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OPTYMALIZACJA | WALIDACJA METODY OZNACZANIA
POLICHLOROWANYCH BIFENYLI W GLEBIE

Polichlorowane bifenyle (PCB) sq to syntetyczne zwiqzki aromatyczne produkowane
W duzych ilosciach na calym Swiecie od lat trzydziestych XX wicku. Ich synteza zostala
zabroniona w latach 70 XX wieku. Zwigzki te mialy szerokie zastosowanie migdzy innymi jako
plyny dielektryczne w kondensatorach i transformatorach, smary czy plastyfikatory. Ze wzgledu
na wiasciwosci tych zwigzkow, takie jak odpornos¢ na degradacje chemiczng i dlugi okres
pottrwania (od 3 do 40 lat), stanowig one trwale zanieczyszczenia srodowiska. Najwyzsze ich
ilosci znajdujq sie w glebie, jednak mozna je oznaczyé réwniez w powietrzu, osadach, wodzie,
roslinach, a nawet organizmach zywych. Celem pracy byta optymalizacja i walidacja metody
oznaczania kongeneréw PCB 10, 28, 138, 153 i 180 w glebie. W procesie optymalizacji metody,
testowano trzy odczynniki do ekstrakcji oraz dwa rodzaje sorbentow do oczyszczania. Walidacje
przeprowadzono na dwéch poziomach wzbogacenia w celu okreslenia odzysku iprecyzji
metody. Zoptymalizowanq i zwalidowang metode zastosowano do analizy zawartosci
wybranych kongenerow PCB w probkach rzeczywistych pobranych z terenu Podkarpacia. Na
podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze najlepszym odczynnikiem do ekstrakcji PCB
z gleby jest heksan, zas sorbentem do oczyszczania Florisil. Stezenie PCB 10, 28, 52, 138 i 153
w analizowanych probkach rzeczywistych bylo ponizej granicy oznaczalnosci (LOQ<0,005
mg/kg). PCB 180 oznaczono na poziomie 0,007 mg/kg w glebie pobranej z terenu obok linii
kolejowych w Gluchowie.

Stowa Kkluczowe: polichlorowane bifenyle, gleba, zanieczyszczenia, optymalizacia,
walidacja

I. WSTEP

Polichlorowane bifenyle (PCB) to toksyczne zwiazki aromatyczne obejmujace 209
kongenerow, ktorych struktura chemiczna rézni si¢ pozycja oraz liczbg atomow chloru
W pierScieniu. Zwigzki te znalazly szerokie zastosowanie migdzy innymi jako plyny
dielektryczne w kondensatorach i transformatorach, ptyny do przenoszenia ciepta, hydrauliczne,
oleje smarowe, skfadniki pestycydow, lakieru epoksydowego, plastyfikatory do produkcji farb,
klejow, uszczelniaczy i tworzyw sztucznych oraz jako dodatek w produkcji papierow w celu
kopiowania bez kalki [Erickson i Kaley 2010, Vorkamp i in. 2016]. Zakaz ich stosowania
w Polsce wprowadzono w wyniku wydania Rozporzadzenia Ministra Gospodarki z dnia
24 czerwca 2002 roku, ktére dopuszczato wykorzystanie PCB do dnia 30 czerwca 2010 roku
[Rozporzadzenie Ministra Gospodarki 2002]. Pomimo wprowadzonego zakazu produkcji tych
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zwigzkow, duza ich ilo§¢ znajduje si¢ w prawie kazdym elemencie globalnego ekosystemu na
calym $wiecie.

Skazenie upraw rolniczych, flory i fauny na danym terenie wynika z duzej trwatosci
i kumulacji tych syntetycznych zwigzkéw w glebie [Elabbas i in. 2013, Kumar i in. 2014, Kiani
i in. 2023]. PCB glownie dostaja sie¢ do organizmu czlowieka droga pokarmows np. poprzez
spozycie ttuszczy zwierzgcych. PCB przyczynia sie do rozwoju chordb przewlektych takich jak:
cukrzyca typu 2, dysfunkcje neurologiczne oraz choroby uktadu krazenia, otytos¢ [Kaw i Kannan
2016]. Toksyczne dzialanie tych ksenobiotykéw wplywa rowniez na niska mas¢ urodzeniowa
U niemowlat oraz spadek rozwoju funkcji poznawczych [Jin i in. 2017].

Stosowanych jest wiele technik oznaczania PCB, w tym wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC) (z detektorem UV, fluorescencyjnym (FLD) czy matrycg fotodiodowa (DAD)),
ultrawysokosprawna chromatografia cieczcowa (UPLC), chromatografia gazowa (GC)
(wyposazona w detektor wychwytu elektrondow (ECD) Ilub spektrometrii mas (MS)),
powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Ramana (SERS) czy tez powierzchniowy rezonans
plazmonowy (SPR). Najpowszechniej stosowang technika instrumentalng jest jednak
chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas (GC-MS) ze wzglgdu na mozliwosé
jednoznacznej detekcji czasteczek w ztozonej matrycy oraz wysoka czutos¢ metody [Moukas i in.
2014, Ahmad i in. 2019]. Przeprowadzono wiele badan majacych na celu okreslenie zawartosci
PCB w $rodowisku, jednak nieliczne zostaty wykonane na terenie Polski w celu zbadania stezen
tych aromatycznych zwigzkoéw w glebie.

Zwazywszy na tak ogromny negatywny wplyw PCB na caly globalny ekosystem, podjeto
badania, ktorych celem byta optymalizacja i walidacja metody oznaczania tych ksenobiotykéw
w glebie oraz ich analiza w probkach pobranych z terenu Podkarpacia.

1. METODYKA BADAN

Badania rozpoczgto od przeprowadzenia analizy chromatograficznej wzorca mieszaniny
PCB w trybie pelnego skanowania (full scan) w celu okreslenia czasu retencji okreslonych
kongenerow (PCB 10, 28, 52, 138, 153 i 180). Zastosowano parametry pracy
chromatografu (model 7890A, Agilent Technologies, USA) takie jak: temperatura linii
transferowej 280°C, temperatura dozownika 280°C, temperatura zrodta jonow 300°C,
temperatura kwadrupola 180°C, przeptyw gazu 1 ml/min, program temperaturowy pieca:
120°C utrzymywane przez 2 min, wzrost 15°C/min do 280°C utrzymywane przez 5 min,
wzrost 28°C/min do 320°C, utrzymywane przez 10 min [Wojtowicz i Jakubowicz 2019].

Kolejnym etapem badan bylo przeprowadzenie analizy w trybie monitorowania
pojedynczych jonéw (SIM) dla mieszaniny wzorcow PCB o stezeniu 10 mg/kg. W tabeli 1
zestawiono monitorowane jony jakosciowe oraz ilosciowe badanych kongeneréw PCB.
W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej, ze wzorca analitycznego przygotowano
6 roztworow o stezeniach PCB w zakresie od 0,0006 mg/kg do 10 mg/kg PCB.

Tabelal- Table1
Monitorowane jony PCB [m/z] / Monitored PCB ions [m/z]

Kongener / Congener | Jon ilosciowy / Qualification ion Jon jakoséciowy / Quantification ion
PCB 10 222 152,1

PCB 28 256 186

PCB 52 290 220

PCB 138 357,9 290

PCB 153 357,9 289,9

PCB 180 391,9 323,9

94




Proces optymalizacji metody polegat na dodaniu do proboéwek polipropylenowych
0 poj. 50 ml po 5 g gleby, 0,1 ml wzorca — mieszaniny PCB o st¢zeniu 10 mg/kg oraz 10 ml
wody, a nastepnie 9,9 ml wybranego odczynnika do ekstrakcji: mieszaning aceton:heksan
(2:4, viv) lub heksan lub eter naftowy. Na wytrzgsarce mechanicznej typu vortex
(Benchmark Scientific Inc., USA) mieszano zawarto$¢ probek przez 1 min. Nastgpnie
dodano mieszanine soli ekstrakcyjnych, w ktorej sktad wchodzito: 4 g siarczanu magnezu,
1 g chlorku sodu, 1 g dwuwodnego cytrynianu sodu i 0,5 g seskwihydratu cytrynianu sodu.
Zawarto$¢ probowek wytrzasano przez 1 min i odwirowano (Centrifuge 5804 R,
Eppendorf, Niemcy) przez 5 minut przy obrotach 5000 rpm, a nastgpnie 5 ml ekstraktow
przeniesiono do proboéwek polipropylenowej o poj. 15 ml zawierajacych sorbenty do
oczyszczania i 900 mg siarczanu magnezu. Na etapie oczyszczania sprawdzono 2 rodzaje
sorbentow: PSA (150 mg) oraz Florisil (1 g). Zawarto$¢ probéwek wytrzasano przez 1 min
i odwirowano przez 5 min przy obrotach wiréwki 5000 rpm. Oczyszczone ekstrakty
przeniesiono do fiolek chromatograficznych.

Walidacje przeprowadzono stosujac zoptymalizowang metode przygotowania probek tzn.
ekstrakcje heksanem i oczyszczanie poprzez dyspersyjng ekstrakcje do fazy statej (dSPE)
zuzyciem Florisilu. Probki gleby poddano procesowi fortyfikacji na poziomie 0,005 mg/kg
i 1 mg/kg. Analizy wykonano w 3 powtorzeniach. Sredni odzysk oraz precyzje obliczono dla
kazdego poziomu wzbogacenia. Jako granice oznaczalnosci (LOQ) przyjeto najnizszy poziom
wzbogacenia, dla ktoérego odzysk i precyzja byty poprawne.

Zoptymalizowana i zwalidowana metoda zostata zastosowana do analizy PCB
w 13 probkach gleby pobranych z terenu Podkarpacia. W tabeli 2 przedstawiono probki

rzeczywiste wraz z miejscem ich pochodzenia.
Tabela 2 - Table 2

Probki rzeczywiste / Real samples

Sar’r:lglgrr?tljriiber Miejsce pobrania / Sampling place
1 Stup energetyczny 100 k700 — Giedlarowa / Utility pole 100 k700 — Giedlarowa
2 Wiatrak — Gluchéw / Wind turbine — Gluchéw
3 Wiatrak 2 — Gtuchow / Wind turbine 2 — Gluchow
4 Tory kolejowe 1 — Gluchow / Railroad tracks 1 — Gluchéw
5 Tory kolejowe 2 — Gluchéw / Railroad tracks 2 — Gluchéw
6 Tory kolejowe — Krzemienica / Railroad tracks — Krzemienica
7 Stup energetyczny 75 — Giedlarowa / Utility pole 75 — Giedlarowa
8 Wiatrak ztagcze — Gluchow / Windmill connector — Gluchéw
9 Stup energetyczny — Biedaczow / Utility pole — Biedaczow
10 Transformator — Biedaczow / Electric transformer —Biedaczow
11 Rozdzielnia pradu — Krzemienica / Electric power distribution — Krzemienica
12 Ogrod / Garden
13 Szklarnia ogrodowa / Greenhouse

1. WYNIKI I DYSKUSJA
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze najlepszym rozpuszczalnikiem do
ekstrakcji PCB 10, 28, 138, 153 i 180 byl heksan, za$ sorbentem stosowanym do
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oczyszczania Florisil. Sredni odzysk dla wszystkich kongeneréw PCB wynidst 95,7%,
a precyzja 4,2%. Szczegbdtowe dane przedstawia tabela 3.

Tabela 3 - Table 3
Srednie odzyski dla kongeneréw PCB / Average recoveries for PCB congeners

Poziom
wzbogacenia

A PCB 10 PCB 28 PCB 52 PCB 138 PCB 153 PCB 180
Fortification

level
0,005 mg/kg | 89,5+2,3 98,6+2,4 84,2423 87,742,1 99,4+1,7 94,1442
1 mg/kg 61,0£1,4 74,4+0,3 81,8+0,5 79,8+0,5 92,9+0,5 92,4+0,3

Po zastosowaniu innych uktadéw odczynnikow i sorbentéw, otrzymano odzyski w zakresie
108,5-160,5% oraz precyzj¢ od 4,2% do 55,8%.

13 probek rzeczywistych pobranych z terenu Podkarpacia zostalo poddanych badaniu przy
zastosowaniu zoptymalizowanej metody. Zawarto$¢ kongeneréw PCB jak: 10, 28, 52, 138 i 153
byta ponizej LOQ (< 0,005 mg/kg) we wszystkich probkach rzeczywistych. Stezenie PCB 180,
powyzej LOQ, zostalo oznaczone jedynie w glebie pochodzacej z terenu toréw kolejowych
w Gluchowie i wynosito ono 0,007 mg/kg. Warto$¢ ta nie przekracza dopuszczalnego poziomu
okreslonego w Rozporzadzeniu Ministra Srodowiska (Dz.U. 2016 poz. 1395), ktéry wynosi od
0,02 mg/kg do 2 mg/kg w zaleznosci od rodzaju gruntow [Rozporzadzenie 2016].

Inni autorzy, ktérzy badali zawartos¢ PCB w probkach gleby pobranej z terenu
potudniowo-wschodniej Polski zanieczyszczonej olejem transformatorowym, wykazali
najwicksze stezenie PCB 52 (2,82 mg/kg s.m) oraz PCB 28 — 1,49 mg/kg s.m. [Wojtowicz
i Jakubowicz 2019]. Probki pobrane w Kapsztadzie zawieralty PCB 180, ktorego stezenie
bylo réowne 0,142 mg/kg, co $wiadczy o znacznym zanieczyszczeniu tamtych terendw
[Olatunji 2019]. Analiza wykonana w wojewodztwie zachodniopomorskim w Polsce
wykazata obecno$¢ tych syntetycznych zwigzkow w glebie pobranej z pol uprawnych
w zakresie od 0,0002 mg/kg do 0,0005 mg/kg [Witczak i Abdel-Gawada 2012].

Do $rodowiska zostato przeniesione 80% rocznej produkcji PCB w wyniku procesow
parowania, wyciekow, spopielenia 1 niewlasciwego przechowywania odpadéw na
wysypiskach $mieci. Zwazywszy na diugi okres pottrwania oraz odporno$¢ na rozktad,
zwigzki te sg kumulowane w $rodowisku w osadach oraz glebie [Starek 2001].
Przewidywanie losow PCB jest mozliwe zwazywszy na warto$¢ wspotczynnika podziatu
oktanol - woda (log Kow). Warto$¢ log Kow powyzej 6 wskazuje na tendencj¢ do kumulacji
tych ksenobiotykow w glebie [Aken i in. 2009].

1V. PODSUMOWANIE

PCB to zwigzki syntetyczne, ktorych dystrybucja zostata zakazana w Polsce w roku
2010. Jednak sg one nadal wykrywane na calym $wiecie ze wzgledu na diugi okres
péltrwania oraz odpornos$¢ na degradacj¢. Ze wzgledu na toksyczny wptyw na Srodowisko
oraz zdrowie czlowieka istnieje potrzeba skutecznego wykrywania tych zwigzkow. Na
podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, Ze najlepsza metoda przygotowania probki
do badania jest ekstrakcja heksanem oraz oczyszczanie metoda dSPE przy zastosowaniu
Florisilu. Metoda ta jest skuteczna do oznaczania PCB w probkach gleby. Sredni odzysk
dla wszystkich kongeneréw PCB wyniost 95,7%, natomiast precyzja 4,2%. W probkach
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gleby pobranych z terenu Podkarpacia nie wykryto PCB, z wyjatkiem jednej probki,
w ktdrej oznaczono PCB 180 na poziomie LOQ zoptymalizowanej metody.

Informacja o finansowaniu badan: Dofinansowano ze srodkow Ministra Nauki w ramach

Programu ,, Regionalna inicjatywa doskonatosci”. Umowa nr RID/SP/0010/2024/1.
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OPTIMIZATION AND VALIDATION OF THE METHODS FOR THE
DETERMINATION OF POLYCHLORINATED BIPHENYLS IN SOIL

Summary

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are synthetic aromatic compounds produced in large
quantities around the world since the 1930s, the synthesis of which was banned in the
1970s. These compounds were widely used, among others, as dielectric fluids in capacitors
and transformers, grease and plasticizers. Due to the properties of these compounds, such
as resistance to chemical degradation and long half-life (from 3 to 40 years), they
constitute persistent environmental pollutants. The highest amounts are found in the soil,
but they can also be determined in the air, sediments, water, plants and even living
organisms. The aim of the work was to optimize and validate the method for determining
PCB congeners 10, 28, 138, 153 and 180 in soil. As part of the method optimization, three
extraction reagents and two types of purification sorbents were tested. Validation was
performed at two fortification levels to determine the recovery and precision of the method.
The optimized and validated method was used to analyze the content of selected PCB
congeners in real samples collected from the Podkarpacie region. Based on the conducted
research, it was shown that the best reagent for the extraction of PCBs from soil is hexane,
and the best sorbent for purification is Florisil. The concentration of PCB 10, 28, 52, 138
and 153 in the analyzed real samples was below the limit of quantification (LOQ<0.005
mg/kg). PCB 180 was determined at a level of 0.007 mg/kg in soil taken from the area next
to the railway lines in Gtuchow.

Keywords: polychlorinated biphenyls, soil, pollution, optimization, validation
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