»Mladi za napredek Maribora 2020«
37. sre€anje

DOLOCANJE SKUPNIH ESTROGENOV V
POVRSINSKIH VODAH IN
ODPADNIH VODAH CISTILNIH NAPRAV
VZHODNE IN SEVEROVZHODNE SLOVENIJE

Raziskovalno podroCje: Zdravstvo
Raziskovalna naloga

Avtor: BRINA POROPAT, KLAR DANIEL OPRAUS, NIKO MLINARIC
Mentor: ZDENKA KEUC

Sola: II. GIMNAZIJA MARIBOR
Stevilo toc¢k: 168/ 170

Maribor, februar 2020



»Mladi za napredek Maribora 2020«
37. sre€anje

DOLOCANJE SKUPNIH ESTROGENOV V
POVRSINSKIH VODAH IN
ODPADNIH VODAH CISTILNIH NAPRAV
VZHODNE IN SEVEROVZHODNE SLOVENIJE

Raziskovalno podro€je: Zdravstvo
Raziskovalna naloga

Maribor, februar 2020



KAZALO VSEBINE

ZAHVALA......oooeossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess

POVZETEK....rrreennsssssssssssssssssssssssssssssssssssss

ABSTRACT ..ot tvvssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees

1.1 Namen Naloge..........cccuurreemmmmneseesssmssesessssssssees

1.2 Raziskovalno vprasanje. ...

1.3 Hipoteze in njihovarazlaga...........ccccccoummerreennes
1.4 Metode dela..........oooooveeeeemereeeseeneeeeessssssssssessssasnns

2 PREGLED LITERATURE.......cccoommmsreemmssmmmmmsssssssssssssssssssssens

O© 00 N N N O 1 o1 s

2.1 Mehanizem delovanja motilcev endokrinega sistema

2.2 Spojine z delovanjem v estrogenskem sistemu

2.3 Fizikalno-kemijske lastnosti EE2................cccccuuunnenn.

2.4 Ucinek EE2 na razliCne organizme............cccoeweevrreneeens

2.5 Viri sinteticnih estrogenov v okolju ...........cceeecermerenneen.

2.6 Kako zmanjsati uénike sinteti¢nih estrogenov na okolje?

2.7 Metode dolo¢anja EE2 v okolju ..........ccccoeveerrmeeernenn.
2.7.1 Ekstrakcija na trdni fazi ............ccooeurerrnee.

2.7.2 Tankoplastna kromatografija (TLC)

3 EKSPERIMENTALNI DEL.........nonree.

3.1 VZOrCenje.....oeveeeeeeeeesseseessssesessssesssssssesssssssssseses

3.2 Fizikalna analiza vzorcev vode...........ccccoerieereerinns

3.2.1 Elektriéna prevodnost..........ccocccerereernnn.

3.2.2 pH vrednost vzorcev...........corenreeennn.

3.2.3 Dolo¢anje motnosti vzorcev vode
3.2.4 Temperatura vzorcev vode..........ccoumrerrrneernns

3.3 Kemijska analiza vzorcev vode..........ccccoucevrmnnnenns

3.3.1 Dolocitev TOC (skupnega organskega ogljika)

3.4 Koncentriranje vodnih vzorcev s Supel HLB kolonami

3.5 Tankoplastna kromatografija............cccoccceurerrnne.

3.6 UV spektroskopija.........ccoreeermreerummseessmseessssmessesssesseens

4 REZULTATL..oooissssssssssssssssssssssssssssssssssssssss

4.1 Fizikalna analiza vzoecev vode............ccocerererrerenens

4.2 Kemijska analiza vzorcev vode............occcoummercennnn.

NN NN NDNDNDRNDRNDRNDNDDNDDDNDIDN R R R R R R R opop
© 00 O O Ul W W N N NN R PR © O 0 N N N U Ul W kR



4.3 Celotni organski ogljik - TOC ..........coccommerreennns
4.4 TLC Kromatogrami..............coeeemmessessssmsmssssessssmssnseeee

4.5 Umeritvena premica za EE2.................cccocunenn.

4.6 Vsebnost EE2 v preiskovanih vzorcih
5 RAZPRAVA........rsseseeeessssssssssssssssssssssssssanes

5.1 Organolepticne lastnosti vzorcev voda

5.2 pH vodnih VZOrcev..........cconreeensmneeesssnseessssseseessssesseens

5.3 Elektri¢na prevodnost in mineralizacija

5.4 Kemijska analiza vode............ccocccururrnee.
5.5 Celotni organski ogljik - TOC ..........coocvveerrurrrneen

5.5.1 Pomanjkljivosti analiz vzorcev vode

5.6 TLC analiza vzorcev vode...........cccoererereennee

5.7 UV SpPektroSKOpija........occoweeeueummmereeessmmsmnsseesssmsssssssssssssnns
(7 (I L1 o] L(
7 DRUZBENA ODGOVORNOST .......ccooverrerrrereren
8 UPORABLJENA LITERATURA.........cconmreeerrmrrneee

Seznam preglednic

Preglednica 1. Priprava standardnih raztopin
Preglednica 2. Fizikalne lastnosti vzorcev vode in opis odvzemnih mest
Preglednica 3. Kemijska analiza vzorcev vode
Preglednica 4. Preostanek trdne snovi v vzorcih vod po oksidaciji s 30% H:0:
Preglednica 5. Skupna masa organskih snovi, ki so se oksidirale s 30% H0;
Preglednica 6. Retencijski faktorji za razvite kromatograme
Preglednica 7. Prisotnost EE2 (estrogena) v vzorcih vod in urina
Preglednica 8. Podatki za umeritveno premico
Preglednica 9. Koncentracija skupnih sinteti¢nih in umetnih estrogenov v preiskovanih vzorcih.......
Preglednica 10. Podatki o skupnih estrogenih iz podobnih raziskav

Seznam slik

SLIKA 1. Relativna estrogena aktivnost razliénih odtokov, pregledanih med COMPRHEND
raziskavo (Pickering s sod., 2003) ......cccccoommrreerrene
SLIKA 2. Strukturne formule estrona, estradiola, estriola in esterola (Warmerdam s sod.,

SLIKA 3. Podobnost v strukturnih formulah E2 IN EE2 (Levart, 2009)
SLIKA 4. Metabolna pot EE2 v ¢loveSkem organizmu (Aris s sod., 2014)
SLIKA 5. Vpliv EE2 na okolje in mozni nacini remediacije (povzeto po: Aris s sod. , 2014)...........cccccoeeoe
SLIKA 6. Potek prakticnega dela............cccceuuuuunnnneen.
SLIKA 7. Prikaz mest odvzema vzorcev ...........cccoueceeeeen
SLIKA 8. Spektrofotometrina dolocitev nitritov (levo) in fosfatov (desno)
SLIKA 9. Semi-kvantitativno dolo¢anje skupnih organskih snovi

29
30
34
35
35
35
35
36
36
37
37
37
37
39
40
42

26
28
29
29
30
33
33
34
35
38

10

12
13
14
16
20
21
22
23



SLIKA 10. Faze dela v koncentriranju vzorcev (Lucci s sod., 2012)
SLIKA 11. Vizualizacija kromatogramov............cccccooueeeeeenes

SLIKA 12. Razviti TLC kromatogrami za vzorce 1,2 in 3

SLIKA 13. Razviti TLC kromatogrami za vzorec 4, 5 in 6
SLIKA 14, Razviti TLC kromatogrami za vzorce 7in 8

SLIKA 15. Razviti TLC kromatogrami za vzorce 9, 10, in 11

SLIKA 16. Doloéitev valovne dolzine maksimalne absorbance

Kratice uporabljene v nalogi

e ED (EM) - endocrine disrupting (endokrini motilec)
e SPE - solid phase extraction

e TLC - thin layer chromatography

e GC - gas chromatography

e MS - mass spectrometry

e HPLC - high performance liquid chromatography
e LC-liquid chromatography

e PAH - polycyclic aromatic hydrocarbons

e PCB - polychlorinated biphenyl

e DDT - dikloro-difenil-trikloroetan

e EDC - 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
e ER-estrogen receptors

e AR - androgen receptors

e TR -thyroid hormone receptor

e GR-glucocorticoid receptor

e DNA - deoxyribonucleic acid

e RNA - ribonucleic acid

e GnRH - gonadotropin-releasing hormone

e TOC - total organic carbon

e HLB - hydrophilic-lipophilic balance

24
30
31
31
32
32
34


https://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/hplc.html
https://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/hplc.html

ZAHVALA

Za pomoc in nasvete pri izdelavi raziskovalne naloge, tako prakticnega kot tudi teoretiénega dela, bi
se radi zahvalili mentorici. Prav tako se ji zahvaljujemo za vse spodbudne besede, vse posredovano

znanje ter €as in trud, ki ga je vloZila v mentorstvo.

Zahvaljujemo se oskrbnikom Cistilnih naprav, ki so nas spustili v svoje prostore in nam dovolili vzeti

vzorce voda neposredno po iztoku iz Cistiine naprave.
Zahvala gre tudi lektorju, ki je poskrbel za jezikovno in slogovno pravilnost nase raziskovalne naloge.

Posebna zahvala gre naSemu razredniku za vse opraviene izostanke od pouka, zaradi izvajanja

meritev in eksperimentalnega dela v Solskem laboratoriju.



POVZETEK

Preko koncentriranja vzorcev povrSinskih voda in voda komunalnih Cistilnih naprav, smo merili
vsebnost semi-sinteticnega hormona 170-etinilestradiola (EE2), ki je hormonski motilec. Rezultati so
pokazali, da je koncentracija estrogenov v nakljuéno izbranih desetih vzorcih povrsinskih voda in
odpadnih vodah €istilnih naprav v V in SV Sloveniji, v primerjavi s koncentracijo v urinu najstnice, ki
redno uziva oralno kontracepcijo, nizja za velikostni razred 103 do 10°. Kljub temu so vrednosti EE2 in
njemu sorodnih spojin v preiskanih vzorcih visoke, Se posebej izstopa Bistrica (pred in po Cistilni
napravi) s koncentracijo 960 ng/L. Z UV spektroskopijo smo doloCili koncentracije estrogenov do
najmanj 99 ng/L (£10,9). Ugotovili smo, da komunalne Cistilne naprave ne odistijo estrogenov: ¢e so
bili estrogeni prisotni v vzorcu vode, ki predstavlja vtok v komunalno €istilno napravo, smo jih zaznali

tudi v vzorcu vode, ki predstavlja odtok iz komunalne Cistilne naprave.

Kljuéne besede: EE2, hormonski motilci, komunalne Cistilne naprave

ABSTRACT

We measured the content of semi synthetic hormone 17a-ethinylestradiol (EE2) which is known as an
endocrine disruptor. We measured its content in concentrated samples of surface waters and
concentrated samples of waters from various wastewater treatment plants. The results have shown,
that the concentration of estrogens in 10 randomly picked samples of surface waters and waters from
wastewater treatment plants in east and north-east of Slovenia in comparison with the concentration
in urine of a female teenager, who uses oral contraception regularly, appears to be lower in size
classes from 10° to 105. However the content of EE2 and similar compounds is still high, a sample
that especially stands out is the one from river Bistrica with concentration of 960 ng/L. Using UV
spectroscopy we measured the concentrations of estrogenes to as low as 99 ng/L (£10,9). If there
were estrogens in water samples that represented water before it entered wastewater treatment plants,
there were estrogens found in water samples that represented water after it left wastewater treatment

plants as well. Therefore wastewater treatment plants do not destroy estrogens.

Key words: EE2, endocrine disruptors, wastewater treatment plants



1 UvVOoD

Hormonski (endokrini) motilec (EM) »je katerakoli kemikalija, ki direktno ali indirektno vzajemno deluje
Z endokrinim sistemom in se njene posledice kaZejo kot vpliv na hormonalni sistem, taréne organe ali
tkiva« (Barlow s sod. 2010). Endokrini motilci (ED, endocrine disrupting) so torej snovi, ki so biolosko
aktivne in Ze v zelo majhnih koncentracijah povzro¢ajo Skodljive u€inke pri organizmih, t.j. spremenijo
delovanje endokrinega oz. hormonalnega sistema, kar pomeni, da motijo proizvodnjo, spros¢anje,
transport, presnovo (metabolizem), vezavo, delovanije in odstranjevanje naravnih hormonov v telesu,
s tem pa vplivajo na ohranjanje notranjega ravnovesja (homeostaze) oz. normalno celi¢no presnovo,

plodnost, vedenje in razvoj ¢loveka in drugih Zivalskih vrst (Pav¢ic¢, 2018; WHO, 2002).

Naravni steroidni hormoni, ki jih proizvajajo tako ljudje kot Zivali in jih z izloCanjem sproS¢amo v okolje,
kot sta progesteron in testosteron, so prav tako hormonski motilci kot sintetiéni steroidni hormoni, ki
jih mnoZiéno uporabliamo za preprecitev ovulacije (kontracepcija) ali kot nadomestno hormonska
terapijo v menopavzi (Lintelmann s sod., 2003), kamor sodijo 17a-etinilestradiol (EE2) in mestranol
(MeEE2) (Ying s sod., 2002). Med dobro poznanimi EM je tudi dietilstilbestrol (DES), ki se je v
preteklosti uporabljal za prepre€evanje splavov in prezgodnjega rojstva (Lintelmann s sod., 2003). EM
pa so tudi Stevilne spojine, ki lahko oponasajo delovanje hormonov kot so pesticidi, poliklorirane
organske spojine, fitofarmacevtska sredstva, itd.

Endokrini motilci so danes povezani z razvojem Stevilnih bolezni, kot so rak ali srcno-Zilne bolezni.
Vplivajo na reproduktivno zdravje zensk in moskih, na pojavnost raka dojk in testisov, prezgodnjo
puberteto, endometriozo, metabolni sindrom in debelost, manjSo kakovost in koli¢ino semencic ter
posledicno povzro¢ajo mosko neplodnost (Gramec Skledar in Peterlin Masic, 2019). Kemijski motilci
endokrinega sistema so prisotni v zraku, vodi ter zemlji, zaradi Cesar se jim je prakticno nemogoce
izogniti. Ker hormoni delujejo v nizkih koncentracijah, lahko Ze zelo nizke koncentracije motilcev
endokrinega sistema vplivajo na razvoj in delovanje organizma (Pavéic, 2018).

Na estrogensko delovanje organizmov imajo od naStetih EM najvecCji vpliv naravni in sinteticni
estrogeni. V okolje pridejo z odplakami odpadnih vod komunalnih Cistilnih naprav in bolnisnic ter z
odplakami pri vzreji Zivali. Dolgo so steroidne hormone uporabljali tudi v Zivinoreji, vendar je bila leta
1989 s strani Evropske unije njihova uporaba prepovedana (Andersson in Skakkebaek, 1999). To
seveda ne velja za sintetiCne steroidne hormone, ki se mnozi¢no uporabljajo predvsem za oralno
kontracepcijo in za hormonske terapije. Leta 2015 je komisija EU sprejela sklep o doloCitvi nadzornega
seznama snovi za spremljanje na ravni Unije na podrocju vodne politike (EU 2015/795), v katero je
vkljucila tudi tri steroidne hormone (173-estradiol, 17a-etinilestradiol in estron) (Heath, 2016).



V raziskovalni nalogi se bomo osredotoCili na enega od sinteticnih estrogenov, tj. 17a-etinilestradiol
(EE2). Omenjeni estrogen je Siroko razsirjen v vodnem okolju, predvsem zaradi zmoznosti adsorpcije
v organskih snoveh in kopiCenja v sedimentih. Raziskave, v katere je bil vklju¢en 17a-etinilestradiol,
kaZejo, da ima ta sinteticni estrogen negativen vpliv na spolni razvoj vodnih organizmov in zakasnitev
spolne zrelosti. Potrebno je poudariti, da toksi¢nost EE2 variira glede na preucevano vrsto in glede na

metodo preucevanja (in vivo oz. in vitro) (Levart, 2009).

1.1 NAMEN NALOGE

V raziskovalni nalogi se bomo osredotoCili na dve vrsti EM, to so naravni in sinteticni hormoni.
Preverjali bomo njihovo prisotnost v razliénih povrSinskih vodah ter vtokih in iztokih €istilnih naprav.
Vzorce bomo najprej analizirali na osnovne fizikalno-kemijske parametre in jih nato skoncentrirali na
trdnih nosilcih v kolonski izvedbi (SPE), pri ¢emer bomo za elucijo uporabili metanol. Vzorce bomo po
koncentriranju analizirali s tankoplastno kromatografijo (TLC) in s pomocjo UV spektroskopije

poskusali doloCiti koncentracijo estrogenov v vzorcih.

1.2 RAZISKOVALNO VPRASANJE

Kolik$na je koncentracija estrogenov v nakljuéno izbranih desetih vzorcih povrsinskih voda in odpadnih
vodah Eistilnih naprav ter pitne vode v V in SV Sloveniji, v primerjavi s koncentracijo v urinu najstnice,

ki redno uZiva oralno kontracepcijo?

1.3 HIPOTEZE IN NJIHOVA RAZLAGA

Hipoteza 1: S TLC po koncentriranju vzorcev voda lahko identificiramo estrogenske snovi.

Hipoteza 2. Z UV spektroskopijo lahko dolo¢imo nizke koncentracije estrogenov v koncentriranih

vzorcih voda.

Hipoteza 3: Ce so estrogeni prisotni v vzorcu vode, ki predstavlja vtok v komunalno Gistilno napravo,

jih bomo zaznali tudi v vzorcu vode, ki predstavlja odtok iz komunalne Cistilne naprave.

Hipoteza 4: Koncentracija skupnih estrogenov v vzorcih komunalnih in povrSinskih voda so nizje od

koncentracije skupnih estrogenov v urinu najstnice, ki uziva oralno kontracepcijo.



1.4 METODE DELA

Za ugotavljanje prisotnosti ED v vodnih ekosistemih se uporabljajo tako kemijske kot bioloSke metode,
vendar vse predstavljajo za srednjo Solo “analitiCen izziv", saj morajo, zaradi velikega Stevila spojin in
njihove nizke koncentracije v okolijskih vzorcih ter zelo nizke detekcijske vrednosti potrebne za njihovo
identifikacijo (1 ng/L), biti visoko obcutljive (Alda in Barceld, 2001). Vse naSteto nam je predstavljalo
tezavo, saj je oprema Solskega laboratorija praviloma premalo natan¢na oz. ob¢utljiva. Raziskavo smo

zato razdelil v 5 delov, od katerih so za vsakega znacilne svoje metode dela.
1. del - vzoréenje

Pri vzorCenju odpadnih vod smo se najprej povezali s skrbniki Cistilnih naprav in nato vzorec vode
odvzeli v skladu z dobro laboratorijsko prakso. Vzorci so bili odvzeti naklju¢no, brez posebnih indikacij

onesnazenosti z estrogenskimi snovmi.
2. del - fizikalno kemijska analiza

Odlogili smo se, da bomo odvzeti vzorec najprej spektrofotometriéno analizirali glede na osnovne

kemijske in fizikalne parametre in nato preostanek skoncentrirali.
3. del - koncentriranje vzorcev voda

Preko Studija ustrezne literature (Alda in Barceld, 2001; De Mes s sod., 2005; Levart, 2009) smo prisli
do zakljutka, da moramo vse vzorce po opravlieni osnovni fizikalno-kemijski analizi najpre;
skoncentrirati. To najlazje naredimo s postopkom ekstrakcije na trdni fazi (ang. solid phase extraction;
SPE) (De Mes s sod., 2005; Levart, 2009). Preucili smo $tevilne kolone, ki jih literatura navaja in na
koncu izbrali tisto, ki je bila selektivna za spojine z estrogensko zgradbo in cenovno sprejemljiva
(Water QOasis in Supel selected HLB).

4. del - identifikacija in kvantifikacija skupnih estrogenov v vzorcih

Ni¢ manji problem ni bila izbira primerne kemijske metode, s pomocjo katere lahko identificiramo in
kvantificramo spojine, ki imajo estrogensko zgradbo. Najpogosteje uporabliene metode za
kvantifikacijo hormonskih motilcev (izbira analize odvisna od ciljnih spojin) so: plinska kromatografija
v kombinaciji z masno spektrometrijo (GC/MS); teko€inska kromatografija visoke lo¢ljivosti, z masno
detekcijo (HPLC/MS); kolonska kromatografija z UV detekcijo (LC/UV) (Kralj, 2015). Vse naSteto nam
ni bilo na voljo, zato smo se odloCili, da bomo komponente v zmesi najprej locili s tankoplastno

kromatografijo (TLC) in nato s pomoCjo umeritvene premice (uporaba standarda) spektroskopsko



dolo€ili koncentracijo EE2 v vzorcu. V Solskem laboratoriju nam je bil na voljo UV spektrometer (Perkin
Elmer Bio Lambda), kiima izjemno nizko mejo detekcije (ng/L), zato smo upali, da bo metoda ustrezna.
Za uporabo imunoloskin metod detekcije (npr. ELISA '-enzyme-linked ummunosorbent assay,
Voulvoulis in Scrimshaw, 2003) ali analiz z bioloSkim testom, pri katerem bi morali uporabiti gensko

spremenjeno kvasovko (YES) (Levart, 2009), prav tako nismo imeli pogojev.

2 PREGLED LITERATURE

Spojine, ki delujejo na endokrini sistem, poznamo ze iz antiénih ¢asov, npr. kumestrol (spojina v
detelji), ki vpliva na reprodukcijo pri ovcah in kravah (Marty s sod., 2011). Leta 1962 je Rachel Carlson
objavila knjigo The Silent Spring, v kateri je opozorila na S$kodljive uCinke pesticida
diklorodifeniltrikloroetana (DDT) na okolje in ljudi. Sele kasneje se je izkazalo, da je DDT dejansko
motilec endokrinega sistema (Epstein, 2014). Izraz endokrini motilec (EM) je bil vsesploSno sprejet
trideset let kasneje, leta 1991, na konferenci v Wingspreadu, kjer se je na pobudo Thea Colborna
zbrala skupina strokovnjakov, ki je preucila vpliv industrijskih onesnaZil na reproduktivni razvoj pri
Zivalih (Kwiatkowski s sod., 2016).

Po poroCilu Ameriske agencije za varstvo okolja (EPA2?) je trenutno identificiranih 87.000 moznih
endokrinih motilcev. Med njimi prevladujejo industrijske kemikalije (75.500), kot so aromatski
ogljikovodiki (PAH), poliklorirani bifenili (PCB), dioksini, furani, 900 aktivnih in 2500 pomoznih snovi v
pesticidih, dodatki v kozmetiki in Zivilih (8000) ter estrogeni, androgeni in fitoestrogeni (Pavéic, 2018).
Najdemo jih v izdelkih za vsakdanjo rabo, kot so npr. plastika (bisfenol A, dietil ftalat, dibutil ftalat, 4-
nonifenol), kozmetiénih izdelkih (triklosan, benzilparaben), zdravilih (paracetamol), pesticidih (DDT,
metoksiklor) in celo elektronskih napravah (bromirani zaviralci gorenja) (Gramec Skledar in Peteril
Masic, 2016; Albert s sod., 2013). Njihov vnos v telo je mozen preko hrane in pijace, koze, ali pa z
vdihovanjem. Posebej sta problemati¢na prehod teh snovi preko placente in prehod v materino mleko

ter posledicno njihov vpliv v najbolj kritiénih obdobjih zarodkovega razvoja (Kabir s sod., 2015).

1 Encimsko-vezani imunosorbentni test je analizni biokemijski poskus, ki se uporablja za zaznavanje antigenov oz.
protiteles v vzorcu. Poznamo dva razliéna testa; posrednega in neposrednega. Posredni se uporablja za merjenje
koncentracije antigenov, neposredni pa za doloanje antigenov v opazovanem vzorcu. Oba temeljita na dodajanju
protitelesa na katerega je vezan encim, kar povzroi obarvanje vzorca, na podlagi esar ugotovimo ali je Zeleni antigen v
vzorcu ali ne. To je Se eden od nacinov, s katerim lahko ugotovimo prisotnost EE2 v vzorcu.

22 Dostopno na: (citirano 4.1. 2020)


https://www.epa.gov/endocrine-disruption

V obdobju od 1999 - 2001 je v Evropi potekal velik projekt imenovan COMPREHEND (Pickering s
sod., 2003), v katerem so znanstveniki iz razliCnih drzav izvajali 3-letni monitoring iztokov iz
komunalnih ¢istilnih naprav. Rezultati so pokazali, da so hormonski motilci prisotni v vseh vzorcih
(Eggen s sod., 2003). Izmerjene vrednosti za EE2 so se gibale med 1 in 11 ng/L na Svedskem
(Larsson in sod., 1999) in do 76 ng/L v Veliki Biritaniji (Desbrow s sod., 1999).

Koncentracije estrona (E1), 17B-estradiola (E2) in 17a-etinilestradiola (EE2), ki so jih dolo¢ali v vodah
izliva Rio de la Plata (Argentina) na 50-ih razlicnih lokacijah, so pokazale, da sta bila E2 in EE2
prisotna v vseh vzorcih iztokov iz odplak, koncentracije pa so gibale med 122-631 ng/L in 65-187 ng/L
. Estrogene so odkrili tudi v povrSinskih vodah in sicer v razponu od 43 ng/L do 369 ng/L. Tako visoke
koncentracije predstavljajo ekotoksikoloSko tveganje teh estrogenov za lokalno vodno bioto (Valdes s

sod., 2015). Slovenija v tej raziskavi ni sodelovala.

Municipal Industrial

. ‘ Strongly estrogenic

. Moderately estrogenic

° o Noestrogenicity detected

ff/gf
ot
e
& h

SLIKA 1. Relativna estrogena aktivnost razli¢nih odtokov, pregledanih med
COMPRHEND raziskavo (Pickering s sod., 2003)
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2.1 MEHANIZEM DELOVANJA MOTILCEV ENDOKRINEGA SISTEMA

Preko epigenetskin mehanizmov, kot so metilacija DNA, modifikacije histonov ali majhne, ne
kodirajo€e RNA, lahko motilci endokrinega sistema povzroCajo spremembe v izraZzanju genov
(Rosenfeld in Cooke, 2019). Kemi¢ni motilci endokrinega sistema se lahko prav tako vpletajo v sintezo
hormonov, vplivajo na njihov transport, metabolizem in izlo¢anje (Kabir s sod., 2015). Encimi, ki so
njihove pogoste tarCe, so aromataza, 5-a-reduktaza ter 3- in 11-hidroksisteroid-dehidrogenaza
(Giulivo s sod., 2016). Delujejo lahko v zelo nizkih koncentracijah in pogosto imajo pleiotropne ucinke
(Acconcia s sod., 2015; Usman s sod., 2016).

Ce povzamemo, teorija trenutno predvideva, da EM delujejo po razliénih mehanizmih (Gramec Skledar
in Peterlin Masic¢, 2019):

1. Motijo sintezo, metabolizem, transport ali izlo€anje endogenih hormonov.

2. VezZejo se na izbrane endokrine receptorje, na katerih so agonisti ali antagonisti.

3. VezZejo se na membranske receptorje in povzrocijo negenomske ucinke.

Rosenfeld in Cooke (2019) sta postavila hipotezo, da EM delujejo predvsem preko vezave na ustrezne
receptorje, kot so estrogenski (ER), androgeni (AR), tiroidni (TR) in glukokortikoidni (GR) receptor, ter
posledi¢no vplivajo na prepisovanije tarénih genov (genomska pot). Vendar sta ze pred tem Annamalai
in Namasivayam (2015) dokazala, da je njihovo delovanje mnogo bolj kompleksno, saj se vezejo tudi
na receptorje v plazemski membrani in preko signalnih prenaSalcev povzrocCijo hitre ucCinke

(negenomska pot).

2.2 SPOJINE Z DELOVANJEM V ESTROGENSKEM SISTEMU

Estrogeni so zenski spolni hormoni, ki se v najvecji meri sintetizirajo v jajcnikin. Med endogene
estrogene sodijo estron (E1), estradiol (E2), estriol (E3) in estetrol (E4). E2 je najpomembnejsi naravni
estrogen z najvecjo jakostjo delovanja, E4 pa je naravni estrogen, ki nastaja le v jetrih ploda (Gramec
Skledar in Peterlin Masi¢, 2019).
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HO HO l: ‘l

E, Estrone E, Estradiol
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HO

E; Estriol E, Estetrol

SLIKA 2. Strukturne formule estrona, estradiola, estriola in esterola (Warmerdam s
sod., 2008)

Estrogeni svoje u€inke izkazujejo preko vezave na dve obliki jedrnega receptorja; ERa in ERB. Oba
receptorja imata pomembno vlogo pri razvoju in delovanju jajénikov ter zas€iti sréno-Zilnega sistema.
ERa ima pomembnejSo vlogo pri razvoju in delovanju mle¢nih Zlez in maternice, pri uravnavanju

presnove ter pri remodelaciji kosti.

ERB ima mocnejSi uCinek na centralni Zivéni sistem in imunski sistem ter nasprotuje proliferativnim

ucinkom ERa v tkivih dojke in maternice (Paterni s sod., 2014).

Endogeni estrogeni imajo kljuéno vlogo tako pri spolni diferenciaciji kot tudi razvoju mozganov, dojk,
prostate ter drugih tkiv in organov. Ker lahko EM navedene procese motijo, je najnevarnejsa
izpostavitev v kriti¢nih obdobjih razvoja (Gramec Skledar in Peterlin Masi¢, 2019). Motilci endokrinega
sistema, ki so povezani s spremembami v diferenciaciji in z razvojem celic, so genistein, medikarpin
in resveratrol (estrogeno delovanje) ter androstenol in retinojska kislina (antiestrogeno delovanije) (
Kiyama s sod., 2014).

Endogeni estrogeni izkazujejo protivnetne in vazoprotektivne ucinke. Mednje sodijo fitoestrogeni, ki jih
najdemo v Stevilnih rastlinah, npr. v soji (daidzein, genistein), oresckih, strocnicah ter jagodicevju.
Fitoestrogenom pripisujejo ugodne ucinke pri osteoporozi, sréno-Zilnih boleznih, raku dojk in
menopavzalnih simptomih. Prisotni so v Stevilnih prehranskih dopolnilih ter se globalno trzijo kot
alternativa za hormonsko nadomestno terapijo. A vendar je potrebna pri njihovi uporabi previdnost,
saj so to kljub vsemu motilci endokrinega sistema in imajo lahko tudi zdravju Skodljive ucinke (Patisaul
in Jefferson, 2010).
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2.3 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI EE2

Sinteticni estrogen 170-etinilestradiol (EE2) je glavni estrogen v kontracepcijskih tabletkah (De Mes,

2005). Popre¢na dnevna doza v eni kontracepcijski tableti znasa 35 pg (De Mes, 2005).

SLIKA 3. Podobnost v strukturnih formulah E2 IN EE2 (Levart, 2009)

Glede na naravni hormon E2 (estradiol) je EE2 zmerno topen v etanolu (1 del v 6 delih etanola), v vodi
pa se relativno slabSe raztaplja (4,8 mg/L pri 20°C). Omenjeni hormon je nepolarna hidrofobna
organska spojina, ki je na biodegradacijo bolj odporna kot naravni estrogen, kljub podobni strukturni
formuli (PubChem, 2020)3. Vezava EE2 na estrogeni receptor v ¢loveSkem telesu je dvakrat visja kot
pri E2, kar pomeni, da je EE2 ucinkovitejSi v estrogenskih reakcijah kot naravno pridobljeni E2. Testi
in vivo so pri ribah pokazali, da je EE2 11- do 130-krat bolj aktiven kot E2 (DE Mes, 2005) in sodi med

glavne krivce za estrogensko aktivnost v komunalnih odpadnih vodah (Levart, 2009).

Ker so estrogenski hormoni topni v mascobah, se zato iz telesa izloCijo zaradi procesa konjugacije v
jetrih. VV tem procesu se estrogeni vezejo na glukoronid ali sulfat (vodotopne molekule) in se iz telesa
izloCijo v okolje. Kot tak$ni, so v okolju neaktivni (nimajo estrogenske aktivnosti), vendar to aktivnost
zaradi mikroorganizmov v okolju ponovno pridobijo. Glukoronska oz. sulfatna skupina se v procesu
dekonjugacije encimsko (B-glukoronidaza) odstrani iz estrogena, ta pa zopet postane aktiven. Ker je
v CloveSkem blatu prisotna E. coli, ki ta encim ima, je v blatu veliko veC aktivne oblike estrogena, kot
v urinu (Levart, 2009).

3Vir: (uporabljeno 4.1. 2020)

13


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ethinyl-estradiol

Conjugates

/ H \ }
7~
HO CH,0
-
HO HO

EE;-3-glucuronide EE;-3-sulphate

SLIKA 4. Metabolna pot EE2 v ¢loveSkem organizmu (Aris s sod., 2014)

Koli¢ina izloCenega sinteticnega hormona je odvisna od spola, hormonskega statusa, faze
menstruacije, uporabe kontracepcijskih sredstev in nosecnosti. Ko pride EE2 do Cistilne naprave, se
aktivira v svoji prosti obliki zaradi bakterijskih modifikacij in pri tem ostane stabilen. Koli¢ina hormona

v okolju variira glede na letni Cas, uCinkovitostjo vodnega preciSCevanja in stopnjo urbaniziranosti
okolice (EPA, 2010).

Drugi pomemben vir EE2 v okolju je urin zivali, kjer se za zviSevanje produktivnosti in za zdravljenje

nekaterih bolezni uporablja tudi hormonska terapija (Levart, 2009).

H koliCini EE2 v okolju precej prispeva tudi gnojenje polj, saj so sestavni del naravnih gnoijil tudi izlocki
Zivine. EE2 je zaradi etinilne skupine na 17. mestu (C atomu) odpornejsi na oksidacijo, kar $e dodatno
upocCasni razkroj. In vitro poskusi pri ribah so pokazali, da ima EE2 najvedji estrogenski ucinek med

estrogeni (sledita mu E2 (estradiol) in E1 (estron) (Nie s sod., 2009).
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2.4 UCINEK EE2 NA RAZLICNE ORGANIZME

Stevilne raziskave so pokazale, da ima EE2 izredno velik toksiéni uéinek na izpostavljene organizme,
v primerjavi z naravnimi estrogeni (E1, E2, E3). Ze pri koncentracijah, kot so 1 ng/L, lahko EE2
Skodljivo u€inkuje na endokrini sistem organizmov vodnih organizmov, npr. viSanje Stevila dvospolnih
rib, zmanjSanje produkcija jajcec in spermijev, zmanjSanje kvalitete gamet, popolno feminizacijo
samcev, zmanj$ano rodnost in plodnost rib in tudi spremembe v obnaSanju (Aris s sod., 2014). UCinki
so lahko tudi posredni, kot je zmanjSanje populacij rib. Notch in kolegi (2007) so celo ugotovili, da
prisotnost EE2 zmanj$a zmoZnosti popravljanja DNA, posledi¢no pa lahko povzro¢a nastanek tumorja

na jetrih.

Raziskave niso bile opravljene le na podrocju vodnih organizmov, temve¢ tudi pri sesalcih. Poskusi na
podganah so pokazali, da pitie vode, ki vsebuje EE2, zmanjSuje telesno teZo. Poskuse so opravili tudi
z brejimi podganami, kot rezultat pa so odkrili nepravilnosti mozganskega delovanja pri zarodkih
(viSanje Stevila GnRH-1 nevronov), kar je vodilo celo v moZgansko retardacijo in pospeSeno vaginalno

odpiranje (Aris s sod., 2014).

2.5 VIRI SINTETICNIH ESTROGENOV V OKOLJU

Ljudje in Zivali preko urina in blata izlo¢imo precej$njo koli¢ino hormonov. Hormoni prodrejo v okolje
skozi kanalizacijo (odpadne vode) in preko gnojil. Komunalne vode industrijskih obratov, ki se ukvarjajo
z izdelavo sintetiCnih hormonov, vsekakor prispevajo k vecanju koli€in sintetiCnih hormonov v okolju,
posledi¢no pa tudi v vodah, kjer sedimenti absorbirajo hormone, ki tu ostanejo skozi daljSa ¢asovna
obdobja. Willimas in Szancel (po De Mes, 2005) navajata, da naj bi se dnevna koli€ina izloCenih

naravnih estrogenov gibala med 10 in 100 pg za zenske v menopavzi ter med 1 in 25 ug za moske.

Koncentracije EE2 v okolju, ki ne presegajo 0,002 ng/L, so za €loveka neskodljive (Czerwonka in Kaca,
2012). Za vodne Zivali je priporo¢eno, da 30-dnevne povprecne koncentracije EE2 ne presegajo 0,5
ng/L, z dopustnim 50 % odstopanjem, torej lahko vrednosti mas EE2 v vodi zna$ajo maksimalno do
0,75 ng/L (Czerwonka in Kaca, 2012).

Zivalske komunalne vode vsebuijejo vsaj tolikdno koligino EE2 kot &loveske, v dologenih primerih e

celo veC. Raziskave so pokazale, da skupna dnevna masa izlo¢enih estrogenov na svinjo znasa 120

— 2300 g, kar je ve€ od odraslega ¢loveka. Kombinirane zivalske farme, npr. drobnice in perutnine
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izloCijo skupno skoraj Stirikrat ve¢ estrogenov kot ljudje. Skupne letne koli¢ine izloCenih estrogenov na
kmetijah v Evropski Uniji znaSajo okoli 33 ton, v Zdruzenih drzavah Amerike pa okoli 49 ton (EPA,
2020). Povzetek predstavlja slika 5.

Gospodinjstva (npr.

kontracepcijske tablete)
— Zivinoreja
— VIRI =
— Industrija
= Kmetijska dejavnost
S | Ekosistemska
~ neuravnovesenost
b
N Spremembe spolnih
w 2 | H 1ZPOSTAVLENOST |- znatilnosti rib
2 -
- 2 Ogrozanje zdravja ljudi
<O =1 (upadanje plodnosti in razlog
c% raka)
=
o — filtracija

ozon/UV procesi

| | REMEDIACUSKI napredna kemijska
UKREPI oksidacija in obarjenje
m adsorbcija

—1 uporaba usedline

SLIKA 5. Vpliv EE2 na okolje in mozni nacini remediacije (povzeto po: Aris s sod. ,
2014)
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2.6 KAKO ZMANJSATI UCNIKE SINTETICNIH ESTROGENOV NA OKOLJE?

Dotok estrogenov v okolje je tezko kontrolirati s strogimi prepovedmi, kot npr. ukinitev izdelovanja
sinteticnih hormonov, vendar je dejstvo, da so zaradi stabilnosti sintetinih hormonov postopki
preCiSCevanja voda s Cistilnimi napravami neucinkoviti. Sintetiéne hormone ve¢inoma absorbirajo
(organski) sedimenti, zato ostanejo tam dlje ¢asa. Za razliko od sinteti¢nih, se naravni hormoni hitro
bioloSko razgradijo, ve¢inoma ob prehodu skozi Cistiine naprave, ob pomoci mikroorganizmov pri
aerobnih ali anaerobnih pogojih. 15 let stare Studije o bioloSkem razkroju, ki jih je naredil Weber s
kolegi (2005) navajajo, da lahko iz vode v treh urah odstranimo skoraj 100 % EE2, z uporabo meSane
kulture mikrobov (npr. A. xylosoxidans in Ralstonia picketii) ali nitro bakterij, ki amonijak oksidirajo v
nitrite in dalje v nitrate. Vendar Aris s sod. (2014) tega mnenja ne deli. Za temeljito in ucinkovito
zmanj$anje EE2 iz vode bi bila potrebna mreza Cistilnih naprav, ki bi po najnovejsih metodah in ob

pomoci mikroorganizmov le-tega razkrajale (Aris s sod., 2014).

Preucevanije toksicnosti EE2 ima veliko izzivov, saj ta snov obi¢ajno v okolju ni prisotna sama, ampak
v kombinaciji z drugimi hormoni in organskim snovmi. Delovanje EE2, ob prisotnosti ostalih primesi,

je slabo preuceno in predstavlja izziv v prihodnosti.

2.7 METODE DOLOCANJA EE2 V OKOLJU

V teoretiCnem delu bomo predstavili samo osnove tehnik, ki jih bomo uporabili v prakticnem delu

naloge.

2.7.1 EKSTRAKCIJA NA TRDNI FAZI

Osnovni princip ekstrakcije na trdni fazi je porazdelitev komponent iz vzorca med trdno fazo iz tekoCe
faze. Trdno fazo predstavlja kolona z ustreznim topilom, mobilno fazo pa predstavlja vzorec (Wells,
2003). V primeru, da vzorec vsebuje vecje delce, pred nanosom vzorca le-tega prefiltriramo. Proces

ekstrakcije ima pet faz:

1. Kondicioniranje kolone, kar pomeni aktiviranje povrSine polnila, da se lahko merjena
sestavina pozneje bolje veze (Wells, 2003).
2. Odstranitev aktivacijskega topila, ki poteka s teko€ino, ki ima podobno sestavo kot matriks

vzorca.
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3. Nanos vzorca, ki ga opravimo s pipeto. Pri prehodu vzorca skozi kolono se morajo Zelelne
sestavine vezati na kolono. Pri tem je pomembna hitrost pretoka.

4. Spiranje interferenCnih sestavin, ki prav poteka s teko€ino, ki ima podobno sestavo kot
matriks naSega vzorca .

5. Elucijo merjenih sestavin, ki mora potekati s primernim topilom.

Za ucinkovito ekstrakcijo je bistvena izbira kolone s primernim polnilom in pravo eluetntno topilo. Izbira

kolone in topila je opisana v prakticnem delu naloge.

2.7.2 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA (TLC)

Tankoplastna kromatografija je kromatografska tehnika, ki se uporablja za lo€evanje zmesi. Postopek
se izvaja na plo&€ici iz stekla, plastike ali aluminijaste folije, prevle¢eni z vpijajoCim materialom, ki se
imenuje stacionarna faza. To je obi¢ajno silikagel, aluminijev oksid ali celuloza. Preu¢evani vzorec

zmesi nanesemo na stacionarno fazo.

Stacionarno fazo na nosilcu damo v kromatografsko kolono, nasi¢eno z mobilno fazo (topilo ali
mesSanica topil). Zaradi kapilarnega ucinka potuje mobilna faza navzgor po stacionarni fazi in s seboj
nosi komponente zmesi. Zaradi razliéne afinitete komponent zmesi do stacionarne in mobilne faze,
razdalja, ki jo komponente v zmesi prepotujejo, niso enake, zato lahko zmes loimo. Po poskusu je
potrebno loéene komponente vizualizirati in na osnovi retencijskih faktorjev (Ry) dolociti ali je bila

iskana snov del zmesi ali ne.

razdalja, ki jo je prepotovala komponeta zmesi _ R

razdalja, ki jo je prepotovala mobilna faza

2.7.3 ULTRAVIJOLICNA SPEKTROSKOPIJA

Fotoni UV in vidne svetlobe z valovnimi dolzinami med 200 in 800 nm imajo dovolj energije, da v
molekulah povzroCijo prehod elektronov iz osnovnih v viSje energijske nivoje. Pri tem nastanejo zelo
kratkoziva vzbujena stanja molekul, nato pa se elektroni vrnejo nazaj v osnovno stanje. Razlika v
energiji elektronskega prehoda se izgubi v okolico v obliki toplote, v€asih pa tudi svetlobe. Spojine, ki

so na pogled bele ali brezbarvne oz. prozorne, absorbirajo svetlobo krajsih valovnih dolzin, tj. UV
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svetlobo*. Merilo za intenzivnost absorpcije v ultravijolicnem delu spektra je najveckrat absorbanca
(A), medtem ko je prepustnost (T) bolj znacilna za spektre infrardeCe spektroskopije. Odnos med

absorbanco in koncentracijo podaja Beer-Lambertov zakon (Skoog in Holler, 2017):

T=  A=-log =-logT=¢lc
kjer je:
* Jo... vpadni svetlobni tok,
+ [...prepuscCeni svetlobni tok,
* ... koncentracija snovi,
+ [. dolzina opti¢ne poti zarka vzorca,

+ faktor € pa imenujemo molski absorpcijski koeficient.

Graf, ki prikazuje odvisnost absorbance, logA ali prepustnosti od valovne dolZine, imenujemo spekter.
Najpomembnejsi podatek pri spektrih je polozaj in viSina absorpcijskega vrha, ki ga opiS§emo z valovno
dolZino vrha oziroma maksimuma - Amax. Na poloZaj absorpcijskega vrha vpliva struktura spojine.
Estrogeni imajo dva absorpcijska maksimuma, pri 208 nm in 280 nm (Yilmaz in Kadioglu, 2013;
Mendez s sod., 2010).

4 Vendar obstajajo izjieme, npr. alkani absorbirajo svetlobo, ki ima valovno dolZino pod 150 nm in je zato UV spekter
nemogoce posneti.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

Odvzem
vzorcev
Opis vzor¢nih mest in
osnovnih fizikalnih —
parametrov vzorcev 1
[ Ekstrakcija organskih
Kemijska molekul (Soilid Phase
analiza vzorcev Extraction)
vode
| ] | |
Dolocitev: | |TLC analiza Doloéifc.ev
- NH,* koncentracije EE2 z
UV spektroskopijo
-NOy I
-NO; Umeritvena
-PO> premica
- Fe?
UV spektri
vzorcev

SLIKA 6. Potek prakti¢nega dela

3.1 VZORCENJE

Datum vzorCenja: 18. - 21. 10. 2019. Vzorci so bili odvzeti na desetih tockah in sicer:

Prezigal pri Slovenskih Konjicah (pred ¢istilno napravo)
Prezigal pri Slovenskih Konjicah (po Eistilni napravi)
Vonarje, PodcCetrtek

Maribor (Lent)

Loce, Celje

Trebce, Bistrica ob Sotli (pred Cistilno napravo)
TrebCe, Bistrica ob Sotli (po Cistilni napravi)

Svecina (pred Cistilno napravo)
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+  Svecina (po Cistilni napravi)
+ Pitna voda iz pipe (vzorec je bil odvzet na mestu, kjer se avtorji naloge redno izobrazujemo)

Tem vzorcem smo dodali Se vzorec urina najstnice, ki redno jemlje oralno kontracepcijo. Ob odvzemu
vzorcev smo izmerili naslednje fizikalne parametre: temperatura vode, pH, prevodnost in ocena

motnosti.

3.2 FIZIKALNA ANALIZA VZORCEV VODE

Opis mest odvzema vzorcev vode je prikazan na zemljevidu® 1 in opisan v preglednici 2 (poglavje
Rezultati). Vsi vzorci so bili odvzeti s sterilnimi temnimi steklenicami prostornine 1 L. Po odvzemu smo
vzorce shranili v hladilnik (4°C). Sledila je fizikalno-kemijska analiza vzorcev. V tem poglavju so

opisane uporabljene metode dela.
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SLIKA 7. Prikaz mest odvzema vzorcev

3.2.1 ELEKTRICNA PREVODNOST

Elektricna prevodnost je merilo koncentracije raztopljenih ionov v vodi. Odvisna je od stopnje
disociacije in koncentracije elektrolita (baze, kisline, soli) v vodi. Elektriéno prevodnost smo izmerili z

5 Zaradi merila velikosti zemljevida, se nekatera vzroéna mesta prekrivajo (opomba avtorjev naloge).
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Vernierjevim konduktometrom. Ce za anorganske snovi velja, da so ve¢inoma dobri prevodniki
elektricnega toka, to ne velja za organske molekule, saj praviloma slabo disociirajo v vodi. Zato na
prevodnost vode v glavnem vplivajo Ca?*, Mg?, Na*, K*, HCOs~, SO+ in CF ioni. S poveganjem

koncentracije ionov se prevodnost povecuije, kot tudi z viSanjem temperature.

3.2.2 pH VREDNOST VZORCEV

pH vrednost je merilo za kislost 0z. bazi¢nost vodnih raztopin. Definirana je kot negativni dekadi¢ni

logaritem molarne aktivnosti oksonijevih ionov:
pH = -log[H3s0"]

Vecina naravnih voda ima pH v obmocju od 6,5 in 9,5 in je povezana s trdoto vode. pH vzorcev smo

izmerili neposredno na mestu odvzema vzorcev.

3.2.3 DOLOCANJE MOTNOSTI VZORCEV VODE

Motnost vzorcev smo ocenjevali glede na Stiristopenjsko lestvico, kjer je ocena 1 predstavljala bistro
tekocino, ocena 4 pa zelo motno. Ocena motnosti vzorcev je bila opravljena neposredno na mestu

odvzema vzorcev.

3.2.4 TEMPERATURA VZORCEV VODE

Temperaturo vzorcev vode smo doloCili z elektronskim termometrom. Vodo smo zajeli v prozoren
plasticni loncek, vanj potopili termometer in temperaturo odCitali. Meritve so bile opravljene

neposredno na mestu odvzema vzorcev.

3.3 KEMIJSKA ANALIZA VZORCEV VODE

Sledila je kemijska analiza vzorceyv, ki je zajemala doloCitev skupnega organskega ogljika, amonijevih
(NHg4*), nitratnih (NO3), nitritih (NO2) in fosfatnih ionov (PQO4%) ter dolo€itev trdote vode. DoloCitev je

potekala spektrofotometri¢no z ustreznim reagenti iz kompleta Machery Nagel PF-11.

SLIKA 8. Spektrofotometri¢na dolocitev nitritov (levo) in fosfatov (desno)
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3.3.1 DOLOCITEV TOC (SKUPNEGA ORGANSKEGA OGLJIKA)

Celotni organski ogljik — TOC, je parameter, s katerim ugotavljamo prisotnost oz. koncentracijo
organskih snovi v pitni vodi. TOC predstavlja koncentracijo celotnega organskega ogljika v vodi,
vezanega na raztopliene ali suspendirane snovi. Vklju¢ene so najrazlicnejSe oblike ogljika.
Spremljanje vrednosti parametra TOC v vodi omogoc¢a hitro in enostavno zaznavanje sprememb

lastnosti vode.

Za monitoring pitne vode v Sloveniji je najviSja dovoljena vrednost za TOC 4 mg/L. Ker ustreznih
aparatur za natan¢no doloCitev skupnega organskega ogljika v Soli nimamo, smo se odlo€ili za semi-
kvantitativni pristop, ki ima precej pomanjkljivosti, predvsem izgubo lahko hlapnih organskih spojin.
Opis metode je povzet po Schumacher (2002). Najprej smo stehtali 250 mL ¢a$o, nato vanjo s pomocjo
merilne pipete prenesli 100 mL vzorca vode in vodo previdno izparevali do trdnega preostanka. Ca$o
smo ponovno stehtali in doloCili maso trdnega preostanka. Nato smo s pomocjo koncentriranega

vodikovega peroksida trdni preostanek oksidirali.

SLIKA 9. Semi-kvantitativno doloéanje skupnih organskih snovi

3.4 KONCENTRIRANJE VODNIH VZORCEV S SUPEL HLB KOLONAMI

Vsi vzorci vode so bili najprej filtrirani preko kvantitativnega filter papirja Whatman 42 (GE Healthcare
Europe GmbH(Wha)), ¢emur je z uporabo 1.0 mol/L HCI sledila prilagoditev pH vseh vzorcev na 5.5.
Izbrani pH se je izkazal kot najbolj optimalna reSitev v raziskavi, ki so jo opravili Madikizela s sod.
(2014). Drugi avtorji (Petrolecco s sod. (2013), Santos s sod. (2005), Nie s sod. (2009)) navajajo sicer
nizje pH vrednosti, vendar z nizanjem pH vrednosti naras¢a disociacija preiskovanih spojin in s tem
tudi verjetnost, da bomo ekstrahirali e mnozico drugih snovi. Pri izbiri ustreznih adsorpcijskih kolon

smo upostevali raziskave Czerwonka in Kaca (2012) ter Nie s sod. (2009), kjer je bilo ugotovljeno, da
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je za ekstrakcijo EE2 in njemu sorodnih naravnih ter sinteznih estrogenov iz odpadnih vod ta kolona

najbolj primerna. Naslednji dejavnik izbire je bila cenas.

Pri izbiri ustreznih topil smo upostevali izsledke Arisa s sod. (2014), ki pravi, da je za adsorpcijo

estrogenov najbolj primerno topilo metanol.

Vpliv prostornine vzorca, ki jo nanesemo na kolono, so preucevali Atsias s sod. (2000) in Duan s sod.
(2013). Obe raziskavi zakljuCujeta, da je 100 mL vzorca optimalno za tip uporabljenih kolon, zato smo

v raziskavi uporabili ta podatek.

V kolone smo najprej s pomocjo avtomatskih pipet (Winlab) prelili 4,00 mL metanola in 4,00 mL
deionizirane vode in jih aktivirali za nadalje delo (ang. conditioning). Nato smo s pomocjo 1,00 mL
avtomatske pipete (Winlab) dodajali vzorec vode (analit) in ga s pomogjo Crpalke koncentrirali na
trdnem nosilcu kolone. Hitrost pretoka je bila 10 mL/min. Po nanosu 100 mL vsakega vzorca smo
kolono najpre;j sprali z 1,00 mL deionizirane vode (ang. washing) in analit eluirali z 1,00 mL metanola
(Sigma Aldrich) (ang. elution). V tej fazi dela se razliéni avtorji med seboj zelo razlikujejo. Nie s sod.
(2009) predlaga spiranje kolon z me$anico diklorometana in acetona (7:3), Czerwonka in Kaca (2012)
pa z meSanico heksana in metanola (1:1). Ker so bile viale, ki smo jih uporabili za shranjevanje vzorcev
narejene in plasti¢nih materialov, aceton ni bil prava reSitev, kombinacija s heksanom pa zaradi hitrega
izhlapevanja prav tako ne. OdloCili smo se za metanol in vzorce do prve analize shranili v hladilniku
pri 4°C.

Kot dodatek smo ekstrahirali tudi vzorec urina najstnice, ki uZiva oralno kontracepcijo (vzorec 11).

conditoning

SLIKA 10. Faze dela v koncentriranju vzorcev (Lucci s sod., 2012)

6 Supel™-Select HLB SPE kolone so bile za faktor 8,3-krat cenejSe kot Oasis HLB (opomba avtorjev), ki se v literaturi
najveckrat omenjajo kot najbolj u€inkovite.
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Tako pripravljene vzorce smo nato:
a) prenesli na TLC plosCe detekcija EE2 v vzorcih s pomocjo standarda EE2 (Sigma Aldrich, p.a.);
b) analizirali z UV spektrometrom (BioLambda, Perkin Elmer) dolocitev koncentracije skupnih

estrogenov v vzorcih.

3.5 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA

Tankoplastna (tudi tenkoplastna) kromatografija (angl. TLC ali Thin Layer Chromatography) je
kromatografska tehnika, ki se uporablja za lo¢evanje zmesi in meSanic. Tankoplastno kromatografijo
smo izvajali na ploS¢i iz aluminijeve folije, ki je bila prekrita s tanko plastjo adsorpcijskega materiala,
SiO2 (Whatman plates, Machery Nagel). Poleg koncentriranih vzorcev smo na vsak kromatogram
nanesli tudi standard EE2. Na plos¢o smo s kapilaro nanesli 3 kapljice vsake raztopine dober
centimeter (cm) od baze (spodnjega roba plos¢e). PloS¢o smo nato potopili v mobilno fazo
(kromatografsko komoro), po¢akali, da se je kromtogram razvil in ga nato vizualizirali. Na koncu smo

izraCunali retencijski faktor.

Strokovna literatura navaja razliéne mobilne faze, ki so primerne za loevanje organskih snovi z
estrogensko strukturo. Czerwonka in Kaca (2012) navajata, da kombinacija etil acetata in kloroforma
(2:8) uspesno loCuje komponente v zmesi. Za potrebe te naloge smo kloroform (CHCIs), zamenjali z
manj nevarnim diklorometanom (CH2Cl2). Skozi potek naloge smo ugotovili, da je stacionarna faza iz
silikagela sicer zelo primerna, vendar je izbira ustreznih TLC ploS¢ velikega pomena. TLC plosce
Sigma-Aldrich® TLC Plates so se izkazale za povsem neprimerne, tako v fazi nanosa, kot tudi
razvijanja in vizualizacije kromatograma. Zato smo poskus ponovili z Alugram® Xtra SIL G (Machery
Nagel) TLC plo$¢ami. Tudi nacin vizualizacije smo prilagodili. Czerwonka in Kaca (2012) navajata, da
je vizualizacija naravnih in sinteti¢nih estrogenov mogo¢a s 50% fosforjevo (V) kislino, ki ob stiku z
estrogenom povzroCi nastanek mastnih madezev. V nalogi smo najprej preizkusili metodo s
kristalckom joda. V razvijalno posodo (1000 mL ¢asa) smo na sredino polozili vedji kristal joda (I2), in
okoli njega posusene kromatograme. Nato smo posodo pokrili in jod previdno segreli, da je sublimiral.
Pare joda so posamezne lo¢ene komponente naredile vidne. Pojavili so se temno rjavi madezi (slika
).

Mobilna faza: etil acetat:diklorometan (2:8 v/v)
Stacionarna faza: Alugram® Xtra SIL G (Machery Nagel)

Vizualizacija razvitega kromatograma: I2(s) I2(g)
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Temperatura razvijanja kromatograma: 22 - 25°C

Poleg koncentriranih vzorcev (oznaka V) smo na vsak kromatogram nanesli tudi standard EE2

(oznaka S), ki smo ga pripravili kot metanolno raztopino s koncentracijo = 1mg/mL.

3.6 UV SPEKTROSKOPIJA

Ob predpostavki, da so koncentracije EE2 in njegovih razgradnih metabolitov v preiskovanih vzorcih
v velikostnem razredu med 10-8g/L in 10-° g/L, in da metoda dolo¢anja ni obCutljiva le na EE2, ampak
na vse sinteticne in estrogenske hormone, kar pomeni, da je vsota vseh snovi v velikostnem razredu
med 10® g/L do 10% g/L, smo predpostavil, da moramo umeritveno premico narediti za
koncentracijsko obmocje med 104 g/L do 10-° g/L, saj so bili vsi vzorci, ki smo jih preiskovali, 100-krat

koncentrirani.

Najprej smo si pripravili izhodi$¢no raztopino EE2 v koncentraciji 0,0900 g/L. Stehtali smo 0,0090 g
(£0,0001 g) EE2 in ga raztopili v manjSi prostornini metanola, ter nato v 100 mL merilni bucki do

oznake dolili metanol.

Standardne raztopine smo pripravili tako, da smo 0,0900 g/L raztopino 100-krat redCili in dobili
raztopino s koncentracijo 9,0 x 10 g/L. To raztopino smo potem redCili tako, da smo si pripravili
raztopine naslednjih koncentracij: 9,00 x 10-°g/L, 7,20 x 105 g/L, 5,40 x 105 ¢/L, 3,60 x 10-°g/L in 9,00
x 106 g/L (preglednica 1). Vse standardne raztopine smo pripravili v 100 mL merilnih buckah, pri ¢emer

smo si pomagali z avtomatskimi mikropipetami (WiniLab) in merilnimi pipetami.

PREGLEDNICA 1. Priprava standardnih raztopin

Prostornina EE2 (0,00090 g/L) [mL] (¥0,05) | Koncentracija standardne raztopine [g/L]
10,00 9,00 x 105
8,00 7,20 x 10
6,00 540 x 105
4,00 3,60 x 105
1,00 9,00 x 106
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Napaka meritve (1) : 200 x 100 = 1,1 %

0,0090

Napaka 1. reditve (2) : % x100 =5 %

Napaka 2. redCitve (3) : 298 100 = 0,5 %

10,0
Skupaj (142 +3): 1,1 % + 5,0 % + 0,5 % = 6,6 %
Skupna odstotna napaka priprave standardnih raztopin raste od 6,6% do 11,1%

Sledila je dolocitev valovne dolZine, pri kateri je absorbanca najvija. V ta namen smo uporabili Perkin
Elemer UV-VIS spektrometer Lambda Bio, nato meritev absorbance proti koncentraciji in izris
umeritvene premice. S pomocjo enacbe umeritvene premice smo izracunali koncentracije skupnih

estrogenov v vzorcih vod.
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4 REZULTATI

4.1 FIZIKALNA ANALIZA VZOECEV VODE

PREGLEDNICA 2. Fizikalne lastnosti vzorcev vode in opis odvzemnih mest

Stevilka Kraj odvzema vzorca Opis Temperaturavode | pH vode | Specificna elektricna Ocena motnosti Druga

vzorca vzorénega [°C] (*0,1) (+0,5) prevodnost vode (lestvica od 1 opazanja

mesta [pS/cm] (0,1) (bistra) - 4 (zelo
motno)

1 Prezigal pri Slovenskih obreZje 15,9 7,0 313,7 1 vonj po
Konjicah (pred €istilno trohnobi
napravo)

2 Prezigal pri Slovenskih obreZje 16,1 8,0 320,0 1 vonj po
Konjicah (po Cistilni trohnobi
napravi)

3 Sotla, Vonarje obrezje 15,0 7,0 3 smrdeC vonj

4 Drava, Maribor (Lent) obreZje 14,4 8,0 315,0 2 nedefiniran

vonj

4 Smartinsko jezero, Loge obrezje 17,7 7,0 261,0 2 ni vonja

6 Trebce, Bistrica ob Sotli obrezje 12,0 7,0 826,0 1 ni vonja

7 Trebce, Bistrica ob Sotli obrezje 12,0 7,0 806,0 1 ni vonja

8 Svecina (pred Gistilno obrezje 18,5 7,0 310,0 2 vonj po
napravo) trohnobi

9 Svecina (po Cistilni obrezje 19,1 7,0 315,0 1 ni vonja
napravi)

10 pitna voda’ pipa 18,6 7,0 632,0 1 ni vonja

7 0dvzemno mesto je na lokaciji, kjer se avtorji naloge redno izobrazujejo
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4.2 KEMIJSKA ANALIZA VZORCEV VODE

PREGLEDNICA 3. Kemijska analiza vzorcev vode

Y (NHs*) | y(NO3) |y(NOz) |y(POs*) |y(Fe?) | Trdota
[mg/L] [mgiL] [mg/L] | [mg/L] [mg/L] | vode
[°N]
Maksimalno dovoljena 0,3 50,0 0,5 0,3 0,2 -
koncentracija za pitno vodo
(MDK)
Vzorec §t.
1 0,05 8,3 0,1 0,0 0,1 10
2 0,05 6,1 0,1 0,0 0,1 15
3 0,05 9,0 0,1 0,0 0,5 25
4 0,05 6,2 0,1 0,0 0,1 15
5 0,05 15,9 0,1 0,0 0,1 15
6 0,05 9,2 0,1 0,1 0,1 25
7 0,05 10,2 0,3 0,0 0,1 25
8 0,15 294 0,3 0,0 0,1 15
9 0,15 19,1 0,1 0,2 0,1 20
10 0,00 1,0 0,1 0,2 0,1 15

4.3 CELOTNI ORGANSKI OGLJIK - TOC

PREGLEDNICA 4. Preostanek trdne snovi v vzorcih vod po oksidaciji s 30% H20:

Vzorec | masa ¢ase | masa Case + masa trdnega | masa Case + razlika v
st. [a] trdnega preostanka [g] | oksidiranega masi, Am [g]
(+0.0001) preostanka [g] | (¥0.0002) preostanka [g] (+0.0002)
(£0.0001) (£0.0001)
1 48,0301 48,0337 0,0036 48,0328 0,0270
2 63,4012 63,4077 0,0065 63,4042 0,0003
3 64,6485 64,6561 0,0076 64,6500 0.0015
4 47,9425 47,9467 0,0039 47,9455 0,0003
5 63,3485 63,3528 0,0043 63,3538 0,0053
6 49,0045 49,0180 0,0135 49,0767 0,0722
7 47,6382 47,6448 0,0066 47,6382 0,0000
8 49,0868 49,1024 0,0156 49,1216 0,0348
9 47,8280 47,9288 0,1008 48,0063 0,1783
10 47,9325 47,9466 0,0141 47,9385 0,0006
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Maso oksidiranih snovi smo izracunali kot:

mase trdne zacetne usledine—masa koncne usledine x 100

m(OKSidirane OrganSke SHOVI) - mase trdne zacetne usledine

PREGLEDNICA 5. Skupna masa organskih snovi, ki so se oksidirale s 30% H20:

Vzorec §t. | m(oksidirane organske snovi [g], (¥0.0001)
1 -6,500
0,9538
0,8026
0,9230
-0,2325
-4,3481
1,0000
-1,2308
-1,6688
0,9574

[(elie MR NENe>NNS RN NS RN O}

—_
o

4.4 TLC KROMATOGRAMI

Cas razvijanja kromatograma: 15 - 20 min.

SLIKA 11. Vizualizacija kromatogramov

Razviti kromatogrami so prikazani na slikah 12 - 15.
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SLIKA 12. Razviti TLC kromatogrami za vzorce 1,2 in 3

SLIKA 13. Razviti TLC kromatogrami za vzorec 4, 5in 6
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SLIKA 14. Razviti TLC kromatogrami za vzorce 7 in 8

SLIKA 15. Razviti TLC kromatogrami za vzorce 9, 10, in 11

Iz kromatogramov vidimo, da smo mobilno fazo sicer dobro izbrali, vendar obstaja moZnost, da je
organskih komponent v zmesi bistveno ve¢ (5. 6, 8, 9), saj je do loCitve priSlo Sele na vrhu TLC plosce,

iz esar smo sklepali, da bi morale biti dalj$e in tudi ¢as razvijanja kromatograma podalj$an.

Za razvite kromatograme, kjer je primerjava s standardom pokazala, da je estrogen (EE2) verjetno

prisoten, smo izraCunali retencijske faktorje.
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PREGLEDNICA 6. Retencijski faktorji za razvite kromatograme

Vzorec St. | Rrza estrogen | Rfza standard
1 - 0,89
2 0,91 0,91
3 0,92 0,92
4 - 0,90
5 0,89 0,89
6 0,88 0,88
7 0,91 0,91
8 - 0,88
9 - 0,91
10 - 0,87
11 0,89 0,89

Czerwonka in Kaca (2012) navajata, da ima TLC metoda omejitve v spodniji meji detekcije in sicer 6,25
Hg, kvantifikacija podatkov na osnovi TLC pa je nezanesljiva. Povzetek vseh TLC analiz je zbran v

preglednici 7.

PREGLEDNICA 7. Prisotnost EE2 (estrogena) v vzorcih vod in urina

Vzorec $t. | Stevilo komponent zmesi | Prisotnost EE2 (estrogenov) (da/ne)
1 NE
DA
DA
NE
DA
DA
DA
NE
NE
NE
DA

a2 Oo N[O OB~ WIN|—

-~ O
SO INIDN=INIDN =N
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4.5 UMERITVENA PREMICA ZA EE2

SLIKA 16. Dolocitev valovne dolzine maksimalne absorbance

PREGLEDNICA 8. Podatki za umeritveno premico

Koncentracija standardne raztopine [ug/mL] | Abs pri A20s nm
9,00 x 105 0,275
7,20 x 105 0,239
5,40 x 105 0,189
3,60 x 105 0,152
9,00 x 106 0,005

Na osnovi podatkov preglednice 9 je bil izrisan graf absorbance proti koncentraciji EE2.

0,35
03 y=272'§4x+00021
R2=0,9474 .
0,25
£ /
c
§ 0,2 .
8 0,15 .
[7,]
<
0,1
0,05
0 ®
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001

koncnetracija EE2 (g/L)
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Enacba premice, ki jo bomo v nadaljevanju uporabili za dolo€itev koncentracije EE2 v vzorcih vode je:

y = 3235,4x + 0,0031 (R2=0,95)

4.6 VSEBNOST EE2 V PREISKOVANIH VZORCIH

PREGLEDNICA 9. Koncentracija skupnih sintetiénih in umetnih estrogenov v
preiskovanih vzorcih

Vzorec St. | Abs pri A2s nm | Koncentracija skupnih sintetiénih in umetnih estrogenov [g/L]
1 - -

2 0,1881 5,7 x 107

3 0,3136 9,6 x107

4 - -

5 0,0323 9,9x108

6 0,4120 1,3x 106

7 0,4210 1,3x 106

8 - -

9 - -

10 - -

11 0,8738* 2,7x1073

*  Potrebno dodatno 1000-kratno red¢enje vzorca
5 RAZPRAVA

5.1 ORGANOLEPTICNE LASTNOSTI VZORCEV VODA

Motnost v vodi povzrocajo neraztopljene ali koloidne snovi, ki ovirajo transmisijo svetlobe skozi vodo
(prisotnost sedimenta, biofilma in drugi vzroki). Ker smo za oceno motnosti uporabili le oéesno zaznavo,
v analitiki pa se v ta namen uporabljajo nefelometri¢ne turbidimetriéne metode (enota NTU), lahko na te;
osnovi zakljuc¢imo le to, da so vsi vzorci imeli motnost ocenjeno med 1 in 3, kar pomeni pod 4 enotami

NTU, ki predstavljajo mejo med oCesno in instrumentalno zaznavo (Pravilnik o pitni vodi, 2009).

Barva je indikatorski parameter, ki nakazuje doloCene spremembe v vodi (npr. prisotnost Zelezovih

oksidov). Vsi vzorci vode, razen vzorca 8, so bili brezbarvni.

5.2 pH VODNIH VZORCEV

pH vseh odvzetih vodnih vzorcev se je gibal v razponu od 7,0 do 8,0 kar pomeni, da med njimi ni bilo
vecjega odstopanja ali signala, ki bi kazal, da se vzorci po tem prametru bistveno razlikujejo med sebo;.

Vrednosti so znadilne za ve€ino povrsinskih voda Slovenije.
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5.3 ELEKTRICNA PREVODNOST IN MINERALIZACIJA

Elektricna prevodnost je merilo sposobnosti odvzetih vodnih vzorcev, da prevaja elektricni tok.
Anorganske sestavine so v vodi disociirane kot ioni in zato dobro prevajajo elektriéni tok. Elektricna
prevodnost je zato dober skupinski pokazatelj za koncentracijo topnih, disociiranih snovi (elektrolitov) v
vodi (merilo mineralizacije vode). Vrednost 0z. spremembo elektriéne prevodnosti ocenjujemo v povezavi
z vrednostmi ostalih parametrov. Izmerjene vrednosti so se gibale med 315 uS/cm do 816,0 uS/cm, kar
pomeni, da mejna vrednost, ki je doloéena za pitno vodo (2500 uS/cm) ni bila nikjer presezena. Sirok
interval rezultatov meritev elektricne prevodnosti kaZze na raznoliko mineralo3ko sestavo vzorcev8. Temu
primerno so bile razli¢ne meritve trdote vode, ki so se gibale med 10 do 25 nemskih trdotnih stopinj (°N),
kar pomeni, da so nasi vzorci predstavljali srednje trde vode (vzorci 1,2,4,5,8 in 10) oz. trde vode. Meritve

trdote vode in specificne elektriéne prevodnosti sovpadajo.

5.4 KEMIJSKA ANALIZA VODE

Amonij je indikator za mikrobiolosko in fekalno onesnazenje. Vsi odvzeti vzorci so imeli vsebnost

amonijevih ionov pod 0,15 mg/L.

Nitrat (NO3) in nitrit (NO2) sta naravni sestavini vode, ki sta del ciklusa krozenja duSika v naravi, deloma
pa k njuni pojavnosti v vodnih vzorcih lahko prispevajo tudi antropogeni viri (npr. uporaba mineralnih
gnoajil, gnoja, gnojevke, uporaba dezinfekcijskih sredstev na osnovi kloramina) (Lapajne in Sovi¢, 2012).
Nitrat lahko nastaja tudi s procesi nitrifikacije (enacba 1), nitrit pa zaradi anaerobnih razmer v podzemni

vodi (enacba 2).

) NH* —22 3 NO; in NO; —2+3NO:
Enacba 1: ' 2 1A% 3

Enagba 2: VO: < NO;

8 Podrocje mineralizacije oz. trdote vode pitne vode ni regulirano, znane so le splodne ugotovitve, npr. mineralizacija pod 75
mg/l lahko negativno vpliva na mineralo$ko ravnotezje v telesu (opomba avtorjev).
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Vsi odvzeti vzorci vode so imeli vsebnost nitrata pod 30 mg/L in vsebnost nitrita pod 0,3 mg/L. Vrednosti
Zelezovih ionov se je gibala med 0,1 — 0,5 mg/L, kar pomeni, da izmerjene vrednosti niso vplivale na

obarvanje vode in njene organolepti¢ne lastnosti.

5.5 CELOTNI ORGANSKI OGLJIK - TOC

Celotni organski ogljik - TOC in oksidativnost sta parametra, s katerima ugotavljamo prisotnost oz.
koncentracijo organskih snovi v pitni vodi, ki lahko predstavljajo direktno ali indirektno tveganje za zdravje.
Sama meritev $e ne omogoc€a zakljuckov, saj je potrebna interpretacija v povezavi z vrednostmi ostalih
parametrov. Pri vzorcih 1, 5, 6, 8 in 9 se je masa oksidiranih snovi povecala, iz Cesar sklepamo, da
usedlino predstavljajo delno oksidirane anorganske in organske snovi. V primerih zniZzanja mase smo
zakljucili, da je znizanje posledica popolne oksidacije (nastanek CO2 in vodne pare), razlika v masi pa
predstavlja okvirno vrednost skupnih organskih snovi v usedlini. Za bolj$o interpretacijo teh podatkov bi

potrebovali vsaj $e en primer meritev organskih snovi, ki bi lahko delno ali popolno oksidirale.

5.5.1 POMANJKLJIVOSTI ANALIZ VZORCEV VODE

Voda, ki je onesnazena s CloveSkimi in Zivalskimi izloCki oz. je izpostavljena mikrobioloSkemu
onesnazenju, je za Cloveka nevarna. RazSiritev raziskave, ki bi vkljuCevala tudi mikrobiolosko analizo, bi
bila zagotovo dobrodosla v kontekstu interpretacije rezultatov, vendar nam oprema za dolocanje
koliformnih bakterij, Escherichia coli in enterokoke, ki predstavljajo glavna zdravstvena tveganja, ni bila

dosegljiva na nacin, da bi lahko nedvoumno dolocili njihovo prisotnost.

5.6 TLC ANALIZA VZORCEV VODE

S TLC analizo smo dobili vpogled v prisotnost ali odsotnost naravnih in sinteticnih estrogenov v
koncentriranih vzorcih preiskovanih vod. Ugotovili smo, da je v vzorcih 2, 3, 5, 6, 7, 9 in 11 polsinteticni
hormon EE2 ali njemu sorodne spojine zagotovo prisoten. S pomocjo UV spektroskopije smo lahko
doloCili le skupno koncentracijo vseh estrogenov, saj metoda ni dovolj natan¢na za doloCitev le ene

komponente.

5.7 UV SPEKTROSKOPIJA

Dale¢ najvi§ja koncentracija je bila izmerjena v koncentratu urina (2,7 x 102 g/L) najstnice, ki redno uziva
oralno kontracepcijo. Ta podatek sovpada s podatki, ki jih navajajta Czerwonka in Kaca (2012), ki pravita,
da se v vzorcih urina zenske lahko pojavijo koncentracije estrogenov v velikostnem razredu do 100 pg/L.
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Na drugem mestu je koncentracija skupnih estrogenov vzorcev voda 6 in 7 iz Treb¢ iz reke Bistrice (1,3
x 10 g/L), sledi Sotla (Vonarje), kjer je koncentracija dosegla 9,6 x 107 g/L in vode iz Prezigala pri
Slovenskih Konjicah (5,7 x 10-7 g/L). Razlika pred in po Cistilni napravi je zanemarljivo majhna. Estrogene
smo izmerili tudi v Smartinskem jezeru (9,9 x 108 g/L). V preostalih vzorcih je bila koncentracija skupnih

estrogenov pod mejo detekcije.

Czerwoka in Kaca (2012) navajata, da je koncentracija EE2 v povrsinskih vodah pogojena z letnimi ¢asi
in je najvecja v maju ter zaCetku oktobra, torej terminih, ko smo jemali vzorce. Njuni rezultati se gibljejo v
velikostnem razredu 6,0 x 10-% za EE2. V preglednici 10 so navedeni podatki meritev skupnih estrogenov

drugih avtorjev.

PREGLEDNICA 10. Podatki o skupnih estrogenih iz podobnih raziskav

Lokacija Koncentracija skupnih estrogenov (E1, E2, | Referenca
E3 in EE2) [ng/L]

Ustje reke Acushnet, ZDA 6,7 Zuo s sod., 2006

Buyukcekme povodje, 30,33 Aydin inTalinli,

Istanbul, Turcija 2013

Povrsinske vode Brazilija 73,6 Sodré s sod., 2010

Benetke (laguna), Italija 220,0 Pojana s sod.,
2007

Dan-Shui reka, Tajvan 201, 1 Chen s sod., 2010

Jiazhou zaliv, Qingdao, 432,0 Zhou s sod., 2011

Kitajska

Podzemne in povrsinske 8,34 Hohenblum s sod.,

vode v Avstriji 2004

Kot vidimo iz Preglednice 10, se vrednosti med seboj zelo razlikujejo in so v razponu od 10 do 107 g/L,
iz Cesar smo zakljucili, da so vrednosti, ki smo jih dobili za naSe vzorce smiselne, vendar ne dovol;

zanesljive, saj smo meritve izvajali samo z enim odvzetim vzorcem.
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Czerwonka in Kaca (2012) navajata, da vse koncentracije EE2 (tudi skupnih estrogenov) ne smejo
presegati vrednosti 0.5 — 0,75 ng/L, Ce Zelimo, da ne vplivajo na vodne organizme. Za Cloveka je ta meja

postavljena $e nizje — 0,002 ng/L.

6 ZAKLJUCKI

17a-etinilestradiol (EE2) je estrogensko zdravilo, ki se Siroko uporablja v kontracepcijskih tabletah, v
kombinaciji s progestini. Uporablja se tudi kot sestavina menopavzalnega hormonskega zdravljenja za
zdravljenje simptomov menopavze. V preteklosti so EE2 pogosto uporabljali tudi za zdravljenje
ginekolodkih motenj in raka prostate. Ker so te snovi na trgu prisotne Ze nekaj desetletij, smo sklepali,

da se v okolju lahko tudi kopicijo.

viv v

Rezultati eksperimentalnega dela so pokazali, da Cistilne naprave nimajo vpliva na pre¢is¢evanje voda,
kar zadeva sintetiCne estrogene, saj so bili v primerih vzorca 2 (Dravinja po pritoku v €istilno napravo),
vzorca 3 (Sotla po pritoku v Cistilno napravo), vzorca 6 (Bistrica pred pritokom v istilno napravo) in vzorca
7 (Bistrica po pritoku v €istilno napravo) dokazani sledovi sintetiénih in umetnih estrogenov v velikostnem
razredu med 1,3 x 10%in 9,9 x 10 g/L. NajniZja izmerjena vrednost je bila doloena v vzorcu 5

(Smartinsko jezero). V vzorcu pitne vode ni bilo zaznanih sintetiénih in umetnih estrogenov.

V/ vzorcu urina najstnice, ki redno uziva oralno kontracepcijo, je skupna koli¢ina zna$ala 2,7 mg/L. Koli¢ina
izlo€enega sinteticnega hormona je odvisna od spola, hormonskega statusa, faze menstruacije in seveda
uporabe kontracepcijskih sredstev, zato se vrednosti pri eni osebi lahko spreminjajo. Ta meritev je bila
samo referencna meritev, ki smo jo naredili znamenom, da preverimo ali metode dela, ki smo jih uporabili,
sploh lahko dajo rezultate, ki so smiselni. Na tej osnovi smo zakljucili, da je bil uporabljen postopek

smiseln, vendar moramo rezultate vseeno interpretirati s previdnostjo.

Ce rezultate primerjamo z rezultati projekta COMPREHEND (Pickering s sod., 2003), v katerem so
znanstveniki dokazali, da so hormonski motilci prisotni v vseh odvzetih vzorcih, je nasa raziskava
pokazala, da so EE2, in njemu sorodne spojine, prisotni v 50 % odvzetih vzorcev. Tega podatka seveda
ne moremo preslikati na celo Slovenijo, saj so bili vzorci odvzeti naklju¢no. Pickering s sod. (2003) navaja,
da se vrednosti EE2 v vegjih vodotokih gibljejo 1 - 76 ng/L. Koncentracije skupnih estrogenov, ki so jih
dolocali v vodah izliva Rio de la Plata (Argentina) so se gibale med 122 - 631 ng/L (Valdes s sod., 2015).
Ce rezultate nase raziskave pretvorimo v enake enote, se vrednosti gibljejo med 99 — 960 ng/L, kar
presega vrednosti vseh meritev v Evropiiz obdobja 1999 - 2001. Ce upo$tevamo skupno napako meritev

(6,6 % - 11,1 %), se nasi rezultati gibljejo v naslednjem obmodju: do 88 ng/L (najnizja vrednost) ima
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Smartinsko jezero, do 1066 ng/L (najvija vrednost) pa imajo Trebde, Bistrica pred Eistilno napravo

Bistrica po Cistilni napravi.

Ko pride EE2 do Cistilne naprave, se aktivira v svoji prosti obliki zaradi bakterijskih modifikacij in pri tem
ostane stabilen, vendar tega z naSo raziskavo nismo niti potrdili niti ovrgli. Rezultati te raziskave ne
povedo niCesar o estrogenski aktivnosti, zato je ocena tveganja za vodne organizme prehitra. Nujno bi

bilo potrebo opraviti Se bioloSka testiranja in na tej osnovi oceniti, kaj te vrednosti dejansko pomenijo.
Zaklju€imo lahko naslednje:

1. Koncentracija estrogenov v naklju¢no izbranih desetih vzorcih povrSinskih voda in odpadnih vodah
Cistilnih naprav v V in SV Sloveniji je, v primerjavi s koncentracijo v urinu najstnice, ki redno uZiva oralno
kontracepcijo, niZja za velikostni razred 103 do 10°. Kljub temu so vrednosti EE2 in njemu sorodnih spojin
v preiskanih vzorcih visoke, Se posebej izstopa Bistrica ob Sotli (pred in po €istilni napravi) z 960 — 1066

ng/L.

2. S TLC metodo, ki smo jo opisali v nalogi, po koncentriranju vzorcev voda, lahko identificiramo

estrogenske snovi (potrditev prve hipoteze).

3. Z UV spektroskopijo lahko dologimo nizke koncentracije estrogenov v vzorcih koncentriranih voda,

vendar je spodnja meja detekcije Se vedno zelo visoka (99 ng/ L (£10,9) - potrditev druge hipoteze).

4. Komunale Cistilne naprave ne ocistijo estrogenov; Ce so bili estrogeni prisotni v vzorcu vode, ki
predstavlja vtok v komunalno Cistiino napravo, smo jih zaznali tudi v vzorcu vode, ki predstavlja odtok iz

komunalne Cistilne naprave (potrditev tretje hipoteze).

9. Koncentracija skupnih estrogenov v vzorcih komunalnih in povrsinskih voda je niZja od koncentracije

skupnih estrogenov v urinu najstnice, ki uziva oralno kontracepcijo (potrditev etrte hipoteze).

7 DRUZBENA ODGOVORNOST

Endokrini matilci v vodotokih so pere€ problem, tako v Evropi kot drugje posvetu. Gre za skupino spojin,
kamor sodijo tako naravni kot sintetiCni estrogeni ter kopica snovi, ki lahko oponasSa delovanje hormonov.
Njihova prisotnost v vodotokih in €istilnih napravah vpliva na hormonska ravnovesja vodnih organizmov
in posledi¢no lahko tudi na ljudi. Zato je poznavanje njihove koncentracije prvi korak k ukrepom, ki jih je

potrebno privzeti, da s svojim neodgovornim ravnanjem ne Skodimo okolju in sami sebi. S to nalogo smo
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ta del druzbene odgovornosti opravili, zavedamo pa se, da raziskava potrebuje dopolnitve, tako v

kontekstu natan¢nejSih meritev kot tudi komplementarnih biolo$kih testov.
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