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Wykaz skrótów i akronimów 

Akronim/Skrót Termin anglojęzyczny Termin polskojęzyczny 

ACN Acetonitrile Acetonitryl 

ANOVA Analysis of variance Analiza wariancji 

BADC Bisphenol A Cyanate esters Estry dicyjanianowe bisfenolu A 

BECy Bisphenol E Cyanate esters Estry cyjanianowe bisfenolu E 

BMDC Bisphenol M Dicyanate Esters Estry dicyjanianowe bisfenolu M 

BMI Mody mass indeks Wskaźnik masy ciała 

BPDC Bisphenol P Cyanate esters Estry dicyjanianowe bisfenolu P 

BPA Bisphenol A Bisfenol A 

BSTFA 
N,O-

Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide 

N,O-

Bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid 

CA Concentration Addition Model addycji stężeń 

DLLME 
Dispersive liquid-liquid 

microextraction 

Dyspersyjna mikroekstrakcja w 

układzie ciecz-ciecz 

EC Effective Concentration Stężenie efektywne 

EDC Endocrine Disrupting Compounds Związki endokrynnie czynne 

EI Electron Ionization Jonizacja elektronami 

EFSA European Food Safety Authority 
Europejski Urząd ds. 

Bezpieczeństwa Żywności 

ERα Estrogen receptor α Receptor estrogenowy α 

ERβ Estrogen receptor β Receptor estrogenowy β 

ESI Electrospray ionization 
Jonizacja w trybie 

elektrorozpylania 

FAI  Free Androgen Index  Wskaźnik wolnych androgenów 

FSH Follicle-stimulating hormone Folitropina 

GC Gas chromatography Chromatografia gazowa 

HPLC 
High Performance Liquid 

chromatography 

Wysokosprawna Chromatografia 

Cieczowa 

IA Independent Action Model działań niezależnych 

ISTD Internal Standard Wzorzec wewnętrzny 

IUPAC 
International Union of Pure and 

Applied Chemistry 

Międzynarodowa Unia Chemii 

Czystej i Stosowanej 

LC Liquid Chromatography Chromatografia cieczowa 

LLE Liquid-liquid Exctration Ekstrakcja w układzie ciecz-ciecz 

LOD Limit of Detection Granica wykrywalności 

LOQ Limit of Quantitation Granica oznaczalności 

MeOH Methanol Metanol 

MDR Model Deviation Ratio 
Współczynnik Odchylenia 

Modelu 

MIP Moleculary Imprinted Polymers 
Polimer z odciskiem 

molekularnym 

MRM Multiple Reaction Monitoring 
Tryb monitorowania wielu przejść 

jonowych 

MS Mass spectrometry Spektrometria mas 

MS/MS Tandem Mass Spectrometry Tandemowa spektrometria mas 
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MSTFA 
N-Methyl-N-(trimethylsilyl)-

trifluoroacetamide 

N-metylo-N-

(trimetylosilyl)trifluoroacetamid 

NHANES 
National Health and Nutrition 

Examination Survey 

Narodowego Badania Zdrowia i 

Żywienia w Stanach 

Zjednoczonych 

NSCLC Non Small Cell Lung Cancer Niedrobnokomórkowy rak płuc 

PCOS Policystic Ovary Syndrome Zespół policystycznych jajników 

   

SIM Single Ion Monitoring 
Tryb monitorowania 

pojedynczego jonu 

SBSE Stir Bar Sorptive Extraction 
Ekstrakcja za pomocą ruchomego 

elementu sorpcyjnego 

SPE Solid phase extraction Ekstrakcja do fazy stałej 

SPME Solid phase microextraction 
Mikroekstrakcja do fazy 

stacjonarnej 

TDI Tolerable Daily Intake Dopuszczalna dzienna dawka 

TG Triglicerides Triglicerydy 

UPLC 
Ultrahigh Performance Liquid 

Chromatography 

Ultrasprawna Chromatografia 

Cieczowa 

UV – Vis 

spectroscopy 
Ultraviolet – visible spectroscopy Spektroskopia UV-Vis 
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1. Wprowadzenie 

Bisfenole stanowią szeroką klasę związków chemicznych, powszechnie zaangażowanych  

w procesach produkcji poliwęglanowych tworzyw sztucznych i żywic epoksydowych. Najbardziej 

rozpowszechnioną i stosowaną na największą skalę cząsteczką, przynależącą do tej grupy, jest bisfenol 

A (BPA). Szacuje się, że światowa produkcja BPA w roku 2020 wynosiła około 6,2 mln ton [1]. 

Ogromna skala produkcji i powszechne zastosowania w przemyśle sprawiły, że związek ten stał się 

wszechobecny w elementach składowych środowiska. Jego negatywny wpływ na organizmy żywe oraz 

całe ekosystemy został potwierdzony licznymi badaniami naukowymi i stosunkowo dobrze poznany 

oraz opisany w literaturze specjalistycznej na przestrzeni ostatnich dwóch dekad. Sztandarowym 

przykładem negatywnego oddziaływania BPA na zdrowie jest jego zdolność do wiązania się  

z receptorami estrogenowymi i androgenowymi dzięki strukturalnemu podobieństwu do naturalnych 

hormonów, przez co zalicza się go do grupy związków endokrynnie czynnych [2]. Co więcej, wiele 

wyników badań sugeruje, że istnieje korelacja pomiędzy stężeniem BPA w tkankach  

a rozwojem nowotworów hormonozależnych, takich jak rak piersi lub prostaty [3,4], a także iż związek 

ten niekorzystnie wpływa między innymi na neurorozwój dzieci, funkcje seksualne i reprodukcyjne czy 

zaburzenia metaboliczne [5-8].  

Z tego powodu Agencja Ochrony Środowiska Stanów Zjednoczonych  

(US EPA) - opierając się na dostępnych badaniach naukowych - wyznaczyła referencyjną dopuszczalną 

dzienną dawkę (TDI) dla bisfenolu A wynoszącą 50 µg/kg masy ciała/ dzień [9]. Natomiast ze względu 

na niezwykle szerokie zastosowanie i coraz większą ilość doniesień naukowych dotyczących 

powiązania BPA z wyżej wymienionymi zaburzeniami zdrowotnymi, w 2015 roku Europejski Urząd  

ds. Bezpieczeństwa Żywności (EFSA) obniżył dopuszczalną dzienną dawkę do 4 µg/kg masy 

ciała/dzień [10], a wiele krajów wprowadziło do swojej legislacji przepisy ograniczające jego 

zastosowanie. Pierwszym państwem, które sklasyfikowało BPA jako toksyczny związek chemiczny  

i zakazało jego stosowania w produkcji butelek dla dzieci w 2010 roku była Kanada [11]. Za jej 

przykładem poszły Stany Zjednoczone, niektóre państwa Unii Europejskiej i kraje azjatyckie,  

w tym Chiny i Japonia.  

Efektem zmian i regulacji prawnych było wycofanie się niektórych producentów tworzyw 

sztucznych z użycia BPA lub znaczące jego ograniczenie, co w konsekwencji doprowadziło do 

poszukiwania zamienników tej cząsteczki. Naturalnie, najbardziej odpowiednie okazały się analogi 

BPA, w których strukturze również występują dwa pierścienie aromatyczne, połączone poprzez mostek 

węglowy lub inny element struktury chemicznej oraz grupy hydroksylowe -OH ustawione względem 

tego mostka w pozycji -para. Ze względu na podobną budowę, a także fakt, iż to grupy hydroksylowe 

odgrywają kluczową rolę w wiązaniu się tych molekuł z receptorami estrogenowymi, można 

podejrzewać, iż większość bisfenoli będzie wykazywało mniejsze lub większe powinowactwo do 

wspomnianych receptorów, a co za tym idzie analogi BPA również będą związkami endokrynnie 
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czynnymi. Na rysunku 1. przedstawiono struktury chemiczne, nazwy IUPAC oraz akronimy (BPx) 

związków z grupy bisfenoli, które były przedmiotem badań opisanych w niniejszej rozprawie.  

 

 

 

2,2-bis(4-hydroksyfenylo)propan 

BPA (nr CAS 80-05-7) 

 

 

Bis(4-hydroxyphenyl)-2,2-

dichloroethylene 

BPC (nr CAS 14868-03-2) 

 

 

 

1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)ethane 

BPE (nr CAS 2081-08-5) 

 

 

 

4,4′-Methylenediphenol 

BPF (nr CAS 620-92-8) 

 

 

2,2-Bis(4-hydroxy-3- 

isopropylphenyl)propane 

BPG (nr CAS 127-54-8) 

 

4,4′-(1,3- 

Phenylenediisopropylidene) 

bisphenol 

BPM (nr CAS 13595-25-0) 

 

4,4′-(1,4- 

Phenylenediisopropylidene)  

bisphenol 

BPP (nr CAS 2167-51-3) 

 

4,4′-Sulfonyldiphenol 

BPS (nr CAS 80-09-1) 

 

4,4′-Cyclohexylidenebisphenol 

BPZ (nr CAS 843-55-0) 

 

4,4′-(9-Fluorenylidene)diphenol 

BPFL (nr CAS 3236-71-3) 

 

1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)-1,1- diphenylmethane 

BPBP (nr CAS 1844-01-5) 

Rysunek 1. Uproszczone struktury chemiczne bisfenolu A oraz innych wybranych związków z 

grupy bisfenoli (wraz z numerami CAS), które były przedmiotem badań podjętych w projekcie 

doktorskim. 
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O ile BPA, jego toksyczność ogólna, ekotoksyczność, potencjał endokrynny i wiele innych 

szkodliwych właściwości są, tak jak już wspomniano, dobrze scharakteryzowane, o tyle badania 

dotyczące analogów strukturalnych są tematem stosunkowo nowym w literaturze. Wraz z ich rosnącym 

rozpowszechnieniem w środowisku i stale powiększającą się świadomością społeczeństw  

o szkodliwości BPA i jego analogów, można dostrzec wyraźny wzrost zainteresowania środowisk 

naukowych tą grupą związków. Ilustruje to liczba dostępnych publikacji i doniesień w uznanych 

czasopismach z dziedzin medycyny, toksykologii, chemii, ekotoksykologii i oczywiście analityki 

chemicznej. Ponieważ ostatnia z wymienionych dziedzin jest niezbędnym i nieodłącznym narzędziem 

badawczym w pozostałych obszarach nauk technicznych i o życiu, uzasadnione jest opracowywanie 

nowoczesnych procedur analitycznych, umożliwiających jakościowe i ilościowe oznaczanie zawartości 

związków z grupy bisfenoli w matrycach różnorodnego pochodzenia. 

Dodatkowo z analitycznego punktu widzenia tematyka ta stanowi niekiedy niemałe wyzwanie, 

choćby ze względu na to, że w większości opiera się o analizę śladów. Tu nie tylko wybór techniki 

końcowych oznaczeń jest kluczowy, ale przede wszystkim odpowiednio opracowane i zoptymalizowane 

procedury przygotowywania próbek do analizy są w stanie zagwarantować odpowiednią czułość  

i selektywność metody, a co za tym idzie miarodajność otrzymanych wyników. Nie bez znaczenia jest 

też obecność bisfenolu A i jego analogów w wielu przedmiotach codziennego użytku, a także  

w przyrządach laboratoryjnych i ich elementach zużywalnych, co rodzi konieczność pozbywania się 

analitów ze wszystkich składowych procedury analitycznej poza próbką badaną. Bez wątpienia zatem 

bisfenole w szeroko pojętym środowisku stanowią ważny temat, w ramach którego można pogłębiać 

wiedzę z zakresu chemii analitycznej, a to z kolei stanowi istotny element niniejszej pracy w ramach 

podejścia opartego na analizie instrumentalnej.  

Drugim obszarem poruszonym podczas rozwijania projektu doktorskiego była część 

bioanalityczna stosująca biotesty do ewaluacji wzajemnych oddziaływań pomiędzy bisfenolami. 

Połączenie tych dwóch obszarów stanowi w przekonaniu autorki ciekawe i wyczerpujące studium 

problematyki związków z grupy bisfenoli, ich właściwości i rozpowszechnienia w różnych elementach 

środowiska, z jakimi na co dzień ma kontakt człowiek.  
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2. Część literaturowa 

2.1. Zastosowanie bisfenolu A w przemyśle 

 

Bisfenol A został po raz pierwszy zsyntetyzowany w 1891 roku przez rosyjskiego chemika, 

Aleksandra Dianina na drodze reakcji fenolu z acetonem, w obecności kwaśnego katalizatora. W latach 

50-tych XX wieku odkryto, że reakcja tego związku z dichlorkiem karbonylu (fosgenem) w środowisku 

silnie zasadowym prowadzi do polimeryzacji i powstania twardej, przezroczystej żywicy – poliwęglanu 

[12]. Reakcje syntezy BPA oraz jego polimeryzacji zostały przedstawione odpowiednio na Rysunku 2a 

i 2b. 

 

 

C

O

ClCl
+

CH3

CH3

OHOH

0

..

..
0

..0

..

CH3

CH3

OHO
+

O
–

Cl

Cl H

...

...

CH3

CH3

OHO

O

Cl

CH3

CH3

OO

O O

O O

fosgen Bisfenol A

polimeryzacja

 

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie (a) reakcji kondensacji prowadzącej do powstania cząsteczki 

bisfenolu A oraz (b) reakcji polimeryzacji prowadzącej do powstania łańcucha poliwęglanowego.  

Od tamtej pory światowa produkcja BPA systematycznie rosła, by osiągnąć obecnie około  

6 milinów ton rocznie w skali świata [1]. Związek ten stosowany jest przede wszystkim do produkcji 

wspomnianych wcześniej polimerów poliwęglanowych, co stanowi około 65% jego ogólnego 

zastosowania produkcyjnego, w około 30% używany jest w wytwórstwie żywic epoksydowych,  

a pozostałe 5% stanowią jego zastosowania jako stabilizator i przeciwutleniacz w produkcji polichlorku 

winylu czy poliuretanu [12,13].  

Poliwęglanowe tworzywa sztuczne na bazie BPA charakteryzują się właściwościami 

korzystnymi z punktu widzenia wielu gałęzi przemysłu, takimi jak wysoka udarność, twardość, 

a 

b 
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sztywność, przezroczystość i odporność na stosunkowo szeroki zakres temperatur w przedziale od około 

-40oC do 145oC oraz odporność chemiczną na wiele kwasów i olei [14]. Z tego powodu znajdują 

zastosowanie jako materiał do produkcji między innymi bidonów, opakowań do żywności, materiałów 

konstrukcyjnych w budownictwie, płyt CD, sprzętu elektronicznego oraz szerokiej gamy przedmiotów 

codziennego użytku spotykanych w gospodarstwach domowych i miejscach pracy, takich jak sprzęt 

AGD [15]. Żywice epoksydowe z kolei stosowane są przy otrzymywaniu różnego rodzaju lakierów 

stanowiących powłoki mebli, powłoki znajdujące się wewnątrz opakowań żywności czy klejów i spoiw. 

Ponadto BPA często stosowany jest także w produkcji papieru termalnego jako wywoływacz koloru, 

tak jak ma to miejsce np. w przypadku paragonów fiskalnych [13-16].  

W ostatnich latach pojawiły się również doniesienia na temat wykrywalności BPA  

w ubraniach – zarówno nowych jak i używanych, co może wskazywać na jego obecność w barwnikach 

do koloryzacji tkanin, samych tkaninach czy w detergentach do prania [17,18].  

2.2. Zastosowanie przemysłowe innych związków z grupy bisfenoli 

 

W związku z narastającym zaniepokojeniem dotyczącym negatywnego wpływu BPA na zdrowie 

człowieka i środowisko oraz ograniczeniami prawnymi nałożonymi na zastosowanie jego w produkcji 

m.in. butelek dla dzieci, wytwórcy tworzyw sztucznych rozpoczęli poszukiwanie substytutów, których 

wprowadzenie wiązałoby się z mniejszą presją społeczną na wycofanie potencjalnie szkodliwych 

produktów z rynku. Zastosowanie bisfenolu AF, bisfenolu F czy bisfenolu S stało się najpopularniejszą 

alternatywą i bardzo często produkty wytworzone z polimerów na bazie tych bisfenoli, oznaczane są 

przez producentów jako „BPA free”. W przypadku niektórych bisfenoli dostęp do informacji na temat 

ich przemysłowego zastosowania jest bardzo ograniczony, natomiast istnieje wiele doniesień 

literaturowych wskazujących na ich występowanie w różnych elementach środowiska.  

BPC jest analogiem znajdującym zastosowanie przede wszystkim w syntezie polimerów 

służących do produkcji materiałów ogniotrwałych [19,20]. Po raz pierwszy uzyskano BPC na drodze 

reakcji kondensacji fenolu z aldehydem trichlorooctowym – chloralem i następującej później 

dehydrohalogenacji produktu (Rysunek 3a) [20]. Początki syntezy polimerów opartych na tym związku 

sięgają wczesnych lat 60-tych XX wieku, natomiast reakcja polimeryzacji jest analogiczna do 

przedstawionej wcześniej reakcji BPA z fosgenem (Rysunek 3b).  

Poza poliwęglanami, bisfenol C jest składnikiem budulcowym innych ognioodpornych  

i samogaszących polimerów, takich jak poliaryletery, poliuretany, epoksydy, poliamidy, policyjanurany 

lub żywice fenolowe [19, 21-24]. Za unikalne właściwości w zakresie ognioodporności BPC  

i materiałów polimerowych na jego bazie odpowiedzialne są prawdopodobnie oddziaływania pomiędzy 

atomami chloru a pierścieniami aromatycznymi [25]. 
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BPE również jest związkiem chemicznym istotnym z punktu widzenia wytwórstwa polimerów. 

Szczególne zastosowanie mają estry cyjanianowe bisfenolu E (BECy), czyli żywice termoutwardzalne, 

które tworzą polimery o wysokiej termostabilności i doskonałych właściwościach mechanicznych. 

Dzięki absorbowaniu wilgoci w niewielkim stopniu i dużej sile klejenia polimery estrów cyjanianowych 

zastępują w niektórych zastosowaniach epoksydy. Dodatkowo żywice BECy są bardzo dobrym 

kandydatem nadającym się do napraw iniekcyjnych, np. kompozytów z włókna węglowego, przez to, 

że charakteryzują się wysoką temperaturą zeszklenia i niską lepkością w temperaturze pokojowej [26-

29].  

OH

+ H Cl

O

Cl
Cl

Fenol Aldehyd trichlorooctowy

Bisfenol C

OH OH

ClCl Cl

H

OH OH

ClCl

DMF LiCl

H2SO4

0°C

 

 

OH OH

ClCl

+
O

Cl Cl

-HCl

ClCl

O O

O

n
0

Fosgen Poliwęglan BPCBPC  

Rys.3 Reakcje chemiczne prowadzące do (a) powstania BPC oraz (b) jego polimeryzacji. 

BPF jest związkiem o najmniejszej masie cząsteczkowej spośród wszystkich członków rodziny 

bisfenoli. Podobnie jak w przypadku wcześniej opisanych bisfenoli, jego produkcja oparta jest na reakcji 

kondensacji fenolu. Jako drugi substrat reakcji stosuje się formaldehyd, natomiast katalizatorem jest 

zwykle silny kwas – np. szczawiowy, chlorowodorowy lub siarkowy [30]. BPF stał się głównym 

substytutem BPA w produkcji żywic epoksydowych. Żywice takie charakteryzują się podobnymi lub 

nawet lepszymi właściwościami mechanicznymi, większą odpornością na działanie rozpuszczalników 

oraz niższą lepkością w porównaniu do epoksydów opartych na BPA [30,31]. Ze względu na wypieranie 

BPA z rynku, BPF znajduje zatem coraz szersze zastosowanie w produkcji opakowań do żywności, 

wypełnień dentystycznych, powłok polimerowych, lakierów czy spoiw [31,32].  
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W przypadku bisfenolu G znalezienie informacji (w tym publikacji naukowych) o konkretnych 

zastosowaniach tego związku w przemyśle jest wyjątkowo trudne. Z całą pewnością jest on również 

użyteczny w przemyśle produkcji tworzyw sztucznych, ponieważ jego nazwa chemiczna pojawia się  

w wielu patentach. BPG jest wykrywany w różnego rodzaju matrycach biologicznych  

i środowiskowych, coraz częściej badana też jest jego aktywność biologiczna, co zostanie opisane  

w kolejnych sekcjach niniejszej pracy.  

BPM stosowany jest w największej mierze do produkcji polimerów termoutwardzalnych 

opartych na estrach dicyjanianowych bisfenolu M (BMDC) [33]. Możliwe jest również tworzenie 

cyklicznych poliwęglanów bisfenolu M, na drodze reakcji polikondensacji z fosgenem, katalizowanej 

przez trietyloaminę oraz mieszanek estrów dicyjanianowych bisfenolu A (BADC) oraz bisfenolu M 

[34]. Podobnie jest z diastereoizomerem BPM, czyli bisfenolem P – w tym przypadku również wytwarza 

się żywice estrów dicyjanianowych bisfenolu P (BPDC), które można łączyć z BADC, tworząc 

materiały kompozytowe o ulepszonych właściwościach i/lub trwałości [35]. Polimery takie znajdują 

zastosowanie w zaawansowanych technologicznie gałęziach przemysłu takich jak elektronika lub 

inżynieria lotnicza i kosmiczna, gdzie ważną cechą stosowanego materiału jest jego odporność 

termiczna [36,37].  

Podobnie jak BPF, bisfenol S jest często stosowanym substytutem BPA. W produktach 

codziennego użytku w zastępstwie BPA zaczął pojawiać się na samym początku XXI w. [38]. Znalazł 

zastosowanie również jako inhibitor procesu korozji i składnik szybkoschnących klejów epoksydowych 

[39], a także jako wywoływacz koloru w papierze termicznym [38].  

BPZ syntetyzowany jest, podobnie jak reszta związków z tej grupy, na drodze reakcji 

kondensacji fenolu z odpowiednim ketonem, w tym przypadku cykloheksanonem w środowisku 

kwaśnym. Wprowadzany jest też między innymi jako substrat do wytwarzania poliestrów 

aromatycznych, które charakteryzując się doskonałymi parametrami, takimi jak odporność chemiczna, 

stabilność termiczna i dobre właściwości fizykochemiczne, znajdują zastosowanie jako polimery  

w zaawansowanych rozwiązaniach inżynieryjnych w lotnictwie, elektronice czy branży samochodowej 

[40].  

BPBP oraz BPFL są bisfenolami, których zastosowanie nie zostało dotąd szeroko opisane w 

literaturze; tak jak cała gama związków z tej grupy są substratami do produkcji polimerów, np. 

poliarylanów [41]. 
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2.3. Drogi narażenia człowieka na BPA i jego analogi 

 

Biorąc pod uwagę liczbę zastosowań bisfenoli, nie powinien dziwić fakt, iż istnieje wiele 

doniesień naukowych udowadniających ich obecność w elementach środowiska (takich jak powietrze 

wewnętrzne, wody powierzchniowe, osady denne, gleba czy też żywność, opakowania do żywności  

i cała gama przedmiotów codziennego użytku) [13, 42]. Z tego względu organizm człowieka może być 

narażony na kontakt z tymi ksenobiotykami poprzez układ pokarmowy, układ oddechowy oraz 

transdermalnie, z czego główną drogą narażenia jest droga pokarmowa. Ze względu na produkcję 

opakowań do żywności głównie z tworzyw sztucznych oraz lakierowanie między innymi metalowych 

puszek do konserw specjalnymi powłokami zawierającymi bisfenole, zanieczyszczenia żywności 

pochodzą przede wszystkim z wycieków tych związków z materiałów opakowaniowych. Przykłady 

kontaktu człowieka z elementami zawierającymi bisfenole poglądowo przedstawiono na Rysunku 4. 

Jak już wcześniej wspomniano, liczne doniesienia wskazują na obecność bisfenoli w próbkach 

powietrza wewnętrznego i kurzu pobranych w wielu krajach Europy, Azji, obu Ameryk oraz Oceanii. 

W przeważającej większości próbek oznaczany był BPA, co wskazuje, że wysiłki badawcze dotyczące 

oznaczania BPA są prowadzone na szeroką skalę i na brak dostatecznej uwagi poświęconej innym 

związkom z tej grupy. Obecność w powietrzu takich bisfenoli jak BPB, BPS, BPF, BPAP, BPAF, BPZ 

czy BPP może być wynikiem wprowadzanych regulacji prawnych i stopniowego zastępowania BPA 

alternatywnymi substancjami [43-45]. Średnia zawartość BPA mieści się w przedziale od poniżej  

1 ng/m3 w domach i biurach do kilkunastu ng/m3 w miejscach takich jak fabryki części elektronicznych 

czy wytwórnie tworzyw sztucznych [43-48].  

Wody i osady ściekowe są doskonałym indykatorem i źródłem informacji  

o obecności różnego rodzaju ksenobiotyków, ponieważ oczyszczalnie ścieków są niejako punktem 

zbiorczym dla zanieczyszczeń uwalnianych z gospodarstw domowych, placówek biznesowych  

i usługowych oraz z przemysłu. Niestety, liczne doniesienia literaturowe sugerują, że BPA oraz szereg 

jego analogów nie są w oczyszczalniach ścieków eliminowane całkowicie, co prowadzi do dalszego 

uwalniania tych związków do środowiska [45, 49]. W przypadku ścieków i osadów ściekowych 

najwyższe stężenia obserwowano w przypadku BPA, BPF i BPS, natomiast analogi takie jak BPZ, BPE, 

BPB i BPAF wykrywane były w znacznie niższych stężeniach [45, 50-52]. Stężenie BPA mieściło się 

w zakresie około kilkuset ng/L, natomiast inne związki z tej grupy wykrywane były w przedziale od 

kilku do kilkudziesięciu ng/L. Zbiorniki wodne oraz osady denne są z punktu widzenia monitorowania 

zanieczyszczeń i ich wpływu na ekosystem, niezwykle ważnym źródłem informacji. W wodach 

powierzchniowych najbardziej rozpowszechnionym bisfenolem jest ponownie BPA. Na przestrzeni 

ostatnich kilku lat powstały prace naukowe (oryginalne i przeglądowe) podsumowujące występowanie 

tej klasy związków m.in. w wodach na terytorium Chin, Indii, Kanady i Azji południowo-wschodniej 

[45, 53-56].  
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Rys. 4. Przykłady narażenia człowieka na kontakt ze związkami z grupy bisfenoli. 

 

Bisfenole są wykrywane i oznaczane w bardzo szerokim spektrum produktów spożywczych 

oraz przedmiotów codziennego użytku, takich jak zabawki, butelki dla niemowląt, opakowania 

żywności, paragony (i inne wydruki, gdzie używany jest papier termalny), a nawet bielizna i rajstopy. 

W przypadku żywności najwyższe stężenia BPA, BPF i BPS znajdują się w produktach puszkowanych 

[57-59].  

Przytoczone powyżej informacje zostały przedstawione w sposób bardziej szczegółowy  

i usystematyzowany w Tabeli 1 poniżej. 
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Tabela 1. Zestawienie danych na temat występowania i poziomów BPA i innych bisfenoli w środowisku oraz produktach spożywczych 

 Matryca Region geograficzny 
Okres prowadzenia 

badań 

Zakres stężenia analitów 

 
Źródło 

E
le

m
en

ty
 ś

ro
d

o
w

is
k

a
 

Powietrze wewnętrzne – kurz 

USA 

Chiny 

Japonia 

Korea 

2012 

BPA: 0,2 – 39,1 µg/g 

BPAF: nd – 0,091 µg/g 

BPAP: nd – 0,0071 µg/g 

BPB: nd – 0,030 µg/g 

BPF: nd – 107 µg/g 

BPS: 0,00083−26,6 µg/g 

BPP: nd−0,63 µg/g 

BPZ: nd 

[47] 

Powietrze wewnętrzne Argentyna 2016-2017 BPA: 84 – 2454 pg/m3 [48] 

Ścieki 

USA 2013-2015 

Pomiar przed oczyszczalnią 

BPA: nd – 8550 ng/L 

BPF: nd – 1170 ng/L 

BPS: nd – 301 ng/L 

Pomiar za oczyszczalnią 

BPA: nd – 3380 ng/L 

BPF: nd – 325 ng/L 

BPS: nd – 199 ng/L 

[51] 

Osady ściekowe 

BPA: 50,6 – 1910 ng/g suchej masy 

BPF: nd – 249 ng/g suchej masy 

BPS: nd – 70 ng/g suchej masy 

[51] 

 

Ścieki 

 

Chiny 

 

2016 

Pomiar przed oczyszczalnią 

BPA: 189 – 20400 ng/L 

BPAF: nd – 12,6 ng/L 

BPE: nd –97,6 ng/L 

BPF: nd – 166 ng/L 

BPS: nd – 746 ng/L 

Pomiar za oczyszczalnią 

BPA: 16,2 – 1100 ng/L 

BPAF: nd – 16,6 ng/L 

BPE: nd – 75,2 ng/L 

BPF: nd – 35,4 ng/L 

BPS: nd – 3,7 ng/L 

 

 

 

[52] 
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 Tabela 1. c.d.     

E
le

m
en

ty
 ś

ro
d

o
w

is
k

a
 

Wody powierzchniowe Indie 2017-2018 

BPA: nd – 14800 ng/L 

BPF: nd – 333 ng/L 

BPS: nd – 438 ng/L 

BPAF: nd 

BPB: nd 

BPZ: nd 

BPP: nd 

 

[53] 

Wody powierzchniowe Chiny 2015 

BPA: 19,0 – 2180 ng/L 

BPAF: nd – 6,6 ng/L 

BPBP: nd – 0,43 ng/L 

BPE: nd – 2,69 ng/L 

BPF: 0,24 – 255 ng/L 

BPG: nd – 2,47 ng/L 

BPP: nd – 1,93 ng/L 

BPPH: nd – 1,03 ng/L 

BPS: 0,07 – 133 ng/L 

BPTMC: 0,10 – 101 ng/L 

BPZ: nd – 1,09 ng/L 

 

[54] 

Osady denne Chiny 2015 

BPA: 26,6 – 1970 ng/g 

BPAF: nd – 4,40 ng/g 

BPBP: nd – 0,35 ng/g 

BPC: nd – 2,67 ng/g 

BPE: nd – 2,55 ng/g 

BPF: 16,0 – 1390 ng/g 

BPG: nd – 210 ng/g 

BPP: nd – 2,78 ng/g 

BPPH: nd 

BPS: nd – 5,60 ng/g 

BPTMC: nd – 150 ng/g 

BPZ: nd – 2,32 ng/g 
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 Tabela 1. c.d. 

P
ro

d
u

k
ty

 s
p

o
ży

w
cz

e 

 

Napoje 

 
USA 2008 – 2012 

Średnia zawartość [ng/g świeżej masy]: 

BPA: 0,235 

BPAF: 0,006 

BPAP: 0,005 

BPB: 0,013 

BPF: 0,025 

BPP: 0,025 

BPS: 0,007 

BPZ: 0,025 

[57] 

Nabiał 

 
USA 2008 – 2012 

BPA: 2,55 

BPAF: 0,028 

BPAP: 0,185 

BPB: 0,014 

BPF: 0,134 

BPP: nd 

BPS: 0,040 

BPZ: nd 

[57] 

 

Warzywa, w tym puszkowane 
USA 2008 – 2012 

BPA: 8,99 

BPAF: 0,009 

BPAP: 0,124 

BPB: 0,013 

BPF: 1,00 

BPP: 0,473 

BPS: 0,018 

BPZ: 0,076 

[57] 

Pasztet Hiszpania 2019 

Średnia zawartość [µg/kg]: 

BPA: 13,39 (puszka), 5,10 (słoik) 

BPB: nd 

BPE: nd 

[59] 

Szparagi Hiszpania 2019 

BPA: 80,66 (puszka), nd (słoik) 

BPB: nd 

BPE: nd 

[59] 

Kurczak Hiszpania 2019 
BPA: 20,91 (puszka), 1,41 (świeży) 
BPB: 3,86 (puszka), 4,19 (świeży) 

BPE: nd 

[59] 

nd – dot detected 
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2.4. Wykrywalność związków z grupy bisfenoli w ludzkim organizmie 

 

Bezpośrednią miarą narażenia człowieka oraz innych organizmów na związki z grupy bisfenoli 

jest częstość ich wykrywania oraz stężenie w poszczególnych tkankach i płynach ustrojowych. Bez 

wątpienia najlepiej zbadany pod tym względem jest bisfenol A, natomiast na przestrzeni ostatnich lat 

pojawia się coraz więcej doniesień związanych z oznaczaniem innych bisfenoli w zróżnicowanych 

matrycach biologicznych.  

Wskaźnik wykrywalności (definiowany jako iloraz liczby próbek, w których związek był 

obecny w stężeniu powyżej granicy wykrywalności, do całkowitej liczby przebadanych próbek) BPA  

w moczu, zarówno wśród kobiet jak i mężczyzn, zawiera się w przedziale 70 - 100% [60]. Często 

wykrywane są także BPF i BPS, jako popularne zamienniki BPA stosowane w produktach 

konsumenckich. W mniejszym stopniu w moczu pojawiają się takie analogi jak BPAF, BPAP, BPB, 

BPP czy BPZ [61,62]. Ponadto niektóre bisfenole wykrywane są w surowicy krwi, 

w tym w próbkach pobranych od kobiet ciężarnych [63,64], w mleku karmiących matek [65,66,67], 

płynie owodniowym oraz surowicy pępowinowej [68]. Dane te skłaniają do wyciągnięcia wniosku, iż 

ekspozycja człowieka na BPA (oraz jego analogi) ma charakter stały i uporczywy. Co więcej, ich 

wykrywanie w mleku oraz płynach owodniowych wskazuje na prenatalne narażenie i niesie ze sobą 

bardzo niebezpieczne ryzyko związanych z tym implikacji zdrowotnych i zaburzeń rozwojowych.  

2.5. Aktywność biologiczna  

 

Związki endokrynnie czynne (EDC) są grupą substancji pochodzenia egzogennego, które mają 

zdolność naśladowania lub hamowania działania naturalnych funkcji układu dokrewnego – w tym 

hormonów, takich jak estradiol, testosteron lub hormony tarczycy [69]. Pierwsze doniesienia na temat 

możliwości występowania zaburzeń endokrynnych w wyniku ekspozycji w środowisku na związki 

endokrynnie czynne sięgają lat 70-tych XX wieku i związane były z niepełną eliminacją hormonów 

steroidowych z wód ściekowych w procesie ich oczyszczania. W tamtym czasie uwaga środowiska 

naukowego nie była skupiona na temacie EDC, ponieważ związki takie jak ludzkie hormony lub 

farmaceutyki o właściwościach endokrynnych wykrywane były w śladowych ilościach, natomiast 

wiedza na temat ich znaczenia w toksykologii oraz ekotoksykologii nie była zbyt obszerna [69]. Opinia 

publiczna skupiła się na problemie związków zaburzających równowagę hormonalną w momencie, 

kiedy nagłośniony został problem korelacji stosowania środków antykoncepcyjnych z obserwowaną 

feminizacją w populacjach dziko żyjących fok i ryb [69-71].  

Bisfenol A już dawno temu został zakwalifikowany jako związek wchodzący w interakcje  

z hormonalnym. Wskazano, że cząsteczka, w której występują dwa pierścienie układem aromatyczne  
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z przyłączonymi grupami hydroksylowymi, wpasowuje się w miejsce aktywne receptorów 

estrogenowych zarówno ERα jak i ERβ, przy czym wykazuje około 10-krotnie większe powinowactwo 

względem receptora β [72]. Poza oddziaływaniem z receptorami jądrowymi, BPA zaburza także procesy 

steroidogenezy, czyli naturalnej syntezy hormonów steroidowych [73]. Ze względu na podobieństwo 

strukturalne, inne związki z grupy bisfenoli mogą również wywoływać niepożądane reakcje systemu 

endokrynnego. 

2.5.1. Aktywność endokrynna  

 

Ze względu na to, że BPA zyskał swą niechlubną sławę właśnie za sprawą oddziaływania na 

układ dokrewny, potencjał endokrynny pozostałych analogów jest kwestią intensywnie badaną, przede 

wszystkim w testach in vitro. Obiektem zainteresowania w tym obszarze jest zwłaszcza aktywność 

estrogenowa i antyandrogenowa [42]. Poza BPF i BPS, analogami wykazującymi podobny lub silniejszy 

potencjał estrogenny niż BPA są BPAF i BPB [42,72,74,75], natomiast aktywność antyandrogenną 

przejawiają BPF, BPE, BPAF i BPB [42]. W przypadku BPB, BPE, BPF i BPS potencjał aktywności 

endokrynnej w stosunku do receptorów estrogenowych i androgenowych jest tego samego rzędu 

wielkości jak w przypadku BPA [74,75]. Ponadto wykryto, iż BPAF, BPAP, BPB, BPC i BPZ, podobnie 

jak BPA, cechują się znacząco większym powinowactwem do receptorów ERβ niż ERα i wykazują 

wobec tych receptorów działanie antagonistyczne, które jednak jest słabsze niż w przypadku BPA [72].  

W badaniu przeprowadzonym na linii komórkowej ludzkiego raka nadnerczy H295R, która 

charakteryzuje się zachowaniem kompletnej ścieżki steroidogenezy, uzyskano wyniki wskazujące na 

znaczące podwyższenie stężenia estradiolu (E2) po ekspozycji komórek na działanie BPA, BPF, BPM 

i BPS. Natomiast stężenie testosteronu (T) istotnie spadło w wyniku ekspozycji na działanie BPA, BPB, 

BPF, BPS, BPZ i BPAP. Poza bisfenolami P i AF, wszystkie wymienione uprzednio związki miały 

wpływ na podwyższenie stosunku produkcji estradiolu do testosteronu (E2/T), w następującej 

kolejności: BPZ>BPA>BPF>BPM>BPB>BPAP>BPS [76]. 

2.5.2. Wpływ na płodność 

 

Biorąc pod uwagę potencjał endokrynny związków z grupy bisfenoli i ich wpływ m.in. na 

syntezę hormonów płciowych nie powinien dziwić fakt, iż narażenie na ich działanie ma wpływ na 

zdrowie reprodukcyjne. Stosunkowo niedawno zostały przeprowadzone eksperymenty, w których 

wzięło udział odpowiednio 351 oraz 450 kobiet poddających się procedurze zapłodnienia in vitro. 

Jednorazowo została od nich pobrana próbka moczu w dniu ekstrakcji oocytów. W obu badaniach  

u kobiet, w których moczu wykryto najwyższe stężenia BPA, uzyskano najmniejszą ilość komórek 

jajowych, natomiast nie zanotowano korelacji pomiędzy jakością embrionów i wskaźnikiem udanych 

zapłodnień a stężeniem tego ksenobiotyku [77,78].  
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Inny eksperyment stanowiło szeroko zakrojone badanie dotyczące poszukiwania korelacji 

stężenia BPA, BPAP, BPAF, BPB, BPP, BPS w moczu pacjentek u których wystąpiły nawracające 

poronienia. W przypadku wszystkich analogów odnotowano wysoki współczynnik wykrywalności, 

mieszczący się w przedziale 77,8 - 99,3%, a wykryte poziomy stężeń tych związków były statystycznie 

znacząco wyższe niż wśród grupy kontrolnej, gdzie poronienia nie występowały. Wyniki te wskazują 

na pozytywną korelację pomiędzy narażeniem na związki z grupy bisfenoli a podwyższonym ryzykiem 

poronienia [79].  

Ponadto bisfenol A od długiego czasu łączony był z wpływem na rozwijanie się zespołu 

policystycznych jajników (PCOS) u kobiet i liczne doniesienia naukowe wskazują na istotnie 

podwyższony poziom BPA w organizmach pacjentek cierpiących na to schorzenie, w porównaniu do 

grupy kontrolnej, w skład której wchodzą kobiety zdrowe [80-82]. Istnieją również przesłanki 

pozwalające stwierdzić, że poza BPA również BPS może mieć znaczący wpływ na wystąpienie i rozwój 

PCOS [83].  

Systematycznie rośnie również liczba badań na temat wpływu bisfenoli na męskie funkcje 

rozrodcze. Niepłodność wywołana zachwianiem równowagi hormonalnej oraz stresem oksydacyjnym 

należy do głównych implikacji narażenia męskiej części populacji na działanie tych związków. 

Większość danych literaturowych wskazuje przede wszystkim na spadek wytwarzania testosteronu  

i wzrost wytwarzania estrogenu i progesteronu w modelach zwierzęcych i liniach komórkowych, spadek 

produkcji nasienia i pogorszenie jego jakości oraz cytotoksyczność w stosunku do komórek Leydiga 

[84-88].  

2.5.3. Wpływ na rozwój nowotworów 

 

Wobec właściwości endokrynnych, a w szczególności poprzez działanie estrogenopodobne 

BPA jest istotnym czynnikiem ryzyka mającym wpływ na rozwój nowotworów hormonozależnych, 

takich jak rak jajników czy rak piersi [89]. Wiele badań in vitro przeprowadzonych na liniach 

komórkowych raka jajnika wskazało na występowanie pozytywnej korelacji między występowaniem 

wybranych zanieczyszczeń z grupy EDC a wzrostem intensywności proliferacji komórek 

nowotworowych [45,90] oraz stymulacją komórek do migracji i tworzenia ognisk przerzutów [91,92].  

W 2019 roku ukazała się praca, w której autorzy wykryli działanie BPS stymulujące rozwój 

nowotworu piersi, poprzez jego wpływ na poziom metylacji DNA w regionie genów promotorowych, 

związanych z nowotworami piersi, t.j. CDH1, SFN oraz TNFRSF10C. Odbiegający od normy poziom 

metylacji tych regionów może prowadzić do wyciszenia genów, a to z kolei wpływa na rozwój guza. 

Badanie zostało przeprowadzone in vitro przy użyciu linii komórkowej MCF-7 [93]. Nowotwory 

hormonozależne nie są jedynym typem raka, na którego rozwój i inwazyjność mogą mieć wpływ 

związki z grupy bisfenoli. Nanomolowe stężenia BPS w badaniach in vitro przeprowadzonych wobec 
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komórek niedrobnokomórkowego raka płuc (NSCLC) powodowały zwiększenie mobilności komórek 

nowotworowych oraz podwyższenie ich zdolności do proliferacji [94]. W przypadku raka gruczołu 

krokowego wykryto, iż ekspozycja linii komórkowej LnCaP oraz C4-2 na działanie BPS powoduje 

wzmocnienie centrosomów [95]. BPA z uwagi na swoją aktywność estrogenową także może mieć 

wpływ na rozwój nowotworu prostaty, głównie poprzez modyfikację tempa proliferacji komórek [96].  

2.5.4. Wpływ na rozwój zaburzeń metabolicznych 

 

Zaburzenia metabolizmu glukozy, objawiające się jako cukrzyce różnego typu, to choroby 

metaboliczne na które według danych udostępnionych przez WHO cierpi około 420 milionów osób na 

świecie i jest to liczba, która systematycznie wzrasta [97]. Bisfenol A oraz jego analogi od dłuższego 

czasu były podejrzewane o wpływ na rozwój tego schorzenia. BPA został powiązany z wywoływaniem 

cukrzycy typu drugiego i ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia choroby [98-100]. Ponadto, stężenie 

BPA w moczu u dzieci zostało powiązane dodatkowo z występowaniem otyłości (w badaniu 

przeprowadzonym na dużej - 2664 dzieci - reprezentatywnej grupie badawczej w Stanach 

Zjednoczonych) [101]. Wyniki te są spójne z wynikami uzyskanymi w grupie dorosłych mężczyzn  

i kobiet, gdzie autorzy znaleźli statystycznie znaczącą, liniową korelację pomiędzy stężeniem BPA  

w moczu a wskaźnikiem masy ciała BMI [102,103]. 

Także inne cząsteczki z rodziny bisfenoli, takie jak BPAF czy BPS, zostały powiązane  

z występowaniem cukrzycy typu drugiego [104]. BPAF, jak wykazały badania dużej grupy kobiet 

ciężarnych w Chinach (1841 pacjentek), ma wpływ na pojawianie się cukrzycy ciążowej. Kobiety, 

których indeks masy ciała mieścił się w normie przed ciążą i u których wykryto podwyższone stężenie 

BPAF w moczu w pierwszym trymestrze ciąży były narażone na podwyższone ryzyko wystąpienia 

cukrzycy ciążowej [105]. W badaniach in vitro prowadzonych na linii komórek wątroby HepG2 zbadany 

został potencjał wpływania na metabolizm glukozy dla BPA, BPF, BPS i BPAF. Związki te modulują 

szlaki metaboliczne w różnym stopniu, przy czym BPF oddziałuje najsilniej, wpływając na największą 

ilość tych szlaków. Podczas pomiaru poziomu ekspresji genów w następstwie ekspozycji na bisfenole 

ustalono, że BPAF zaburza ekspresję genu kodującego kinazę pirogronianową, natomiast pozostałe  

z badanych analogów obniżają ekspresję genu kodującego glukokinazę [106].  

2.5.5. Wpływ na rozwój innych schorzeń 

 

Bisfenole na przestrzeni ostatnich lat coraz częściej kojarzone są z chorobami sercowo-

naczyniowymi, natomiast do tej pory ukazało się stosunkowo niewiele pozycji literaturowych z tego 

zakresu. Po raz pierwszy skorelowano podwyższony poziom BPA w moczu z zawałem mięśnia 

sercowego oraz anginą serca, analizując dane uzyskane podczas przeprowadzonego w latach 2003 - 

2004 Narodowego Badania Zdrowia i Żywienia w Stanach Zjednoczonych (NHANES) [107]. Podobne 

wnioski wysnuto również badając populacje europejskie w Niemczech i we Francji [108]. Korelację 
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pomiędzy stężeniem BPA oznaczonym w moczu i surowicy krwi wyznaczono również w odniesieniu 

do ryzyka związanego z wystąpieniem choroby niedokrwiennej serca, miażdżycą tętnic szyjnych  

u dorosłych i zwiększeniem grubości ścian tętnic szyjnych u młodzieży i młodych dorosłych [109-111].  

W przypadku innych bisfenoli, ilość dostępnych danych jest ograniczona i są to najczęściej badania 

prowadzone na modelach zwierzęcych. Podobnie jak BPA, BPS podawany myszom lub szczurom 

wywołał skutki arytmogenne [112] i w znaczącym stopniu spowolnił odzyskanie sprawności po zawale 

serca, w szczególności u samców [113, 114].  

W niektórych źródłach można znaleźć także informacje dotyczące związku bisfenoli, przede 

wszystkim BPA, BPF i BPS, z zaburzeniami układu immunologicznego. Jest to istotny kierunek opisu 

relacji bisfenole – organizmy żywe. Odkryto na przykład, iż podwyższone poziomy tych substancji  

w moczu pacjentów związane są z przypadkami występowania alergii typu astmy i kataru siennego 

[115]. Co ciekawe, również układ nerwowy podatny jest na negatywne oddziaływanie BPA, którego 

obecność została powiązana z chorobami neurodegeratywnymi, takimi jak choroba Parkinsona lub 

Alzheimera. BPA może bowiem modyfikować szlaki dopaminergiczne w mózgu, co w efekcie jest 

jednym z czynników pojawiania się chorób tego typu. Jednak warto podkreślić, że jest dotychczas 

niewiele badań przeprowadzonych na reprezentatywnie licznych grupach pacjentów [116]. Poza tym,  

w przypadku ekspozycji prenatalnej oraz w wieku wczesnodziecięcym, długotrwałe narażenie na BPA 

może być przyczyną zaburzeń neurobehawioralnych, takich jak hiperaktywność, agresja czy niepokój, 

a efekty zależne są między innymi od płci dziecka [117-119].  

2.6. Analityka związków z grupy bisfenoli 

 

Biorąc pod uwagę powyższą wiedzę, uzasadnionym staje się pytanie, czy substytuty bisfenolu 

A na pewno są rozwiązaniem przynoszącym holistycznie więcej „korzyści” niż „szkód”. Z całą 

pewnością ważne jest dalsze poszerzanie wiedzy na temat mechanizmów działania, poziomu narażenia 

i wzajemnych oddziaływań związków z grupy bisfenoli, a w szczególności tych analogów, którym do 

tej pory poświęcano znacznie mniej uwagi niż BPA. Narzędziem niezbędnym do tego celu jest między 

innymi chemia analityczna oraz jej nowoczesne procedury i metodyki, pozwalające jakościowo  

i ilościowo oznaczać te związki w śladowych stężeniach w różnego rodzaju matrycach.  

2.6.1. Właściwości fizykochemiczne bisfenoli 

  

 Z punktu widzenia opracowywania i rozwoju efektywnych metod analitycznych służących do 

identyfikacji i ilościowego oznaczania dowolnego analitu, jego właściwości fizykochemiczne są kwestią 

kluczową. Znajomość parametrów takich jak polarność, kwasowość (rozumiana jako ujemny logarytm 

ze stałej kwasowości – pKa) czy współczynnik podziału oktanol-woda (Kow) pozwala analitykowi 

przewidzieć zachowanie danej cząsteczki w układzie chromatograficznym czy ekstrakcyjnym, a co za 
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tym idzie oszczędzić czas i zasoby bez konieczności stosowania podejścia opartego na metodzie prób  

i błędów. 

Bisfenole na których skupiono się w niniejszej pracy, pomimo oczywistego faktu 

przynależności do konkretnej rodziny związków, znacząco różnią się od siebie właściwościami 

fizykochemicznymi typu Kow czy rozpuszczalność, co nie powinno dziwić po bliższym przyjrzeniu się 

ich strukturom chemicznym (por. Rysunek 1.). Jednak większość BPx wykazuje charakter słabego 

kwasu z wartościami pKa około 10. Wybrane właściwości analitów zebrano w Tabeli 2.  

Tabela 2. Właściwości fizykochemiczne wybranych związków z grupy bisfenoli 

Nazwa 
Wzór 

cząsteczkowy 

Masa molowa 

[Da] 
pKa a log Kow b 

Rozpuszczalność 

w wodzie [mg/L] 

BPA C15H16O2 228,29 10,29 -10,93 3,64 172,7 

BPC C14H10Cl2O2 281,13 9,71 – 10,01 3,75 37,9 

BPE C14H14O2 214,26 10,00 - 10,10 3,19 265,0 

BPF C13H12O2 200,23 9,81 – 10,01 3,06 542,8 

BPG C21H28O2 312,45 10,14 – 10,32 6,55 0,10 

BPM C24H26O2 346,46 10,21 – 10,41 6,25 0,11 

BPP C24H26O2 346,46 10,21 – 10,41 6,25 0,11 

BPS C12H10O4S 250,27 7,46 - 8,23 1,65 3518,0 

BPZ C18H20O2 268,35 9,91-10,51 5,00 3,8 

BPBP C25H20O2 352,43 10,01-10,91 6,08 0,15 

BPFL C25H18O2 350,41 9,58-10,19 6,08 0,012 

a Obliczone przy użyciu oprogramowania EPISuite™ US EPA, b Dane pochodzące z 

ogólnodostępnej bazy on-line - ChemSpider 

 

2.6.2. Metodyki i narzędzia analityczne stosowane do oznaczania bisfenoli 

 

Fakt, iż poszczególne bisfenole posiadają różne właściwości fizykochemiczne oraz najczęściej 

występują w śladowych ilościach w matrycach o zróżnicowanym składzie, sprawia, że analiza 

mieszanin tych związków może stanowić pewnego rodzaju wyzwanie analityczne. Stwarza to 

konieczność opracowywania wysoce czułych i selektywnych, specyficznych metod umożliwiających 

ich ilościowe oznaczanie. Z tego względu analizy takie wykonywane są niemal wyłącznie  

z zastosowaniem spektrometrii mas sprzężonej z wysokosprawną chromatografią cieczową lub -  

w mniejszym zakresie - gazową (po uprzedniej derywatyzacji analitów). W literaturze można natknąć 

się również na prace, gdzie zastosowana została detekcja fluorescencyjna, jednak z techniką tą 

spotykamy się zdecydowanie rzadziej. Z uwagi na wcześniej wspomniane niskie stężenia bisfenoli 

(zwykle rzędu pikogramów i nanogramów na mililitr) najszersze zastosowanie znajdują techniki oparte 

na zastosowaniu tandemowej spektrometrii mas w trybie MRM (Multiple Reaction Monitoring).  
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W przypadku metod angażujących chromatografię cieczową, zdecydowanie przeważa 

zastosowanie jonizacji typu elektrorozpylania w trybie ujemnym (ESI -). Wynika to przede wszystkim 

z obecności w cząsteczce grup hydroksylowych, które, w przypadku tej grupy związków, są miejscem 

najłatwiej ulegającym jonizacji zachodzącej poprzez odszczepienie protonu. Fazy ruchome  

w przeważającym stopniu bazują na mieszaninie metanolu i wody, często buforowanych octanem lub 

mrówczanem amonu z dodatkiem amoniaku. Kolumny chromatograficzne najczęściej pojawiające się 

w doniesieniach literaturowych dotyczących podziału i analiz bisfenoli w układach LC-MS to kolumny 

wypełnione krzemionką modyfikowaną grupami oktadecylowymi, czyli popularne i niezwykle szeroko 

stosowane złoża typu C18.  

Metody oparte o chromatografię gazową, jak już wspomniano, wymagają przeważnie 

wcześniejszej derywatyzacji, zwykle z zastosowaniem odczynników sililujących MSTFA lub BSTFA, 

bądź bezwodnika octowego służącego do acylacji analitów. Najczęściej stosowaną techniką jonizacji 

jest jonizacja elektronami – EI. 

Stosowane procedury przygotowania próbek najczęściej obejmują takie etapy jak ekstrakcja 

analitów z matrycy, oczyszczenie ekstraktu w celu usunięcia substancji interferujących oraz jego 

zatężenie by uzyskać odpowiednią czułość analizy. Próbki żywności przygotowywane są w różny 

sposób, w zależności od postaci w jakiej się znajdują. Próbki stałe najczęściej są w pierwszym etapie 

homogenizowane lub liofilizowane [122]. Dominującym sposobem ekstrakcji jest ekstrakcja za pomocą 

rozpuszczalnika, gdzie w przypadku bisfenoli acetonitryl jest rozpuszczalnikiem preferowanym [122]. 

Wspomaganie ekstrakcji, poprzez użycie zewnętrznego źródła energii takiej jak mikrofale lub 

ultradźwięki, może w znaczący sposób poprawić jej efektywność oraz zminimalizować objętość 

zużywanego w tym procesie rozpuszczalnika [122 – 124]. W przypadku próbek pochodzenia 

zwierzęcego i takich, które zawierają znaczne ilości tłuszczów, niezbędne jest dodatkowe oczyszczenie 

próbki. Lipidy bowiem negatywnie wpływają na sprawność chromatograficzną, osadzając się na 

wypełnieniu kolumny i redukując jej zdolność rozdzielczą. Dodatkowo w przypadku technik 

stosujących spektrometrię mas, tłuszcze zanieczyszczają źródło jonów prowadząc do znaczącej supresji 

sygnału. Aby je usunąć z ekstraktów, najczęściej stosowane są do przemywania wysoce niepolarne 

rozpuszczalniki takie jak n-heksan lub n-heptan [125]. Natomiast żywność w formie płynnej lub próbki 

wód powierzchniowych są często poddawane oczyszczeniu wstępnemu za pomocą techniki SPE (Solid 

Phase Extraction), opartej na nieselektywnych złożach sorpcyjnych, takich jak C18. Ekstrakcja może 

bazować na dwufazowym układzie ekstrakcyjnym ciecz-ciecz lub być prowadzona  

z zastosowaniem sorbentu w postaci SPME (Solid Phase Microextraction), gdzie włókna wykonane są 

z np. poliakrylanów [126] lub SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction) z sorbentem 

polidietylosiloksanowym [127]. Następnie anality uwalniane są drogą termicznej desorpcji lub za 

pomocą odpowiednio dobranego rozpuszczalnika [122].  
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Inną zminiaturyzowaną metodą ekstrakcji związków z grupy bisfenoli, która regularnie pojawia 

się w literaturze jest dyspersyjna mikroekstrakcja w układzie ciecz-ciecz (DLLME), pozwalająca na 

zredukowaniu zastosowanej ilości toksycznych rozpuszczalników organicznych. W przypadku tej 

techniki specjalnie dobrany układ rozpuszczalnika dyspergującego i ekstrahującego jest wstrzykiwany 

do ciekłej próbki. Tworzy się mętny roztwór złożony z mikrokropel rozpuszczalnika rozproszonych  

w fazie wodnej próbki, przez co anality niemal natychmiast przechodzą do fazy organicznej. 

Mikrokrople charakteryzują się bardzo dużą powierzchnią właściwą, co sprzyja wzrostowi efektywności 

podziału analitów pomiędzy obie fazy [128]. DLLME jest techniką najczęściej stosowaną w przypadku 

matryc wodnych, takich jak różnego rodzaju napoje oraz w analizie moczu lub osocza [122].  

W przypadku próbek biologicznych, bisfenole jak każde ksenobiotyki występują w formie wolnej  

i zmetabolizowanej, jako koniugaty. Dlatego przed analizą zwykle konieczne jest przeprowadzenie 

hydrolizy enzymatycznej, by oznaczyć stężenie całkowite analizowanej substancji. Najbardziej 

popularnymi koniugatami takich metabolitów są glukuroniany i siarczany [122].  

Przegląd metod analitycznych wraz z etapem przygotowania próbek oraz wyróżnieniem 

matrycy, w której bisfenole były oznaczane, został przedstawiony i usystematyzowany w Tabeli 3.  
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Tabela 3. Przegląd metod służących do oznaczania szeregu bisfenoli w próbkach różnego pochodzenia 

Rodzaj próbki Anality Przygotowanie próbki 
Technika oznaczeń 

końcowych 
Odzysk [%] LOD/LOQ [ng/mL] Źródło 

Mocz 

BPA, BPAF, 

BPAP, BPF, 

BPS, BPP, 

BPZ 

Hydroliza enzymatyczna z użyciem β-

glukuronidazy, rozcieńczenie próbki 10% 

roztworem NaCl, następnie DLLME: aceton 

750 µL – rozpuszczalnik dyspergujacy,  

1,2-dichloroetan 500 µL – rozpuszczalnik 

ekstrahujący; wytrząsanie 10 s; wirowanie 20 

min; odparowanie ekstraktu, rozpuszczenie w 

mieszaninie MeOH:H2O 

LC-MS/MS ESI (-) (MRM); 

kolumna: Supelco Ascentis 

Express C18 75 mm × 2,1 mm × 

2,7 µm; 

Układ faz ruchomych: 

MeOH:H2O + 0,1% amoniaku 

(v/v), 

ISTD: BPA-d16 

90 – 105 
LOD: 0,005 – 0,2 

LOQ: 0,02 – 0,5 
[129] 

Mocz 

BPA, BPAF, 

BPAP, BPB, 

BPE, BPF, 

BPS, BPP, 

BPZ 

Hydroliza enzymatyczna z użyciem β-

glukuronidazy; Ekstrakcja DLLME:  

ACN 1325 -  μL, Tetrachloroetylen – 85 μL 

 i bezwodnik octowy - 125 μL 

(upochodnienie). Wirowanie 20 min; 

GC-MS (SIM) 

Kolumna: DB-5MS 

30 m × 0,25 mm × 0,25 μm 

ISTD: BPA- d16 

62 – 99 LOD: 30 – 4550 [130] 

Mocz 

BPA, BPB, 

BPE, BPF, 

BPS, BPZ, 

BPAF 

Rozcieńczenie próbki buforem fosforanowym 

pH=7, SPE na złożu PDVB-QPEI 

(polidivinylbenzene – quarternary 

polyethyleneinine): przygotowanie MeOH – 5 

mL, H2O – 5 mL, przemycie wodą 

amoniakalną pH=12, wymycie próbki za 

pomocą MeOH; 

 

HPLC - UV 

Kolumna: Agilent ZORBAX 

SB-C18 250 mm × 4.6 mm × 5 

μm; 

Układ faz ruchomych: 

ACN: 10 mM bufor foforanowy 

pH=2,7 

82,4 – 99,4 LOD: 3 – 6 [131] 

Osocze 
BPA, BPAF, 

BPF, BPS 

Rozcieńczenie próbki solą fizjologiczną, 

ekstrakcja LLE: Eter metylowo-tertbutylowy 

– 2 mL, zebranie fazy organicznej, 

odparowanie do sucha, rozpuszczenie w 10 

mM mrówczanie amonu 

LC – MS/MS ESI (-), MRM 

Kolumna: Kinetex C18 150 mm 

× 3,0 mm × 1,7 µm 

Układ faz ruchomych: 

MeOH: H2O 

ISTD: BPA- d16, BPS- d4 

93,0 – 113,1 LOQ: 0,042 – 0,151 [132] 
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Tabela 3. c.d.  

Mleko ludzkie 

BPA, BPB, 

BPAP, 

BPAF, 

BPBP, BPC, 

BPE, 

BPPH, BPS, 

BPF, 

DHDPE, 

BPFL, BPZ, 

BPM, BPP, 

Hydroliza enzymatyczna z użyciem β-

glukuronidazy/ sulfatazy; Odbiałczenie: 

Aceton, 5 + 3 mL 

Odparowanie warstwy organicznej 

Ekstrakcja: SPE, 

CHROMABOND HR-X; 

Elucja: ACN, 14 mL 

Oczyszczenie: SPE, 

MIP(MACHEREY BPA); 

Elucja: MeOH, 10 mL 

Odparowanie rozpuszczalnika 

Rozpuszczenie w ACN 

Derywatyzacja za pomocą MSTFA 

GC-EI-MS (SRM) 

Kolumna: Optima®-17- 

MS 30 m × 0,25 mm × 0,25 mm 

 

90 - 109  
LOD: 0,01- 0,09 

LOQ: 0,4  
[67] 

Warzywa 

Napoje 

Nabiał,  

Owoce morza 

BPA, BPF, 

BPS 

Homogenizacja próbek stałych, Ekstrakcja: 

Octan etylu 5 mL, Oczyszczenie: SPE Oasis 

HLB, kondycjonowanie MeOH 3 mL, H2O 3 

mL, Elucja: MeOH 5 mL, Odparowanie, 

rozpuszczenie w mieszaninie ACN:H2O (1:1 

v/v) 

Napoje: ogdazowanie na łaźni 

ultradźwiękowej, Ekstrakcja: octan etylu 6 

mL, oczyszczenei SPE – jak wyżej 

LC – MS/MS ESI (-) (MRM) 

Kolumna: Aqcuity BEH C18 

2,1 mm × 50 mm × 1,7 µm 

Układ faz ruchomych: ACN: 

H2O 

ISTD: BPA- d16 

80,3 – 103,8 

LOD: 0,003–

0,015 ng/ mg 

LOQ: 0,01 – 0,05 ng/ 

mg 

[133] 

Napoje 

alkoholowe i 

bezalkoholowe 

BPA, BPAF, 

BPAP, BPB, 

BPE, BPF, 

BPP, BPS, 

BPZ 

Ekstrakcja SPE: Złoże Oasis MCX, 

kondycjonowanie: octan etylu 5 mL, metanol 

5 mL, 0,1% FA 5 mL, elucja mieszaniną 

octanu etylu/metanolu/0,1% FA. 

Derywatyzacja: chlorek pyridino-3-sulfonylu 

LC – MS/MS ESI (+) MRM 

Kolumna: Ascentis Express F5 

100 mm × 2,1 mm × 2,7 μm 

Układ faz ruchomych: H2O + 

0,2% FA, 

ACN/H2O + 0,2% FA d (98:2, 

v/v), 

ISDT: BPS-13C12 

>94 
LOD: 0,0016 – 0,028 

LOQ: 0,0052 – 0,093 
[134] 

Mleko 

modyfikowane 

dla niemowląt 

BPA, BPAF, 

BPC, BPE, 

BPFL, BPS, 

BPZ 

Rozpuszczenie mleka w proszku w wodzie 

MilliQ – 5 mL, dodatek  

ACN – 5 mL, dodatek bezwodnego MgSO4 – 

2 g, dodatek NaCl – 1 g. Wirowanie – 10 min, 

zamrożenie -20oC, ponowne wirowanie, 

przeniesienie ekstraktu na płytkę filtracyjną, 

wirowanie 10 min; 

LC-MS/MS ESI (-) MRM 

Kolumna: Phenonemex Kinetex 

C18 100 mm × 2,1 mm × 1,7 

μm 

Układ faz ruchomych: 

MeOH/H2O 

ISDT: BPA-d10, BPAF-d4,  

BPE-d12 BPS-d8  

91,7 – 106,5 
LOQ: 0,09 – 0,29 

[ng/g] 
[135] 
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Tabela 3. c.d.        

Papier 
BPA, BPB, 

BPF, BPS 

Ekstrakcja: dodatek metanolu i wspomaganie 

ultradźwiękami – 20 min. Zatężenie próbki w 

łagondym strumieniu azotu, rozpuszczenie w 

H2O. 

LC – MS/MS ESI (-) MRM 

Kolumna: Phenomenex Kinetex 

C18 2,1 mm × 100 mm × 1,7 

µm 

Układ faz ruchomych: 

MeOH/H2O 

ISTD: BPA-13C12 

71 - 133 

LOD: 0,29 - 0,40 

[ng/g] 

LOQ: 1,09 – 1,32 

[ng/g] 

[136] 

Środki higieny 

osobistej: pasty 

do zębów, 

szampony, żele 

do mycia 

twarzy, żele pod 

prysznic, 

kosmetyki z 

filtrem przeciw-

słonecznym, 

kremy do rąk 

BPA, BPF, 

BPP, BPS, 

BPZ, BPAP, 

BPAF 

Ekstrakcja za pomocą MTBE – 5 mL, 30 min, 

wirowanie 10 min, zebranie supernatantu, 

ponowna ekstrakcja, połączenie ekstraktów, 

odparowanie do sucha pod łagodnym 

strumieniem azotu; Rozpuszczenie w 

mieszaninie DCM/heksan (9:1); 

Oczyszczenie ekstraktu przy pomocy SPE: 

złoże krzemionkowe, kondycjonowanie: 

DCM/octan etylu (1:1) – 5 mL, heksan – 5 

mL; Elucja: DCM/octan etylu (1:1) – 10 mL, 

odparowanie ekstraktu do 1mL. 

LC – MS/MS ESI (-) MRM 

Kolumna: Atlantis C18  

2,1 mm × 150 mm × 5 μm 

Układ faz ruchomych: MeOH/ 

10 mM octan amonu 

ISTD: BPA-13C12 

70 - 93 LOQ: 0,25 – 1 ng/g [137, 138] 
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2.6.3. Źródła zewnętrznych zanieczyszczeń bisfenolami i metody ich usuwania 

 

Z uwagi na duże rozpowszechnienie bisfenoli, zanieczyszczenie tymi związkami może nastąpić 

na etapie pobierania próbki, zabezpieczania jej, przygotowania do analizy jak i samego oznaczenia.  

W środowisku laboratoryjnym, gdzie całe spektrum materiałów zużywalnych oraz aparatury  

(np. rękawiczki jednorazowe, końcówki pipet, próbówki wirówkowe, kolumny do SPE, woda  

o wysokiej czystości, gdzie bisfenole mogą przenikać z plastikowych elementów systemów 

oczyszczających czy wszelkiego rodzaju łączeń w aparaturze chemicznej [139-141]) wykonane jest  

z tworzyw poliwęglanowych lub żywic epoksydowych, ryzyko przedostania się bisfenoli do próbki jest 

znaczące. Biorąc pod uwagę przypadkowy z reguły charakter tego typu zanieczyszczenia próbki, 

wskazanie konkretnego jej źródła jest najczęściej niezwykle trudne. Aby uniknąć takiej kontaminacji 

należy przede wszystkim unikać kontaktu próbki z materiałami wykonanymi z wcześniej wymienionych 

rodzajów tworzyw sztucznych. Ponadto wysoce wskazane jest przygotowywanie i analizowanie ślepej 

próby, poddawanej dokładniej tym samym procesom przygotowania, co próbki badane, aby na bieżąco 

monitorować obecność i poziom zawartości bisfenoli w tle.  

Procedura przygotowania materiałów laboratoryjnych, najczęściej opisywana  

w literaturze, wskazuje na konieczność kilkukrotnego przemywania szkła laboratoryjnego 

rozpuszczalnikiem organicznym, takim jak np. metanol oraz późniejsze wypiekanie szkła w wysokiej 

temperaturze rzędu 400 – 500oC przez 2 do 4 godzin. W przypadku stosowania ekstrakcji SPE, bisfenole 

są efektywnie wymywane z kolumienki podczas etapu jej kondycjonowania rozpuszczalnikiem 

organicznym [142, 143].  

Podsumowanie problemów analitycznych najczęściej napotykanych podczas opracowywania 

metod służących do ilościowego oznaczania śladowych ilości analitów w próbkach o skomplikowanym 

składzie matrycy opisano w pracy przeglądowej opublikowanej w czasopiśmie Trends in Analytical 

Chemistry [144]. Poruszono w niej zagadnienia dotyczące między innymi zewnętrznego 

zanieczyszczania próbek najbardziej rozpowszechnionym związkiem z grupy bisfenoli – BPA oraz 

przytoczono przegląd doniesień literaturowych opisujących sposoby eliminacji źródeł tego typu 

zanieczyszczeń. W przypadku związków z rodziny bisfenoli mowa jest zazwyczaj o śladowych lub 

ultra-śladowych poziomach stężeń, w próbkach pochodzenia biologicznego. Dlatego każde 

zanieczyszczenie próbki jest wysoce niepożądane, ponieważ prowadzi do przeszacowania zawartości 

lub wyników fałszywie pozytywnych, a w konsekwencji do wysnucia błędnych wniosków.  
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3. Cel oraz zakres badań 

Pomimo wielu przesłanek skłaniających do stwierdzenia, że analogi, BPA, nie stanowią dla 

niego bezpiecznej alternatywy, nadal jedynie niektóre z tych związków podlegają regulacjom prawnym. 

Od niedawna tematyka obecności i toksyczności analogów analogów BPA stanowi istotne zagadnienie 

dla środowiska naukowego, podczas gdy jeszcze kilka lat temu informacje dotyczące potencjału 

endokrynnego, kancerogenności czy monitorowania ich zawartości w próbkach pochodzenia 

biologicznego były ograniczone. Obecnie, jak już wcześniej wspomniano, nadal niełatwe jest 

odszukanie chociażby wzmianek o konkretnych zastosowaniach mniej popularnych bisfenoli, takich jak 

BPE, BPG, BPBP czy BPFL. Dodatkowo w niewielu pracach badawczych poświęcono uwagę szerokiej 

gamie tych substancji, zwykle skupiając się jedynie na popularnych lub najczęściej pojedynczo 

oznaczanych analogach, takich jak BPAF, BPF lub BPS. Tym niemniej kluczowe jest opracowywanie 

nowych metodyk analitycznych umożliwiających oznaczanie tychże analitów obok siebie w przypadku 

rozwoju przemysłu, zastosowania na masową skalę ww związków a zatem również zagrożenia 

środowiska ze strony możliwości skażenia różnego typu analogami bisfenolu A. 

Wobec powyższego pogłębienie ogólnej wiedzy o tej grupie cząsteczek, w tym o ich potencjale 

biologicznym oraz poziomach zawartości w próbkach różnego pochodzenia, stanowiło według autorki 

dysertacji atrakcyjne zadanie badawcze spełniające kryteria nowości naukowej. Realizując tak 

postawiony cel pracy doktorskiej postanowiono zagadnienie to opracować stosując dwa podejścia – 

podejście oparte o narzędzia bioanalityczne oraz drugie, oparte o analitykę z zastosowaniem 

zaawansowanych rozwiązań instrumentalnych.  

Biorąc pod uwagę fakt, że bisfenole – tak jak i inne zanieczyszczenia - rzadko występują 

niezależnie/oddzielnie od siebie należy założyć, że ich toksyczność jest pewnego rodzaju wypadkową 

wzajemnych interakcji, które mogą prowadzić do zjawisk znanych w ekotoksykologii jako synergizm, 

działanie addytywne oraz antagonizm. Dlatego w początkowym etapie pracy eksperymentalnej 

skupiono się na wyznaczeniu wzajemnych binarnych interakcji pomiędzy bisfenolami stanowiącymi 

przedmiot badań, stosując proste narzędzia analityczne, oparte na testach biologicznych. W czasie kiedy 

niniejsza praca powstawała, w literaturze naukowej nie były dostępne tego typu opracowania. Wobec 

powyższego zaproponowane badania wchodziły w obszar bioanalitycznego podejścia będącego 

wstępem do dalszego opracowania zagadnień dotyczących analizy związków z grupy bisfenoli.  

Kolejnym, aczkolwiek równolegle realizowanym, etapem pracy było opracowanie nowych 

metodyk analitycznych, bazujących na wyjątkowo czułych i selektywnych narzędziach 

instrumentalnych, m. in.tandemowej spektrometrii mas sprzężonej z zaawansowanymi technikami 

separacyjnymi, takimi jak chromatografia cieczowa i gazowa. Szczególną uwagę w podejściu 

instrumentalnym poświęcono analityce próbek surowicy pobranych od pacjentów cierpiących na 
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różnego rodzaju zaburzenia natury hormonalnej. Celem postawionym sobie realizując badania 

instrumentalne było opracowanie nowych metod pozwalających na oznaczenie wybranych związków  

z grupy bisfenoli w śladowych stężeniach w próbkach charakteryzujących się złożonym składem 

matrycy. W metodach tych koniecznym jest zachowanie zasad zielonej chemii analitycznej, gdzie na 

etapie przygotowania próbek stosuje się niewielkie ilości szkodliwych rozpuszczalników organicznych. 

Podejściu temu każdorazowo towarzyszyła próba postawienia dodatkowych wniosków i korelacji 

uzyskanych wyników z dostępnymi danymi medycznymi pacjentów poddanych badaniu.  

Przedmiotem zainteresowania w niniejszej pracy było również oznaczanie wybranych analitów 

w próbkach charakteryzowanych innymi niż biologicznymi matrycami oraz opracowanie nowej metody, 

alternatywnej do powszechnie używanej (ze względu na bardzo wysoką czułość, brak konieczności 

upochodnienia analitów i znaczną elastyczność) w oznaczeniach bisfenoli techniki LC-MS/MS. Z tego 

względu skupiono się na zbadaniu zawartości pięciu analogów bisfenolu A w odżywkach i preparatach 

dla sportowców przy pomocy techniki GC-MS. Temat ten stanowił ciekawe wyzwanie analityczne, 

ponieważ opierając się na przeglądzie literatury nie natrafiono na pracę opisującą oznaczanie szeregu 

bisfenoli w tego typu matrycach.  

Wszystkie opracowane procedury zostały zwalidowane, a ich kluczowe parametry każdorazowo 

spełniały wymagania stawiane metodom analitycznym przez wytyczne międzynarodowe. Z tego 

względu po przetransferowaniu mogłyby być one stosowane rutynowo w innych laboratoriach. 
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4. Część doświadczalna 

4.1. Toksyczność i wzajemne oddziaływania bisfenoli w mieszaninach binarnych 

 

Przyglądając się danym dostępnym w literaturze, można zauważyć, że badane próbki 

rzeczywiste zawierają zwykle więcej niż jeden związek z grupy bisfenoli [47 – 59]. Co za tym idzie 

warte sprawdzenia jest czy substancje te wykazują wzajemne interakcje, mogące wpływać na ich 

toksyczność bądź potencjał endokrynny. Przedstawiona publikacja stanowi podsumowanie badań 

związanych z analizą toksyczności związków z grupy bisfenoli, która była prowadzona  

z zastosowaniem metod biologicznych. W badaniach tych skupiono się na wyznaczeniu stężenia EC50 

(Effective Concentration causing 50% inhibition) dla każdego z badanych związków in vitro przy 

pomocy testu Microtox®, w którym organizmem modelowym są bakterie Aliivibrio fischeri oraz 

wyznaczeniu toksyczności ostrej dla dwuskładnikowych mieszanin związków z grupy bisfenoli. Na tej 

podstawie podjęto próbę określenia charakteru i typu interakcji zachodzących pomiędzy związkami  

w ich mieszaninach, stosując do tego narzędzia modelowania takie jak: analiza regresji, metoda addycji 

stężeń - CA (Concentration Addition), metoda działań niezależnych - IA (Independant Action) zaś 

zgodność modelu z wartością rzeczywistej odpowiedzi określono stosując wartość numeryczną 

parametru MDR (Model Deviation Ratio).  

Ponadto, celem oszacowania potencjału endokrynnego każdego z analitów przeprowadzono 

badania z zastosowaniem testu XenoScreen YES/YAS. Jest to test bazujący na transaktywacji 

receptorów w specjalnie zmodyfikowanych komórkach drożdży Saccharomyces cerevisiae, do których 

chromosomów wprowadzono sekwencje DNA kodujące ludzkie receptory estrogenowe  

i androgenowe. Komórki te zawierają także gen reporterowy lacZ, kodujący enzym β-galaktozydazę. W 

sytuacji, gdy dany związek chemiczny wiąże się z receptorami hormonalnymi, modulacji ulega 

transkrypcja genu lacZ, co doprowadza do produkcji β-galaktozydazy. Enzym następnie przedostaje się 

do medium wzrostowego i przekształca obecny tam substrat w produkt o czerwonej barwie, którego 

stężenie może następnie być zmierzone kolorymetrycznie [144].  

Biorąc pod uwagę strukturalne podobieństwo wszystkich badanych związków oraz fakt, iż 

wywoływały one różne efekty toksyczne i endokrynne, zastosowano także modelowanie zależności 

struktura – toksyczność by ocenić które elementy struktury chemicznej mają na te efekty największy 

wpływ.   

Związkiem cechującym się największą toksycznością ostrą w stosunku do organizmów 

testowych okazał się bisfenol S (EC50 = 61,6±5,6 µM), natomiast wartości EC50 dla BPZ, BPM i BPP 

były dużo wyższe niż możliwy do zbadania przedział stężeń. Ograniczenie to wynikało z konieczności 

przygotowywania roztworów modelowych w wodzie, w której BPZ, BPM i BPP są słabo rozpuszczalne. 

Stosując podejście oparte na parametrze MDR, uzyskano wyniki wskazujące na to, iż większość  

z badanych związków cechuje się działaniem wpisującym się w model IA. BPA, BPC i BPFL były 

substancjami o największym potencjale endokrynnym.  
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Pomimo iż badania zmian toksyczności oraz interakcji zachodzących pomiędzy związkami 

chemicznymi w mieszaninach wciąż są stosunkowo mało popularne, w ostatnich latach w literaturze 

naukowej można zaobserwować zwiększone zainteresowanie tą tematyką. Informacje uzyskane w tych 

badaniach są z całą pewnością niezwykle cenne z punktu widzenia współczesnej ekotoksykologii, ze 

względu na to, iż dają możliwość dużo lepszego odzwierciedlenia rzeczywistych efektów 

wywoływanych przez ksenobiotyki.  

Praca została opublikowana w czasopiśmie Molecules [145]. 
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4.2. Oznaczanie związków z grupy bisfenoli w próbkach surowicy ludzkiej  

 

Analiza ksenobiotyków w próbkach pochodzenia biologicznego jest ważnym elementem 

biomonitoringu i szacowania ekspozycji. Bisfenol A oraz jego najpowszechniej stosowane substytuty, 

tj. BPF i BPS, są związkami często oznaczanymi w tego typu matrycach. W przypadku mieszaniny 

pozostałych substancji z grupy bisfenoli obecnych w ludzkich płynach ustrojowych ilość danych wciąż 

jest relatywnie niewielka, co uniemożliwia kompleksową ocenę narażenia człowieka na ich działanie. 

Ze względu na coraz częstsze doniesienia o występowaniu analogów BPA w elementach środowiska  

i produktach żywnościowych (por. Tabela 1.) na przestrzeni ostatnich lat można zaobserwować rosnące 

zainteresowanie tym tematem, przekładające się również na zwiększoną liczbę doniesień naukowych 

[63, 65 – 68, 129, 130].  

Wartości liczbowe parametru log Kow dla bisfenoli będących przedmiotem zainteresowania 

mieszczą się w przedziale 1,65 – 6,55 (Tabela 2), co pozwala zakwalifikować je do grupy substancji 

średnio i silnie lipofilowych. Wskazuje to na znaczący potencjał do bioakumulacji w tkankach 

organizmów żywych [146]. Chociażby z tego względu wielkość ekspozycji oraz mechanizmy transportu  

i przemian, jakim związki te podlegają w organizmie, powinna być przedmiotem szczególnej uwagi.  

Celem opisanych badań opisanych w przedmiotowej publikacji było opracowanie toku 

postępowania analitycznego, który umożliwi identyfikację oraz ilościowe oznaczenie śladowych ilości 

jedenastu związków z rodziny bisfenoli w próbkach surowicy krwi. Krew i jej pochodne stanowią cenne 

źródło informacji o krótkotrwałym, bieżącym narażeniu na działanie ksenobiotyków ze względu na to, 

że pozostaje w ciągłej styczności ze wszystkimi tkankami. Większość dostępnych metod z zakresu 

analityki mieszanin bisfenoli skupiona jest na analizie próbek moczu, dlatego też nowe procedury 

mające na celu oznaczanie tych analitów we krwi stanowią cenne uzupełnienie obecnego stanu wiedzy 

w tym zakresie. 

Etap przygotowania próbek do analizy oparty był na ekstrakcji w układzie  

ciecz – ciecz, zoptymalizowanej tak, aby zużycie rozpuszczalników organicznych było minimalne  

a analizowana objętość próbki jak najmniejsza. Dodatkowo cała procedura była prosta i mało 

czasochłonna. Jako technikę oznaczeń końcowych wybrano ultrasprawną chromatografię cieczową 

sprzężoną z tandemową spektrometrią mas (UPLC-MS/MS) w trybie monitorowania wielu przejść 

jonowych (MRM), co zapewniło możliwość uzyskania niskiej granicy wykrywalności (LOD)  

i oznaczalności (LOQ) mieszczących się w przedziałach, odpowiednio, 0,0079 ÷ 0,039 ng/mL i 0,024 

÷ 0,12 ng/mL. Aby zminimalizować efekty matrycowe, kalibrację przeprowadzono stosując krzywe 

wzorcowe z odwzorowaniem matrycy oraz metodę wzorca wewnętrznego. Na drodze optymalizacji 

procedury udało się uzyskać na tyle dobrą sprawność układu chromatograficznego, że możliwe było 

niezależne oznaczenie BPM i BPP, które są izomerami konfiguracyjnymi. Dużą role odegrało w tym 

przypadku zastosowanie kolumny chromatograficznej z ziarnem typu porowato-rdzeniowego, które  

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


 

73 

 

w przypadku układów pracujących w warunkach UPLC zapewniło obniżenie wartości ciśnienia 

wstecznego oraz znaczącą poprawę kształtu pików. Możliwe było również skrócenie czasu retencji, 

które nie nastąpiło kosztem pogorszenia rozdzielczości.  

Opracowana metoda posłużyła do detekcji i ilościowego oznaczenia szeregu bisfenoli w 245 

próbkach rzeczywistych surowicy ludzkiej. Związkiem pojawiającym się w próbkach najczęściej był 

oczywiście BPA (zidentyfikowano go w ponad 90% próbek), a związkiem najmniej 

rozpowszechnionym okazał się BPFL (zawierało go nieco powyżej 20% próbek). Należy podkreślić, że 

wszystkie z oznaczanych związków wykrywano w badanym materiale biologicznym, co wskazuje na 

nieustanny kontakt człowieka z tą grupą substancji. Ze względu na dużą czułość  

i selektywność tej metody zapewniła ona monitorowanie niskich zawartości bisfenoli  

w surowicy. Krótki czas potrzebny na przygotowanie próbek do analizy jest istotną zaletą dla 

zastosowania tej procedury w rutynowych i przesiewowych badaniach, gdzie liczba próbek jest bardzo 

duża.  

Praca została opublikowana na łamach czasopisma Science of the Total Environment i była 

jednym z pierwszych opracowań, opisujących oznaczanie szerokiego spektrum bisfenoli w elementach 

próbek krwi [147].  
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIALS 

Determination of trace levels of eleven bisphenol A analogues in human blood serum by 

high performance liquid chromatography – tandem mass spectrometry. 

Katarzyna Owczarek a, Paweł Kubica a, Błażej Kudłak a, Aleksandra Rutkowskab, Aleksandra 

Koniecznab, Dominik Rachońb, Jacek Namieśnik a, *Andrzej Wasika 
a Department of Analytical Chemistry, Chemical Faculty, Gdańsk University of Technology, 

Narutowicza 11/12 str., 80-223, Gdańsk, Poland  
b Department of Clinical and Experimental Endocrinology, Medical University of Gdańsk, 

Dębinki 7, 80-210 Gdańsk, Poland 

* - corresponding Author (wasia@pg.edu.pl) 

 

Suppl. Tab. 1 Optimized MS/MS conditions for negative mode MRM analysis for target analytes 

Compound 
Precursor 

ion M-H 

[m/z] 

Quantitation 

ion [m/z] 
Confirmation 

[m/z] 
Q1 PreRod 

bias* [V] 
Collision 

energy [V]* 

Q3 

PreRod 

bias* [V] 

BPC 255.3 240.15 147.1 13 20 10 

BPE 213.0 198.15 119.1 10 18 18 

BPF 199.3 93.0 105.1 13 23 13 

BPG 311.1 295.3 175.2 22 35 29 

BPM 345.0 330.2 133.1 17 29 14 

BPP 345.0 330.2 133.1 17 29 14 

BPZ 267.1 173.1 145.1 12 27 10 

BPFL 349.1 256.1 215.1 12 27 11 

BPBP 351.1 274.2 258.2 12 25 25 

BPA 227.3 212.1 133.1 11 20 13 

BPS 249.0 108.1 92.0 12 27 10 

13C-BPA 239.1 224.0 138.0 11 20 13 

Nebulizing gas 

flow [L/min] 

Heating gas flow 

[L/min] 

Interface 

temperature 

[oC] 

DL temperature 

[oC] 

Heat block 

temperature 

[oC] 

Drying gas 

flow [L/min] 

3 10 300 250 400 10 

* – presented values refer to quantitation ion only 
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Suppl. Tab. 2 Regression equations, LOD and LOQ for each analyte  

Analyte 
Calibration curve 

equation (7 points, n=3) 
R2 

LOD 

[ng/mL] 

LOQ 

[ng/mL] 

Matrix 

effect [%] 

BPC y=0.0052x+0.00035 0.9975 0.021 0.061 27 

BPE y= 0.015x+0.00077 0.9992 0.011 0.032 7 

BPF y=0.0035x+0.00051 0.9996 0.012 0.037 17 

BPG y= 0.0046x+0.00034 0.9991 0.0080 0.024 15 

BPM y=0.010x+0.00023 0.9986 0.018 0.054 15 

BPP y=0.0088x+0.000070 0.9997 0.019 0.056 29 

BPZ y=0.0082x+0.00097 0.9993 0.017 0.051 6 

BPFL y=0.024x+0.00079 0.9988 0.014 0.041 13 

BPBP y=0.0068x+0.0035 0.9968 0.039 0.12 19 

BPA y=0.092x+0.0015 0.9997 0.0093 0.028 6 

BPS y=0.065x+0.017 0.9999 0.022 0.067 12 

 

 

For a given analyte total matrix effects were calculated according to the following equation: 

 

 
 

where: 

am – slope of the matrix matched calibration curve prepared using blood serum,  

as – slope of the calibration curve, obtained after injecting pure standard solutions. 
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Suppl. Tab. 3 Comparison of LOD and LOQ values for different studies concerning determination of bisphenol analogues and derivatives in biological samples of human origin. 

Analytes Matrix 
Sample 

volume [µL] 

Determinatio

n method 

LOD and LOQ 

[ng/mL] 

Measured concentrations 

[ng/mL] 
Reference 

BPA, BPC, BPE, BPF, BPG, BPM, BPP, BPS, 

BPZ, BPFL, BPBP 
Serum 500 

HPLC-ESI- 

MS/MS 

LOD = 0.0079 - 

0.039 

LOQ = 0.024 - 0.12 

0.05- 4.8 This study 

BPA, BPADS, BPAG, BPAMC, DCBPA, 

TCBPA, 
Serum 500 

LC-ESI-

MS/MS 

LOD = 0.003 – 0.02 

LOQ = 0.01 – 0.05 

BPA <LOQ- 0.588 

BPAG<LOQ – 11.9 

BPADS <LOQ- 1.77 

(Liao and 

Kannan, 2012) 

BPA, BPB Serum 300 LC-FD 
LOD = 0.15 – 0.18 

LOQ = 0.5 – 0.6 

BPA 0.79-7.12 

BPB 0.88-11.94 

(Cobellis et al., 

2009) 

BPA, BPB, BPAP, BPAF, 

BPBP, BPC, BPE, 

BPPH, BPS, BPF, BPFL, BPZ, BPM, BPP 

Breast milk 3 g GC-ESI-MS 
MDL = 0.001 – 0.03 

MQL = 0.003 – 0.1 

BPA 0.02-1.16 

BPS 0.23 

(Deceuninck et 

al., 2015) 

BPA Breast milk 1000 LC-MS/MS LOD = 0.22 0.22-10.8 
(Zimmers et al., 

2014) 

BPA, BPB, BPF, BPS, BPAF,TCBPA Urine - LC-MS/MS LOQ = 0.024-0.310 
BPA <LOQ – 8.07 

BPAF<LOQ – 0.217 

(Yang et al., 

2014) 

BPA, BPF, BPP, BPS, BPZ, BPAF, BPAP Urine 5000 LC-MS/MS 
LOD = 0.005 – 0.2 

LOQ = 0.02 – 0.5 

BPA (mean) 2.8 

Other analytes were found in 

very limited range of samples 

(Rocha et al., 

2016) 

BPA 
Water, 
Mouse 

serum 

100 ELISA 
LOD = 0,1 (water) 
LOD = 2 (serum) 

 
(Zhao et al., 

2002) 

BPAMC – BPA monochloride, BPADC – BPA dichloride, BPATC – BPA trichloride, BPADG – BPA glucuronide, BPADS – BPA disulfate, TCBPA – tetrachloro-BPA 
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Supplementary Figure 1. Example chromatograms for; blank human serum spiked with a mixture of 

analytes at 0.5 ng/mL level (A), procedural blank i.e. blank human serum extract (B), system blank 

(C). 

For clarity IS trace has been scaled down by the factor of 0.05.  
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4.3. Określenie korelacji pomiędzy stężeniami BPA a poziomem testosteronu w surowicy 

krwi kobiet cierpiących na PCOS 

 

Schorzenie znane pod nazwą zespołu policystycznych jajników (PCOS) jest dolegliwością  

o podłożu hormonalnym, dotykającym kobiet w wieku rozrodczym. Charakteryzuje się ono 

wzmożonym wydzielaniem i aktywnością androgenów, zahamowaniem owulacji oraz 

insulinoopornością [148,149]. PCOS ma negatywny wpływ na wiele parametrów zdrowotnych i jest 

powiązany z występowaniem hirsutyzmu, trądziku, niepłodności czy otyłości, może też prowadzić do 

rozwinięcia się cukrzycy typu II i wzrostu związanego z tym ryzyka pojawienia się chorób układu 

sercowo-naczyniowego [149]. Złożona natura tego schorzenia sprawia, że jego zdiagnozowanie jest 

najczęściej trudne, a ponadto środowisko medyczne nie jest jednomyślne jeżeli chodzi o jego 

patogenezę. Podejrzewa się, że dużą rolę odgrywają tu przede wszystkim czynniki genetyczne  

i metaboliczne, ale także środowiskowe, takie jak obecność związków endokrynnie czynnych, do 

których zalicza się między innymi BPA i jego analogi [150, 151]. Z tego względu elementem celu pracy 

było oznaczenie zawartości BPA w próbkach surowicy pacjentek u których zdiagnozowano PCOS oraz 

próba określenia jego potencjalnego wpływu na to zaburzenie. 

Próbki krwi pobrane od kobiet cierpiących na PCOS oraz od kobiet zakwalifikowanych do 

grupy kontrolnej (zdrowych w aspekcie występowania PCOS) zostały przeanalizowane pod kątem 

oznaczenia szeregu parametrów biochemicznych, takich jak między innymi poziomy: triglicerydów 

(TG), cholesterolu o wysokiej gęstości i całkowtego (HDL i TCh), folitropiny (FSH), testosteronu 

całkowitego (TST) czy 17β-estradiolu (E2). Zawartość BPA została zbadana z zastosowaniem metody 

LC-MS/MS, której opracowanie opisano w przytoczonej w punkcie 4.2. pracy [147]. Wykazano jej 

bardzo wysoką czułość i precyzję. Analizie poddano w sumie 186 próbek rzeczywistych, z czego 106 

pobranych zostało od kobiet z zespołem policystycznych jajników, a 80 od kobiet zdrowych. Wszystkie 

wyniki poddane zostały analizie statystycznej z użyciem takich narzędzi jak test  

D’Agostino-Pearson’a (badanie dystrybucji uzyskanych wyników) czy analiza wariancji ANOVA 

(porównanie stężenia BPA w obrębie trzech różnych fenotypów PCOS). Do analizy korelacji pomiędzy 

stężeniem BPA a wynikami otrzymanymi dla innych zmiennych zastosowano obliczony współczynnik 

korelacji Pearsona.  

Otrzymane wyniki pozwoliły na wysnucie wniosków, iż w przypadku kobiet u których 

stwierdzono występowanie PCOS zawartość BPA w ich surowicy była znacząco wyższa niż  

w przypadku kobiet z grupy kontrolnej, co znajduje potwierdzenie w innych doniesieniach naukowych, 

w których również skupiono się na tematyce wpływu BPA na PCOS. [152]. Co więcej, stężenie BPA 

było również pozytywnie skorelowane z podwyższoną zawartością testosteronu oraz wskaźnikiem 

wolnych androgenów (Free Androgen Index, FAI). Biorąc pod uwagę powyższe fakty, BPA może być 

jednym z ważniejszych czynników w procesie rozwoju PCOS. 
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Praca ta została opublikowana w czasopiśmie Reproductive Toxicology [149]. W chwili 

publikacji, zgodnie z najlepszą wiedzą autorów, była to jedna z pierwszych prac, gdzie do oznaczenia 

stężenia BPA w surowicy pacjentek z PCOS zastosowano metodę analityczną opartą o technikę 

chromatografii cieczowej sprzężonej z tandemową spektrometrią mas. Metoda ta może z powodzeniem 

zostać wdrożona do laboratoriów analitycznych w celu prowadzenia rutynowych analiz zawartości 

bisfenolu A lub – jeśli zajdzie taka potrzeba - jego analogów.  
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4.4. Oznaczenie poziomu zawartości wybranych związków z rodziny bisfenoli w 

próbkach odżywek i preparatów sportowych 

 

Rynek produktów dietetycznych oraz suplementów diety przeznaczonych dla profesjonalnych 

sportowców oraz osób uprawiających sport amatorsko od lat stale się poszerza. Odżywki sportowe 

zażywane są różnych celach, w tym dla poprawy regeneracji organizmu po wysiłku, zwiększenia jego 

wydolności i efektywności działania, lepszego budowania mięśni, redukcji zmęczenia czy poprawy 

odporności. Suplementy tego rodzaju zazwyczaj przyjmowane są przez dłuższy okres czasu, co sprawia 

że są potencjalnym źródłem długofalowego narażenia odbiorcy na obecne w nich ksenobiotyki.  

W literaturze naukowej można odnaleźć doniesienia na temat kontrowersji związanych  

z rozbieżnością pomiędzy deklarowanym i rzeczywistym składem tych produktów [153-155], co więcej, 

informacje na temat zawartości ksenobiotyków, w tym związków o działaniu endokrynnym w tych 

matrycach, są wciąż trudnodostępne. Przyczyna pojawiania się w odżywkach sportowych substancji  

z grupy bisfenoli nie jest jasno określona, chociaż przypuszcza się, że są one zanieczyszczeniem 

powstałym na etapie produkcji lub, przede wszystkim, przenikają do produktu z materiałów 

opakowaniowych, podobnie jak ma to miejsce w przypadku żywności.  

Biorąc pod uwagę powyższe fakty, w niniejszej pracy podjęto próbę opracowania prostej 

metodyki analitycznej opartej na zastosowaniu techniki chromatografii gazowej sprzężonej ze 

spektrometrią mas w celu oznaczenia szeregu związków z grupy bisfenoli w próbkach odżywek  

i suplementów przeznaczonych dla sportowców. Anality wybrano na podstawie poprzednich badań 

prowadzonych w ramach pracy doktorskiej (między innymi opisanych w sekcji 4.2. i 4.3.) oraz 

przeglądu literatury, opierając się na zaobserwowanej częstości ich występowania. Technika GC-MS  

w przypadku analizy bisfenoli jest zdecydowanie mniej popularna niż chromatografia cieczowa, ze 

względu na konieczność derywatyzacji analitów. Jest to natomiast technika zdecydowanie mniej 

kosztowna i ogromna liczba laboratoriów analitycznych jest wyposażona w aparaty GC-MS. W związku 

z rosnącym zainteresowaniem tematyką występowania bisfenoli w próbkach różnego pochodzenia, 

stosownym wydawało się zaproponowanie prostej i stosunkowo taniej alternatywy dla metod opartych 

na analizach LC-MS/MS, która mogłaby być zastosowana rutynowo w danych warunkach.  

Opracowana metoda pozwoliła na detekcję i ilościowe oznaczenie szeregu sześciu bisfenoli – 

BPA, BPE, BPF, BPP, BPS i BPZ w próbkach odżywek sportowych o różnorodnym składzie. Dzięki 

odpowiedniej optymalizacji charakteryzowała się ona krótkim czasem przygotowania próbek, niskim 

zużyciem rozpuszczalników organicznych oraz stosunkowo niską granicą oznaczalności  

(50 ng/mL), co w przeliczeniu na masę próbki wynosi 1ng/mg produktu). Spektrometr mas pracował  

w trybie monitorowania pojedynczego jonu (SIM), natomiast potwierdzenie jakościowe zostało 

zapewnione poprzez monitorowanie dodatkowych charakterystycznych jonów dla każdego związku. 

Zastosowanie metody dodatku wzorca wewnętrznego pozwoliło na kompensację strat podczas etapu 
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ekstrakcji oraz różnic w odpowiedzi detektora. Metoda została zwalidowana zgodnie  

z międzynarodowymi wytycznymi, a wszystkie kluczowe parametry spełniły założone kryteria 

akceptacji tj.: współczynnik regresji dla liniowości r ≥ 0,99, odzysk mieszczący się w przedziale  

70% ÷ 130%, precyzja wyrażona jako względne odchylenie standardowe ≤ 10%, brak interferencji  

w próbach ślepych.  

Analizie poddano piętnaście próbek odżywek i preparatów sportowych dostępnych handlowo, 

z których każdy charakteryzował się odmiennym składem. Związkami wykrytymi w największej liczbie 

próbek był BPA (7 próbek), następnie BPS (5 próbek) oraz BPE (4 próbki). BPZ nie został wykryty  

w żadnej z badanych próbek. Źródłem tych substancji, jak już wcześniej wspomniano, były 

najprawdopodobniej materiały opakowaniowe wykonane z tworzyw sztucznych lub zostały 

wyemitowane na etapie produkcji i konfekcjonowania produktów na różnych etapach ich produkcji. 

W chwili powstawania niniejszej pracy, badania przedstawione w załączonej publikacji były 

pierwszą próbą oznaczenia szeregu analogów bisfenolu A w próbkach odżywek sportowych. Tematyka 

ta może w szczególności zainteresować osoby uprawiające sport zawodowo, ze względu na dużą wagę, 

jaką przykłada się w tej grupie do dbałości o zdrowie. Biorąc pod uwagę udowodniony negatywny 

wpływ bisfenoli na funkcjonowanie organizmu oraz potencjalny udział w wywoływaniu chorób układu 

sercowo-naczyniowego, analityka tych związków w produktach dla sportowców może przyczynić się 

do wzrostu świadomości społecznej, przy wyborze suplementów diety specjalnego przeznaczenia. 

Publikacja ukazała się w czasopiśmie Microchemical Journal [156]. 
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SUPPLEMENTARY MATERIALS 

Validated GC-MS method for determination of bisphenol A and its five analogues in dietary and nutritional supplements 

Katarzyna Owczarek a,b*, Emilia Waraksa c, Ewa Kłodzińska c,d, Yaroslav Zrobok d, Mariusz Ozimek e Dominik Rachoń f, Błażej Kudłak a, Andrzej 

Wasik a, Zofia Mazerska  

 

Supplementary Table 1. Characteristics of investigated supplements. 

 

Supplement name Intended purpose 
Composition declared on the label 

 

 

Nox pro 

Promoting increased endurance, the 

growth of muscles and focus on training. 

Nutritional information: 

Total carbohydrates: 5 g; Sugars: 0 g; Vitamin B6: 2 mg; Vitamin B12: 2.8 mg; Sodium: 70 mg; Potassium: 

145 mg; Calcium: 140 mg; Magnesium: 150 mg; Phosphorus: 400 mg 

Pump matrix: 

Citruline DL-Malate: 5000 mg; Beta Alanine: 2000 mg 

Power boost matrix: 

Taurine: 2000 mg; Caffeine Anhydrous: 300 mg; L-Tyrosine: 150 mg; Cayenne Pepper (95%): 50 mg; 

Black Pepper (95%): 50 mg; Bitter orange (98%): 30 mg 

Performance & endurance matrix: 

MEX HDP-SRTM (Hudroxypropyl Distarch Phosphate): 5000 mg; Core-CreatTM (Creatine HCL): 1000 mg; 

Tri-Creatine Malate: 1000 mg 

Electrolyte matrix: 

Sodium Bicarbonate; Di-Calcium Phosphate; Di-Sodium Phosphate; Di-Potassium Phosphate; Trisodium 

Citrate; Magnesium Citrate 
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Nox pump Promoting increased energy levels. 

Nutritional information: 

Protein: 0.0 g; Carbohydrate: 6.8 g (Of which sugars: 6.3 g); Fat: 0.0 g; Fibre: 0.1 g; Sodium: 0.2 g; Vitamin 

C (as Calcium Ascorbate): 250 mg; Vitamin B1 (as Thiamin Hydrochloride): 25 mg; Vitamin B3 (as Niacin 

and Niacinamide): 25 mg; Vitamin B5 (as Calcium D-Pantothenate): 100 mg; Vitamin B6 (with Co-enzyme 

B6): 10 mg; Vitamin B12 (as Methylcobalamin): 50 µg; Biotin (150 µg); 

Ultimate cell-volumizing matrix 

L-Arginine Alpha-Ketoglutarate (2:1); L-Citruline DL Malate (2:1); Choline Citrate; Taurine, L-

Phenylalanine; Buffered Creatine Monohydrate; Phosphates, N-Acetyl L-Tyrosine; GlycoCarnTM; 

Trimethylglycine; 

Ultimate pro-energy matrix 

Sugars (Fructose; Trehalose; Ribose); Guarana Seed Extract (Caffeine); Glucuronolactone; Maltodextrin; 

Caffeine; Grape Seed Extract; Ginger Root Extract; Vinca Minor L Extract (Vincamine); Crioceras 

Longiflorus Extract (Vinpocetone); Hunteria Ebumea P. Extract (Vinbumine) 

Work it Lady 

Reducing tiredness and fatigue. The 

product is intended for active women to 

use before physical activity. 

Nutrition information: 

Niacin: 16 mg NE (100%); Vitamin B6: 0.7 mg (50%); Calcium: 120 mg (15%); Magnesium: 75 mg (20%); 

Chromium: 39 µg (97.5%); L-carnitine: 1g; Branched chain amino acids: L-leucine: 0.5 g; L-valine: 0.25 g; 

L-isoleucine: 0.25 g; L-tyrosine: 0.28 g; Beta alanine: 0.25 g; L-glutamine: 0.5 g; Glucuronolactone: 150 

mg; Green tea extract: 100 mg (of which: EGCG: 55 mg; Caffeine (from all sources): 61.5 mg; Raspberry 

fruit extract: 70 mg) 

 

Iron pump 
Promoting increased efficiency and 

maximal muscular endurance. 

The complex components of the action supporting the efficiency of CNS: 

L-taurine: 2000 mg; N-acetyl L-carnitine: 1000 mg; L-tyrosine: 1000 mg; phosphatidylcholine: 200 mg; 

magnesium: 140 mg; caffeine: 100 mg; Schzandrol A: 50 mg; Vitamin B1: 2.5 mg 

Matrix stimulating maximal muscular endurance: 

Beta-alanine: 5000 mg; Alpha ketoglutarate arginine: 5000 mg; citruline malate: 2500 mg; tricreatine 

malate: 1000 mg; L-norvaline: 200 mg; Vitamin B3: 30 mg; Vitamin B6: 2.5 mg; Vitamin B12: 10 µg 

 

Cell pump Promoting increased energy levels. 

Nutrition information: 

Tricreatine malate: 2450 mg and Creatine monohydrate: 750 mg (of which: creatine: 2500 mg); L-arginine 

alpha-ketogluturate: 750 mg and L-arginine HCl: 620 mg (of which: L-arginine: 996 mg); Taurine: 500 mg; 

Caffeine: 145 mg; Niacin (mg NE): 16 mg (100% NRV) 

BCAA Enable faster recovery after exercises 
rosemary, glutamine, leucine, isoleucine, carnitine, valine, citric acid, flavor, crude fat, raw protein, crude 

fiber, crude ash, moisture, sugars 
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Sedemag 
exhibit sedative properties 

vitamin-rich preparation 

sugar, dextrose, magnesium fumarate, magnesium oxide, linseed oil, crude protein, crude fat, crude ash, 

calcium, magnesium, tryptophan, vitamin B1, B2, B6, B12, niacin, folic acid, calcium D-pantothenate, 

manganese 

Yarrowia Equinox 
supports the immune system 

 
crude protein, crude fat, crude fiber, moisture, ash, calcium, magnesium, phosphorus, sodium, iron, 

Superjoint 
enable faster recovery after injury or 

exercises 

oil, protein, fibre, ash, moisture, glycine, glutamine, soya isolate, dextrose, calcium carbonate, 

mucopolysaccharides, sulphur, vitamin C, hyaluronic acid, boron, glucuronic acid, glutamic acid, vitamin 

B6, copper sulphate, alganine, arginine, cysteine, histidine, isoleucine, tryptophan, lysine, methionine, 

Myostem mass 
enhance performance 

enable faster recovery after excercise 

potato protein, fenugreek, calcium carbonate, extract walls of specific yeasts molasses, L-histidine, leucine, 

L-phenylalanine, L-arginine, L-lysine 

Dermasept 
support the natural processes of skin 

regeneration 

aqua, cooper gluconate, colloidal silver, arylates/ palmeth-25 acrylate copolymer, glycerin, propylene 

glycol, Peg-20 glyceryl laurate, allantoin, isopropyl alcohol, tea tree (melaleuca alternifolia), leaf oil, 

propolis cera, methylchloroisothiazolinone, methylisothiazolinone 

Pro-Am Prep 

source of concentrated hydrolyzed 

proteins 

enhance performance 

hydrolysed vegetable protein, sodium chloride, arginine, leucine, isoleucine, tryptophan, threonine, 

histidine, methionine, phenylalanine, valine, lysine, glutamic acid, aspartic acid, glycine, proline, tyrosine, 

serine, alanine, cysteine 

Redplex 

stimulate the production of red blood 

cells 

improve the efficiency of the effort 

increase the immune ability 

vitamin-rich preparation 

monopropylene glycol, potassium chloride, magnesium chloride, angelica, vitamin A, D3, E, B1, B2, B6, 

B12, choline chloride, pantothenic acid, folic acid, biotin, iron, zinc, copper, manganese, cobalt, selenium, 

iodine, propyl gallate 

Muscle Toner 
enhance performance 

enable faster recovery after exercises 
extract from rice bran oil, gamma-oryzanol, creatine, citric acid 

Excel muscle 
enhance performance 

 
stabilized rice bran, calcium, vitamin E, phosphorus 
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5. Podsumowanie 

 

Cele postawione na etapie planowania niniejszej pracy doktorskiej obejmowały realizację 

podejścia bioanalitycznego, w którym stosuje się jako narzędzia analityczne biotesty, oraz podejścia 

instrumentalnego, gdzie w przypadku nowoczesnych technik analitycznych bazuje się na nowoczesnych 

metodach chromatograficznych sprzężonych z tandemową spektrometrią mas.  

Podejście bioanalityczne stanowiło istotny wstęp do dalszych badań i miało na celu oszacowanie 

toksyczności i potencjału endokrynnego wybranych związków z grupy bisfenoli oddzielnie i jako 

mieszaniny substancji. W przypadku podejścia instrumentalnego nadrzędnym celem było opracowanie 

nowych procedur analitycznych, które musiały charakteryzować się wysoką czułością i selektywnością, 

tak aby umożliwić oznaczanie BPA i związków będących jego analogami w matrycach  

o skomplikowanym składzie - przede wszystkim w próbkach biologicznych.  

W toku rozwoju projektu doktorskiego oba założone cele udało się zrealizować. W przypadku 

części bioanalitycznej, wykorzystując test Microtox® wyznaczono toksyczność ostrą wobec 

organizmów testowych indywidualnie dla każdego z wybranych analitów oraz dla mieszanin 

dwuskładnikowych bisfenoli. Ponadto przy użyciu testu XenoScreen YES/YAS oszacowano aktywność 

estrogenową, androgenową, antyestrogenową oraz antyandrogenową dla wszystkich związków, które 

stanowiły przedmiot badań. W oparciu o otrzymane wyniki wyznaczono wartości stężenia efektywnego 

EC50 hamującego bioluminescencję organizmów testowych dla każdego bisfenolu oraz dla ich 

mieszanin binarnych oraz wartości NOEC i LOEC dla każdego z badanych związków w kontekście ich 

aktywności hormonalnej (a także NOAEL i LOAEL). Określono również typ i charakter interakcji 

zachodzących w mieszaninach binarnych stosując różne narzędzia modelowania (analiza regresji, 

modele addycji stężeń i działań niezależnych, które zweryfikowano z użyciem parametru MDR). 

Podjęto także próbę wyznaczenia zależności struktura – toksyczność. Analizując otrzymane wyniki 

można było zauważyć, iż bisfenole inne niż BPA, np. BPE i BPC, wykazały większą aktywność 

endokrynną i charakteryzowały się dużo wyższą toksycznością. Wzajemne interakcje związków z grupy 

bisfenoli najlepiej wpisywały się w model numeryczny działań niezależnych. 

W przypadku realizacji części drugiej, bazującej na narzędziach instrumentalnych opracowano 

i zwalidowano czułą, selektywną i relatywnie prostą w aplikacji procedurę analityczną opartą na 

technice LC-MS/MS. Została ona z powodzeniem zastosowana do oznaczenia śladowych stężeń BPA  

i jego dziesięciu analogów w rzeczywistych próbkach surowicy ludzkiej. Następnie metoda ta stała się 

narzędziem przy detekcji i ilościowym oznaczeniu BPA w badaniu skupionym na oszacowaniu korelacji 

pomiędzy zawartością BPA i testosteronu we krwi pacjentek cierpiących na zespół policystycznych 

jajników. By zaproponować mniej kosztowną i wymagającą niewielkiego nakładu pracy alternatywę do 

oznaczania bisfenoli techniką LC-MS/MS opracowano także procedurę analityczną, gdzie narzędziem 
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dla oznaczeń końcowych była chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią mas. Metodę tę 

zastosowano do analizy prób odżywek i preparatów przeznaczonych dla sportowców. Pomimo 

zastosowania spektrometrii mas z pojedynczym kwadrupolem pracującym w trybie SIM, udało się 

uzyskać satysfakcjonujący poziom czułości metody. Naturalnie poziom ten nie może być porównywany 

z możliwościami jakie oferują urządzenia wyposażone w tandemowe spektrometry mas, natomiast 

procedura ta może być z powodzeniem wykorzystana na etapie analiz przesiewowych.  

Przeprowadzone badania wykazały, że bisfenole obecne były w większości badanych próbek, 

ale na różnych poziomach stężeń. Najbardziej rozpowszechniony był BPA oraz jego najszerzej 

stosowane substytuty, czyli BPF i BPS. Niepokojący jednakże jest fakt, iż również inne związki z tej 

grupy obecne były przede wszystkim w próbkach surowicy ludzkiej. Wskazuje to na bieżącą  

i nieustanną ekspozycję człowieka na tego typu substancje, przenikające z elementów otaczającego nas 

środowiska. Coraz silniejsze przesłanki wskazują też na powiązanie podwyższonych poziomów stężeń 

bisfenoli z różnego typu schorzeniami, takimi jak zespół policystycznych janików czy rozwój 

nowotworów i cukrzycy. 

Z punktu widzenia chemii analitycznej, substancje będące przedmiotem zainteresowania 

niniejszej pracy stanowią pewnego rodzaju wyzwanie. Z jednej strony ich zawartość w próbkach 

różnego pochodzenia, w tym biologicznych, jest śladowa - co samo w sobie wymaga odpowiedniego 

wyboru i optymalizacji zarówno samej procedury przygotowania próbek jak i warunków pracy układu 

chromatograficznego. Z drugiej zaś strony są to związki, a w szczególności dotyczy to bisfenolu A, 

które ze względu na niezwykle szerokie zastosowanie obecne są powszechnie również w sprzęcie 

laboratoryjnym i materiałach zużywalnych. Dlatego należy zachować szczególną ostrożność aby nie 

doszło do zanieczyszczenia próbki na jakimkolwiek etapie pracy, zaczynając od jej pobierania, aż po 

wykonanie oznaczeń końcowych. 

Bisfenole stanowią charakterystyczną klasę substancji, która obecna jest w bardzo wielu 

elementach otoczenia człowieka i która od długiego czasu wzbudza kontrowersje, przenikając do 

świadomości społecznej. W świetle coraz bardziej restrykcyjnych uregulowań prawnych, dotyczących 

możliwości aplikacji BPA, przemysł poszukuje substytutów w postaci mniej toksycznych analogów 

tego związku. Elementem tych poszukiwań są wyniki niniejszej pracy. Chemia analityczna oferuje 

bowiem bogatą gamę narzędzi, które można zastosować celem identyfikacji potencjalnych źródeł 

narażenia, aktywności biologicznej oraz poziomów zawartości BPA i ich analogów  

w różnorodnych matrycach. Dlatego też nowoczesne procedury analityczne i bioanalityczne pomogą 

znaleźć odpowiedź na pytanie: czy analogi BPA są dla człowieka i środowiska „lepszą” alternatywą? 

Mając na uwadze powyższe, pozwalam sobie stwierdzić, że przedstawiona dysertacja zawiera liczne 

wytyczne i wskazówki umożliwiające uzyskanie odpowiedzi na to pytanie oraz pokazuje drogę jaką 
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inne ośrodki mogą podjąć, aby te informacje uzyskać w przypadku poszerzenia zakresu badanych 

związków w wielorakich próbkach chrakteryzujących się złożonym składem matryc. 
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