatosci TCPM-H
zidentyfikowano we wszystkich zbadanych rybach, a TCPM-OH nie wykryto tylko
w $ledziach. U siedmiu gatunkdw ryb, poza tobiaszem, dobijakiem i wegorzyca,
TCPM-H wystepowat w wigkszym stezeniu niz jego przypuszczalny metabolit -
TCPM-OH.

WSTEP

7nj(4-chlorofenylo)metanol (TCPM-OH lub 4,4’,4”-TCPM-OH) jest ksenobioty-
kiem, ktory zidentyfikowano w przyrodzie w 1989 r. [10]. 7'ra(4-chlorofenylo)metan
(TCPM-H lub 4,4°4”-TCPM-H) budowga strukturalng przypomina znany insektycyd
DDT czyli I,I,I-trichloro-2,2-te-(4-chlorofenylo)etan, a TCPM-OH insektycyd dicofol
(Kelthane) czyli I,I,I-trichloro-2,2-te-(4-chlorofenylo)etanol. Walker i wsp. [10] ba-
dajac sktad archiwalnych probek preparatow technicznych DDT idicofolu nie wykazali
aby zawieraly one domieszke TCPM-OH w stezeniu wiekszym niz 0,2% (TCPM-H nie
identyfikowano). Zatem, w pierwszych publikacjach o wystepowaniu TCPM-H/OH
w matrycach S$rodowiskowych zasugerowano, ze zrodtem zanieczyszczenia przyrody
tymi substancjami moga by¢ sztuczne wtokna - polimer fra(4-chlorofenylo)metakrylowy
lub barwniki do wiékien akrylowych [4, 10]. Buser [1], krytycznie oceniajgc mozliwosci
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i rozmiar stosowania TCPM-H i TCPM-OH w praktyce, zasugerowat, ze jest mato
prawdopodobne aby znane od niedawna optycznie aktywne widkna syntetyczne czy
barwniki do wtékien akrylowych miaty zwigzek z wieloletnia juz obecnosciag TCPM-OH
w $rodowisku.

W skiad DDT technicznego wchodzi gtéwnie 4,4-DDT (okoto 79%) i 2,4-DDT
(16-18%), a w matej czesci takze substancje o niezidentyfikowanej budowie [1]. Cyto-
wany autor [1] wykazat, ze dwie prébki preparatu technicznego DDT wyprodukowa-
nego w latach 1950-tych zawieraty TCPM-H. TCPM-H powstaje w matej ilosci jako
produkt reakcji chloralu, chlorobenzenu i oleum - syntezy prowadzonej w takich
samych warunkach w jakich odbywa sie przemystowa produkcja DDT (kondensacja
Bayera). Z kolei produktem reakcji DDT z bezwodnym A1C13 w chlorobenzenie jest
10 izomeréw TCPM-H, a mianowicie: 2,2°,2”-,2,2°,3"-, 2,2°,4”-, 2,3",3"-,2,3",4"-,3,3",3",
2,4°47-3,3,4"-3,4"4”-i 4,4°4"-TCPM-H [1].

TCPM-OH jest przypuszczalnie metabolitem TCPM-H, a reakcje hydroksylacji
miaty by katalizowaé oksygenazy. Jakkolwiek nie jest wykluczone, ze TCPM-H jest
takze i na innej drodze przeksztatcany w $rodowisku w TCPM-OH [1, 4, 11].

W latach 1970-tych wykazano, ze TCPM-OH uniemozliwia linienie owadéw zabu-
rzajac ich rozwoj [5]. Z kolei w przypadku gryzoni TCPM-OH spozywany (100 mg/kg
paszy) w ciggu 28 dni przez szczury wywotuje przerost masy watroby i $ledziony u obu
ptci tych zwierzat [6].

TCPM-H i TCPM-OH to substancje lipofilowe i wzglednie odporne na wplywy
degradacyjne czynnikow $srodowiskowych, a ich zachowanie sie i los w przyrodzie przy-
pomina historie pestycydéw chloroorganicznych czy polichlorowanych bifenyli (PCB)
[2, 3].

Obecnos¢ TCPM-OH stwierdzono w zarchiwizowanej probce podskdrnej tkanki
thuszczowej belugi (Delphinapterus leucas) z rzeki Sw. Wawrzynca z 1952 r. [4], a ostat-
nio takze w mleku kobiecym we Wtoszech (1992 r.; 2,2-3,4 ng/g masy lipidow)
iw Szwecji (1992 r.; 1,9-2,7 ng/g m.l.) [7]. TCPM-H rdwniez zidentyfikowano w mleku
kobiecym w Szwecji (1992 r.; 1,6 ng/g m.l.) [7]. Spos$rod produktow zywnosciowych
TCPM-H i TCPM-OH wykryto w oleju z makreli i tranie leczniczym otrzymanym
z watréb dorszowych - oba gatunki ryb pochodzity z Morza Po6inocnego, a nie wykryto
pozostatosci obu tych substancji w rybach (bonito - tunczyk, wtdécznik, okon, wegorz,
zabnica - nawe i barwena) oraz o$miornicy pochodzacych z Morza S$rédziemnego,
a dostepnych na rynku we Wtoszech [7].

Celem badan byto okreslenie stopnia zanieczyszczenia TCPM-H iTCPM-OH jadal-
nych gatunkéw ryb z Zatoki Gdanskiej.

MATERIAL | METODYKA

Ryby do badan ztowiono w sieci stawne lub zaki w Zatoce Gdanskiej w poblizu Gdanska
i Gdyni w 1992 r. Tok postepowania analitycznego obejmujacy homogenizacje i ekstrakcje
prébek oraz oczyszczanie ekstraktu na drodze dializy przez potprzepuszczalng membrane poli-
etylenowg doktadnie opisano w innej pracy [9]. Przed ekstrakcjg (otwarta kolumna szklana
dtugosci 1,0-1,5 m i o $rednicy wewnetrznej 4 cm), na szczyt upakowanej w kolumnie prébki -
mieszaniny odwodnionej i zhomogenizowanej z bezwodnym siarczanem sodowym, dozowano
wzorzec wewnetrzny nr 1, zawierajagcy 500 ng znakowanego izotopowo (13Ci2) p,p-DDT.
Wstepnie oczyszczony dializat (zawierajacy jeszcze od 0,9 do 8,1 % lipidéw oryginalnie obecnych
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w prébce), doczyszczano i frakcjonowano na ztozu wypetnionym zelem Florisil (Merck, Dar-
mstadt, Niemcy) przemytym dwukrotnie, kolejno metanolem i chlorkiem metylenu. U wylotu
kolumny, zaopatrzonej w kurek teflonowy, pakowano zwitek waty szklanej, nastepnie zel Florisil,
a na szczyt bezwodny siarczan sodowy, kolejno wysuszony w 530°C przez 2 godz., i prazony
w 550°C przez 50 godz. Tak przygotowany bezwodny siarczan sodowy do czasu analizy przecho-
wywano zamkniety w stoju szklanym w suszarce elektrycznej w temperaturze 120°C. Kurek
teflonowy, przed zamontowaniem w kolumnie, moczono w zlewce z chlorkiem metylenu przez
5-10 godz. Kolumna szklana miata dtugos¢ catkowitg 35 cm - dolna cze$¢ kolumny miata dtugosé
25 cm i $rednice 1 cm, a gorna 10 cm i $rednice 3 cm. Przed wprowadzeniem ekstraktu do
kolumny, w celu zmoczenia zelu, ztoze zalewano n-heksanem do poziomu powyzej warstwy
bezwodnego siarczanu sodowego. Ewentualny nadmiar rozpuszczalnika odprowadzano kurkiem,
pozostawiajac cienka warstwe nad siarczanem. Ekstrakt dozowano do kolumny pipetg Pasteura
(jednorazowego uzytku), zuzywajac czterokrotnie po 1 ml s-heksanu. Analit wymywano z ko-
lumny w czterech frakcjach stosujac szereg rozpuszczalnikow o wzrastajgcej polarnosci. Frakcje
pierwszg wymywano 28 ml n-heksanu (tacznie 4 + 28 ml), fakcje druga 38 ml mieszaniny chlorku
metylenu z n-heksanem (15:85; v/v), frakcje trzeciag 56 ml mieszaniny chlorku metylenu z
a-heksanem (50:50; v/v), a frakcje czwartg 66 ml metanolu. Frakcje pierwszg i drugg tgczono.
TCPM-H jest wymywany ze ztoza z zelem Florisil we frakcji drugiej, a TCPM-OH w trzeciej
[11]. Wyciek z kolumny zbierano do fiolek szklanych (poj. 100 ml), do ktérych wczesniej dodano
tetradekan (30yul). Tetradekan spetnia role tzw. trzymacza - substancja ta uniemozliwia ucieczke
do atmosfery oznaczanych zwigzkéw chloroorganicznych, ktére sg mniej lub bardziej lotne,
w tych etapach toku postepowania analitycznego, ktére sg zwigzane z odparowywaniem rozpu-
szczalnika do sucha, nawet Kkiedy jest to proces prowadzony w temperaturze pokojowej. Wszy-
stkie frakcje wycieku z kolumny z zelem Florisil pozostawiano w temperaturze pokojowej w celu
swobodnego odparowania rozpuszczalnikéw do objetosci kilku ml. Kolejno, ekstrakty przeno-
szono ilosciowo do fiolek o poj. 10,5 ml i tak pozostawiano do swobodnego, catkowitego
odparowania rozpuszczalnikéw. Nastepnie ekstrakty przenoszono do specjalnych fiolek (auto-
fiolki), ktére umieszczano w karuzeli zautomatyzowanego dozownika (autosampler) ukfadu
GC/MS. Bezposrednio przed przeniesieniem podwielokrotnosci ekstraktu do autofiolki dozowa-
no do niej wzorzec wewnetrzny nr 2, zawierajacy 100 ng znakowanego izotopowo
(13Ci2)2,2’,4,5,5-pentachlorobifenylu (PCB nr 101).

Analize TCPM-H i TCPM-OH prowadzono technikg kapilarnej chromatografii gazowej
(chromatograf Hewlett-Packard 5890; kolumna Supleco PTE-5 - o dtugosci 60 m i o $rednicy
wewnetrznej 0,32 mm; Bellefonte, PA, USA; zautomatyzowany dozownik probek model Hewlett-
Packard 7676A), w pofaczeniu z niskorozdzielczg spektrometria mas z jonizacjg wigzka elek-
tronow i selektywng rejestracjg jondw (SIR) (spektrometr masowy VG Analytical 11-250;
Altricham, Anglia). Kolumne chromatografu utrzymywano w temperaturze osiagniecia 205°C,
i kolejno dalej podwyzszano z predkoscig 2 C/min. - az do osiggniecia 300°C. Separator
pomiedzy chromatografem i spektrometrem mas utrzymywano w temperaturze 270°C, a zrédto
jonow w 250°C. Wzorcem obliczeniowym byla mieszanina zawierajgca te same ilosci znakowa-
nych izotopowo (13Ci2) p,p-DDT i PCB nr 101 (w autofiolce ale bez ekstraktu) jak dodano do
probki, a takze naturalne (12Ci2) wzorce TCPM-H i TCPM-OH [8]. Dodatek znakowanych
izotopowo (13Ci2) wzorcow p,p-DDT i PCB nr 101 (tzw. Wzorzec wielkosci odzysku) do prébki
na poczatku (p,p’-DDT) i koncu (PCB nr 101) toku postepowania analitycznego raz uzycie tych
samych substancji w tzw. Wzorcu obliczeniowym (autofiolka bez ekstraktu - p,p-DDT i PCB
nr 101 obecne w takim samym stosunku mas jak dodano do prébki), pozwala na doktadng
kontrole wielko$ci odzysku oznaczanych zwigzkéw w kazdej badanej probce, a zatem na skory-
gowanie wynikow oznaczen TCPM-H/OH do wielko$ci 100% odzysku. Wzorcow izotopowych
(13C12) TCPM-H i TCPM-OH jak dotad jeszcze nie zsyntetyzowano i nie sa one dostepne
komercyjnie.
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* Liczba probek zbiorczych i liczba ryb w prébce (w nawiasie)
NS = nie stwierdzono (< 0,02 ng/g m.m.)

W badaniach wiasnych po raz pierwszy wykazano obecno$¢ TCPM-H i TCPM-OH
w rybach battyckich (tabela I). TCPM-H/OH tacznie wykryto w rybach z Zatoki Gdan-
skiej w stezeniu do 40 ng/g masy mokrej. Zbadane ryby zawieraty TCPM-H/OH
w stezeniu o trzy rzedy wielkosci mniejszym anizeli pozostatosci DDT (p,p-DDT,
o,p-DDT, p,p’-DDD, o0,p-DDD, p,p-DDE, o0,p-DDE i p,p’-DDMU) (dane wtasne
nieopublikowane). TCPM-H na og6t wykrywano w rybach z Zatoki Gdanskiej w wie-
kszym stezeniu niz TCPM-OH, a wyjatkiem byty jedynie tobiasz, dobijak i wegorzyca,
ktore zawieraty niemal dwukrotnie wiecej] TCPM-OH niz TCPM-H. Planktonozerne
gatunki ryb, takie jak tobiasz, dobijak (strefa szelfu przybrzeznego) i $ledz (strefa
pelagiczna), a takze mindg (gatunek pasozytniczy), pozostawaty mniej zanieczyszczone
TCPM-H/OH w porédwnaniu z rybami prowadzacymi przydenny tryb zycia (wegorzyca,
babka obta, dorsz istornia) czy drapieznymi (sandacz i okon). Fakt obecnosci TCPM -H
i TCPM-OH w rybach z Zatoki Gdanskiej potwierdza przynaleznos¢ tych zwigzkéw do
grupy trwatych zanieczyszczen halogenoorganicznych w $rodowisku naturalnym.
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W Polsce przez wiele lat i w duzych ilosciach stosowano insektycyd DDT - przy-
puszczalnie gtéwne Zzrédto TCPM-H/OH w Zatoce Gdanskiej (ryby z tego akwenu
pozostajg obecnie silniej zanieczyszczone pozostatoSciami DDT w poréwnaniu do tych
samych gatunkéw ryb z innych miejsc w Morzu Battyckim). Brak jest bardzo wielu
danych o toksycznosci TCPM-H i TCPM-OH, a ryzyko wystepowania pozostatosci tych
substancji w zywnos$ci pozostaje nieznane.

J. Falandysz

RESIDUES OF 7R/5(4-CHLOROPHENYL)METHANE AND
77?/S(4-CHLOROPHENYL)METHANOL IN FISH FROM THE GULF OF GDANSK

Summary

7m(4-chlorophenyl)methane (TCPM-H) and fra(4-chlorophenyl)methanol (TCPM-Oh) were
identified and quantified in fish caught in the Gulf of Gdansk, Baltic Sea. The method of
measurement was capillary gas chromatography and low resolution mass spectrometry
(HRGC/LRMS) after a nondestructive extraction and clean-up of the samples using a wide-bore
glass tubes and dialysis with a semipermeable polyethylene membrane and further fractionations
of the extract on Florisil column. TCPM-H and TCPM-OH were detected in fish in concentration
from 0.08 to 1.6 and from < 0.02 to 0.4 ng/g wet weight, respectively.
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