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Tovarna kondenzatorjev v Semicu je v obdobju od leta 1962 do 1983 proizvodne odpadke,
kontaminirane s polikloriranimi bifenili (PCB), odlagala v $irSi okolici tovarne, zato je v kraSkem
zaledju reke Krupe prislo do mocnega onesnazenja podzemlja s PCB. Da bi preverili posledice tega
onesnazenja, smo v diplomskem delu dolocali vsebnost PCB v tkivih ¢loveskih ribic (Profeus
anguinus) in sedimentih SirSega obmocja reke Krupe. Za primerjavo smo izmerili koncentracije PCB
v tkivih ¢loveskih ribic in sedimentih iz Otovskega brega pri Crnomlju in Planinske jame. Vzorce
tkiv ¢loveskih ribic in sedimentov smo ekstrahirali s Soxhletovim aparatom ter jih po CisCenju
analizirali z GC-ECD plinskim kromatografom.

Rezultati so pokazali, da so PCB v tkivih ¢loveskih ribic iz izvira Krupe $e vedno prisotni in sicer so
njihove vsebnosti med 145 pug g in 1291 pg g suhe teze. Vsebnost PCB v primerjavi z osebki iz
Otovskega brega in Planinske jame je mnogo visja (v povprecju 155-krat visja oz. 74-krat vi§ja). V
ledvicah ¢loveskih ribic je vsebnost PCB najmanjs$a. V primerjavi z drugimi tkivi smo nizjo vsebnost
PCB izmerili tudi v prebavni cevi. Izmerjene visoke koncentracije PCB v jetrih osebkov lahko
pojasnimo s skladis¢enjem lipidov v njih. Pri dveh osebkih iz izvira Krupe so bile koncentracije PCB
v adipoznem tkivu visje (za 4-krat oz. 1-krat), kot v njunih skeletnih miSicah. Najvisje vsebnosti PCB
smo izmerili v visceralnem masc¢evju in adipoznem tkivu. Primerjava vsebnosti PCB v skeletnih
miSicah Cloveskih ribic iz izvira Krupe, z izmerjeno koncentracijo PCB v skeletnih miSicah rib iz
reke Krupe leta 2005, je pokazala, da so izmerjene vsebnosti PCB v ¢loveskih ribicah visje. Visja
vsebnost PCB v skeletnih miSicah ¢loveskih ribic v primerjavi z ribami, je posledica Zivljenja
¢loveskih ribic blizje virom onesnazenja oz. vecje izpostavljenosti PCB ter dolgoZivosti ¢loveskih
ribic. Vzorec razporejanja posameznih polozajnih izomer PCB (kongenersov) je pri vseh
proucevanih ¢loveskih ribicah podoben, ne glede na spol, velikost in teZzo zivali. V tkivih
prevladujejo visje klorirani kongenersi. Rezultati kazejo sposobnost ¢loveskih ribic delne regulacije
privzetih PCB. Izmerjene koncentracije PCB v sedimentih izvirnega dela Krupe so med 4 in 48

ng g’ in so primerljive z izmerjenimi koncentracijami pred letom 1992 ter so visje kot na referen¢nih
mestih. Vsebnost PCB in 4,4'-DDE v tkivih ¢loveskih ribic in sedimentih iz Planinske jame je vi§ja,
kot v sedimentih Otovskega brega, kar je posledica ve¢jega prispevnega obmocja Planinske jame.
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From 1962 to 1983 an electrical capacitor manufacturer in Semi¢ dumped its waste contaminated
with PCB at several locations in the region of the river Krupa and as a result the carstic hinterland of
the river Krupa has become polluted with polychlorinated biphenyls (PCBs). In our research we
attempt to define the concentration of PCBs in the tissues of the Olm (Proteus anguinus) and in river
sediments. For comparison we took specimens and sediments from both Otovski breg near Crnomelj
and Planinska jama. Tissue and sediment samples were extracted by Soxhlet, purified and analysed
using GC-ECD We found significant amounts of 4,4’-DDE in Olms from Otovski breg and Planinska
jama. PCB concentrations in tissue samples from the Krupa spring were between 145 pg g™ and 1291
ng g dry weight, which is much higher when compared to Olm tissue from Otovski breg and
Planinska jama (average: 3 pg g and 6 pg g dry weight respectively). The kidneys and digestive
tract contained the lowest PCB concentration. High concentrations were found in the liver probably
as a result of high lipid contents. Two animals from the Krupa spring had higher PCB concentration
in adipose tissue than in their skeletal muscles. Highest concentrations of PCBs were found in
visceral fat and adipose tissue. The PCBs concentrations in Olm skeletal muscles from spring Krupa
were higher than those found in skeletal muscles of fish from the same river (analysed 2005). Higher
PCB concentrations in Olm skeletal muscles are a consequence of living in pollution areas and their
longevity (lifespan approx. 70 years). We found that the distribution of individual PCB congeners is
not influenced by sex, body size or weight. More highly chlorinated PCBs were found in tissue
samples. More highly chlorinated PCBs are known to metabolise slowly and concentrations can build
up due to biomagnification. Our results also show how Olms have the ability to partialy regulate PCB
intake. The PCB concentrations in the sediment samples were between 4 and 48 pg g”' dry weight
and are comparable to measurements in the same sediments recorded in 1992 but higher than in the
sediments collected at the reference sites. PCB and 4,4’-DDE concentrations in Olm tissues and
sediments from Planinska jama are higher compared to samples from Otovski breg, due to the greater
catchment area for waters entering Planinska jama.
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meja zaznavnosti instrumenta (Instrument Detection Limit)

meja dolocljivosti instrumenta (Instrument Quantification Limit)

International Union of Pure and Applied Chemistry

meja zaznavnosti metode (Method Detection Limit)

meja dolocljivosti metode (Method Quantification Limit)

policikli¢ni aromatski ogljikovodiki (polycyclic aromatic hydrocarbons)

poliklorirani bifenili (polychlorinated biphenyls)

poliklorirani dibenzo dioksini (polychlorinated dibenzo dioxins)

poliklorirani dibenzofurani (polychlorinated dibenzofurans)

obstojna organska onesnazila (persistent organic pollutants)

polivinil klorid (polyvinyl chloride), tj. po IUPAC polikloroetan

toksicni ekvivalentni faktor (toxic equivalency factor)

toksi¢ni ekvivalent (toxic equivalent)

tetraklorodibenzo-p-dioksin (tetrachlorodibenzo-p-dioxin)

trinitrotoulen (trinitrotoulene)

Okoljski program Zdruzenih narodov (United Nation Environment Program)
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1 UvOD

Poliklorirani bifenili (PCB) so v zadnjih desetletjih Stevilne teme okoljevarstvenih in
analitskih Studij. Po merilih Okoljskega programa Zdruzenih narodov (UNEP) gre za
toksicne in obstojne organske spojine, ki se bioakumulirajo. Prave razseznosti problema
spoznamo ob podatku, da je do sredine osemdesetih let 20. stoletja v okolje uslo okoli 30
% svetovne proizvodnje PCB (Tanabe, 1988), ki je znasala preko 1 300 000 t (Breivik in
sod., 2001).

V svetu prva dognanja o PCB v naravi in Zivalih segajo Ze v Sestdeseta leta prejSnjega
stoletja. Neslaven rekord onesnazenja okolja zal pripada tudi tovarni kondenzatorjev v
Semicu v Beli krajini, ki je od leta 1962 kot impregnacijsko olje za kondenzatorje
uporabljala PCB. Zaradi dolgoletnega nepazljivega ravnanja s PCB v proizvodnji, e bolj
pa neprimernega odlaganja odpadnih PCB, je priSlo do onesnaZenja SirSega obmocja
belokranjskega plitvega krasa. Bela krajina je geomorfolosko specificno podrocje, kjer se
stikata dinarski visoki in belokranjski plitvi kras imenovan tudi belokranjski ravnik. Leta
1983 so odkrili onesnaZenje reke Krupe. Tako je bila junija 1983 koncentracija PCB, po
ameriski zakonodaji za re¢no vodo (dopustna meja po EPA je bila 1 ng L™), v izviru Krupe
prekoracdena za 300-krat, oktobra istega leta pa za 400-krat. Kasneje so dokazali visoke
koncentracije tudi v zraku, sedimentih, organizmih in drugih bioloskih vzorcih.
Ugotovljeno je bilo, da je bil izvir Krupe med najbolj onesnaZenimi izviri na svetu in po

literaturi edini vodni vir v Evropi, ki je imel tako visoko koncentracijo PCB (Plut, 1987).

Posledice onesnazenja so toliko hujse, ker se je poleg Skodljivih zdravstvenih vplivov na
prebivalstvo, onesnazilo tudi krasko podzemlje in s tem najvecji belokranjski izvir, ki je bil
predviden kot vodno zajetje za regionalno oskrbo. V reki Krupi in okolici je zelo bogato
endemic¢no vodno in obvodno zivalstvo in rastlinstvo. V samem podzemnem vodnem bazenu izvira
Krupe pa zivi endemicna jamska dvozivka, Cloveska ribica (Profeus anguinus), ki je bila od
zaCetka odlaganja PCB odpadkov zaradi dolgozivosti (okoli 70 let) izpostavljena visokim
koncentracijam PCB. V podzemlju Krupe zivijo tudi endemi¢na jamska Skoljka (Congeria
kusceri) in endemic¢ni jamski polzi. Zato je varovanje reke in njenega zaledja pomembno

tudi z vidika ohranjanja biotske pestrosti.
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Vpliv PCB na podzemne organizme obmocja Krupe ni znano. Namen diplomskega dela je
ugotoviti vsebnost akumuliranih PCB v €loveskih ribicah in sedimentih izvirnega dela reke
in okolice. Dolgozivost ¢loveskih ribic pomeni daljSo izpostavitev in mozno prekomerno
kopi¢enje PCB v organizmu, kar lahko resno ogrozi njihov obstoj na obmocju
belokranjskega krasa. Izmerjene koncentracije PCB v tkivih povedo, v kolik$ni meri lahko
¢loveske ribice izlo¢ajo oz. regulirajo koli¢ino privzetih PCB. Postavljena hipoteza je, da
zaradi svojega pocasnega metabolizma niso sposobne regulirati privzetih PCB oz. jih le
delno. Vsebnost PCB v ¢loveskih ribicah naj bi bila vi§ja v primerjavi s koncentracijami
PCB v ribah iz reke Krupe, ki so bile izmerjene v prejsnjih letih. Cloveska ribica je
primeren bioindikator, kljub zakonski zaS¢€iti, saj nam njena dolgozivost in najvisje mesto v
prehranjevalni verigi podzemnih ekosistemov dinarskega krasa, da vpogled v trenutno

stanje onesnazenja oz. dogajanje v preteklosti.

Vzporedno smo s spremljanjem vsebnosti PCB v sedimentih ugotavljali onesnaZenje oz.

njegovo zmanjSanje glede na pretekla leta.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 CLOVESKA RIBICA (Proteus anguinus Laurenti, 1768)
Sistematska uvrstitev:

deblo: strunarji (Chordata)
poddeblo: vretencarji (Vertebrata)

razred: dvozivke (Amphibia)
red: repati krkoni (Urodela)
druzina: mocerilarji (Proteidae)

rod in vrsta:  Cloveska ribica (Proteus anguinus)

(Sket in sod., 2003)

Cloveska ribica ali moceril je edini jamski vretencar v Evropi (Bulog, 1994). Zivi v
podzemeljskih vodah dinarskega krasa. Pono¢i jo lahko najdemo tudi v povrsinskih vodah
nekaterih izvirov. Areal vrste zajema majhen del severovzhodne Italije, juzno Slovenijo,
juzno Hrvasko ter dele Bosne in Hercegovine do reke TrebiSnice v vzhodni Hercegovini
(Slika 1). Po sedaj znanih podatkih jo najdemo na okoli 250 lokalitetah. Ponekod so bile
populacije iztrebljene o0z. vsaj mocno ogrozene =zaradi onesnazenja ali umetnih
hidrografskih sprememb (Sket, 1997). Poznani sta dve podvrsti: bolj razsirjen
depigmentirani beli moceril (Proteus anguinus anguinus Laurenti, 1768) in pigmentirana
podvrsta ¢rni moceril (Proteus anguinus parkelj Sket in Arntzen, 1994), ki je slovenski
endemit. Najdemo ga na dveh lokacijah v Beli krajini, v izviru reke Dobli¢ice in izvirih

Jeldevnice v vasi JelSevnik, kar predstavlja povr§ino manjso od 100 km* (Poboljiaj, 2003).

Odrasli osebki merijo od 25 do 30 cm, izjemoma tudi do 40 cm (W ebber, 2000). Tako je
¢loveska ribica najve¢ja jamska Zival na svetu. Samec in samica se po zunanjosti ne
razlikujeta. Dobro je prilagojena na svoje okolje (Aljanci¢ in sod., 1993: 7). KaZe nekatere
troglomorfne lastnosti (Slika 2): podaljSanje nekaterih telesnih delov, predvsem
nesorazmerna rast glave v dolzino, reducirane o¢i, depigmentacija koze, pocasen
metabolizem in sposobnost dolgega stradanja (ve¢ kot 10 let), dolga zivljenska doba (ve¢

kot 70 let) ter specializacija ¢utilnih organov (Bulog in sod., 2000). Dobro so razviti Cutilni
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organi oktavolateralnega sistema (mehanoreceptorni nevromasti in notranje uho ter
elektroreceptorni ampularni organi). Pomembno vlogo imajo tudi okuSalni brsti¢i in
vohalni organ (Bulog, 1994), ki naj bi bil izredno dobro razvit (Aljanci¢ in sod., 1993: 7).
Pri cloveski ribici je odkrita tudi sposobnost zaznavanja zemeljskega magnetenga polja

(Bulog in sod., 2002a). Poleg tega je pomemben fotosenzitivni ¢ut (Kos in sod. 2001).

Austria

Slovenia

Croatia

Slika 1: Razsirjenost ¢loveske ribice (prirejeno po IUCN ..., 2006)

Cloveska ribica je neoteni¢na dvozivka. Neotenija je razvojna posebnost dvozivk, pri
kateri osebki v odraslem stanju ohranijo nekatere larvalne znacilnosti. Ohranijo se zunanje

Skrge, Skrzne reze, koza znacilna za li¢inke in visceralni skeletni elementi (Bulog, 1994).

Spolno zrelost doseze pri starosti 14 let (Bulog in sod., 2000) in Sele dve leti kasneje se
zacnejo razmnozevati. Zrela samica verjetno izloca feromonom podobno snov, ki jo samec
zazna ze od dalec, kar ga vzdrazi, da zacne s svatbenim plesom. Nekaj dni po parjenju
zacne samica odlagati jajca, ki jih posamic prileplja na spodnjo stran plos¢atih skal. Odlozi
do 70 jajc, ki jih tudi varuje (Aljanc¢ic in sod., 1993). Pri 11 °C se po 120 dneh izvalijo
licinke, katerih razvoj traja okoli 110 dni (Bulog in sod., 2000).
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Slika 2: Cloveska ribica (Proteus anguinus anguinus Laurenti, 1768) (foto: A. Hodali¢)

Cloveska ribica pleni rake in polze. Poleti pa je prehrana dopolnjena z Zuzelkami, ki

zaidejo v podzemlje (Bulog, 1994).

Leta 1982 je bila ¢loveska ribica uvrSc¢ena v seznam redkih in ogrozenih vrst, s katerimi je
strogo prepovedano trgovati. Zavarovana je kot ranljiva vrsta (Pravilnik o uvrstitvi ... ,
2002). Z vstopom v Evropsko Unijo je morala Slovenija vzpostaviti ustrezne mehanizme
za zasCito vrst iz Direktive o habitatih, v katero sodi tudi varovanje in ohranjanje ¢loveske
ribice (Direktiva ... 1992). Na Hrvaskem je zas¢itena po Pravilniku o zasc¢iti dvozivk

(Pravilnik o zastiti ..., 1999).

2.2 POLIKLORIRANI BIFENILI - PCB

Poliklorirani bifenili ali PCB so sinteticni cikli¢ni ogljikovodiki sestavljeni iz dveh
aromatskih benzenovih obrocev, na katere je vezano razlicno Stevilo klorovih atomov
(Baird, 2003). Nastajajo tudi pri gorenju organskih odpadkov z dimerizacijo klorbenzenov.
Njihov delez je, v primerjavi z delezem klorbenzenov, zelo majhen (Ballschmiter in sod.,

1989).

PCB spadajo med obstojna organska onesnazila (POPs), kamor sodijo tudi pesticidi,

dioksini (PCDDs), furani (PCDFs), policikliéni aromatski ogljikovodiki (PAHSs) idr.
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Skupne znacilnosti obstojnih organskih onesnazil so po merilih Okoljskega programa
ZdruZenih narodov - UNEP (Eduljee, 2001: 2):
1. obstojnost (razpolovna doba v vodi daljsa od dveh mesecev, v sedimentih in prsti
pa daljsa od Sestih mesecev)
2. toksic¢nost (Skodljivi u€inki za zdravje ljudi in/ali na okolje)
3. bioakumulacija
4. prenos na velike razdalje (parni tlak nizji od 1000 Pa; razpolovna doba v

atmosferi daljsa od dveh dni)

Prvi€ so jih sintetizirali leta 1881, z industrijsko proizvodnjo pa so zaceli leta 1929 v ZDA
(Lovrencic, 2001). Najve¢ PCB so proizvedle ZDA (podjetje Monsanto - 50 % svetovne
proizvodnje), Sovjetska zveza (podjetji Orgsteklo in Orgsintez), Zvezna republika Nemcija
(podjetje Bayer AG) in Francija (podjetje Prodelec). Svetovna proizvodnja PCB je visek
dosegla konec Sestdesetih in v zacetku sedemdesetih let 20. stoletja. V letih 1930 - 1993 je
presegla 1 324 000 ton (Breivik in sod., 2001).

Prva dognanja o vsebnosti Skodljivih PCB v naravi segajo v pozna Sestdeseta leta 20.
stoletja. Leta 1966 so na Svedskem, pri analizi DDT v bioloskih vzorcih, odkrili tudi
visoke koncentracije PCB (Jensen, 1972). V sedemdesetih letih so zaceli omejevati oz. so
prekinili njihovo proizvodnjo, in sicer na Japonskem leta 1972, v ZDA in Veliki Britaniji
1977, v Zvezni republiki Nemciji 1983, v Franciji 1984 ter v Rusiji 1993 (Breivik in sod.,
2001).

Tanabe (1988) domneva, da je do sredine osemdesetih let 20. stoletja v okolje preslo okoli
30 % svetovne proizvodnje PCB. V tleh (»back ground soil«) kontinentov naj bi Se vedno

bilo okrog 21 000 ton PCB (Meijer in sod., 2003).
2.2.1 Sinteza in kemijska struktura PCB
PCB sintetiziramo s kloriranjema bifenila ob prisotnosti katalizatorja zelezovega (III)

klorida (FeCls). Bifenil predhodno dobimo s segrevanjem benzena pri temperaturi 750 °C

ob prisotnosti svinca (Pb) kot katalizatorja. Ve¢ kot je prisotnega klora in dlje kot poteka
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kloriranje bifenila, vecje je, na splosno, Stevilo vezanih klorovih atomov na bifenilne
obroce (Preglednica 1). Slika 3 prikazuje splosno formulo PCB. Na oStevil¢ena mesta se
lahko veze po en klorov atom. Vseh moznih poloZajnih izomer oz. zvrsti (kongenersov)

glede na polozaj Cl v molekuli PCB je 209 - glej Prilogo A (Baird, 2003: 337).

(Cl), (CD,,

Slika 3:  Splosna formula PCB (n in m sta §tevili klorovih atomov vezanih na posamezen fenilni obro¢)

Nekateri PCB kongenersi imajo planarno strukturo. Zavzamejo jo, ko nimajo vezanega
klora na orfo mestih. Takrat sta bifenilna obroca v isti ravnini. Govorimo o ne-orto
substituiranih PCB (Slika 4). Vec¢ina PCB je orto substituiranih in so zaradi klora vezanega
na orto mestu neplanarni. Orto in ne-orto substituirani PCB se poleg prostorske geometrije
razlikujejo tudi biokemijsko (Walker, 2001). Za ne-orto substituirane PCB je znano, da so

najbolj toksi¢ni (Baird, 2003: 351).

Cl Cl Cl
Cl Cl Cl
3,3',4,4' 5,5'"-heksaklorobifenil 3,3',4,4'-tetraklorobifenil

Slika 4: Primera planarnih oz. ne-orto PCB kongenersov

Posameznih PCB kongenersov za komercialno uporabo niso izolirali, ampak so najveckrat
uporabljali razlicne tehni¢ne meSanice izomer PCB. Stopnja kloriranja doloca strukturo oz.
lastnosti ter posledi¢no uporabo mesanice. Povprecni delezZ klora v njih je od 21 do 68 %
(Walker, 2001: 121). Tehni¢ne meSanice poznamo pod razliénimi komercialnimi imeni,

npr. Aroclor® (proizvajalec Monsanto, ZDA), Clophen® (Bayer AG, Nemcija), Pyralene®
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(Prodelec, Francija). Sestava PCB v meSanicah razli¢nih proizvajalcev je podobna sestavi
serij tehni¢nih meSanic Aroclor (Preglednica 2), ki jih uporabljamo kot referencne za ostale

komercialne meSanice (Cairns in sod., 1986).

Preglednica 1: Molekulska masa in vsebnost klora v PCB z razli¢no stopnjo kloriranja (Sawhney, 1986: 54)

PCB Molekulska masa Vsebnost Cl v PCB (%)
Monoklorbifenil 188,65 18,79
Diklorobifenil 223,10 31,77
Triklorobifenil 257,54 41,30
Tetraklorobifenil 291,99 48,56
Pentaklorobifenil 326,43 54,30
Heksaklorobifenil 360,88 58,93
Heptaklorobifenil 395,32 62,77
Oktaklorobifenil 429,77 65,98
Nonaklorobifenil 464,21 68,73

Preglednica 2: Delez zvrsti PCB v tehni¢nih meSanicah Aroclor 1242 in 1254 (Sawhney, 1986: 54) ter
Clophen A-30 in A-50 (Poli¢, 2005a: 7)

PCB Delez zvrsti PCB (%)
Aroclor Clophen
1242 1254 A-30 A-50
Monoklorbifenil 3 - 1 -
Diklorobifenil 13 - 9 1
Triklorobifenil 28 - 16 14
Tetraklorobifenil 30 11 18 13
Pentaklorobifenil 22 49 10 19
Heksaklorobifenil 4 34 1 22
Heptaklorobifenil - 6 - -

2.2.2  Fizikalne in kemijske lastnosti PCB

Posamezni PCB so pogosto v trdnem agregatnem stanju, vendar pa je vecina komercialnih
mesSanic viskoznih tekocin, ki se pri hlajenju spremenijo v smole. Visoko klorirane
mesanice, kot npr. Aroclor 1260, so smole ze pri sobni temperaturi (Walker, 2001: 122). Z
veCanjem S$tevila klorovih atomov v molekuli raste viskoznost (Webber, 2006). Gostota

PCB je med 1,340 in 1,567 kg dm™ pri 20 °C (Lovrenéi¢, 2001).
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V splosnem so PCB kemic¢no in termicno zelo stabilne spojine (Walker, 2001: 122) in

odporne na hidrolitske, oksidacijske ter redukcijske procese (Sklarew in Girvin, 1987).

Topnost PCB v vodi je majhna, med 9,3 g m™ za bifenil in 7,6 - 10* g m” za
dekaklorobifenil (Preglednica 3) in se zmanjSuje z viSanjem Stevila vezanih klorovih
atomov v molekuli ter je tako odvisna od molekulske mase (Sawhney, 1986). PCB so
spojine z izrazito lipofilnimi lastnostmi, zato so dobro topni v hidrofobnih medijih, oljih in

mascobah (Ballschmiter in sod., 1989).

Merilo za lipofilnost predstavlja porazdelitveni koeficient med oktanolom in vodo (Koyw), ki

je podan kot razmerje ravnoteznih koncentracij v obeh fazah (Batu, 2005: 620):

Co

Kow':— (1)

Co ... koncentracija spojine v n-oktanolu (g mL™)

cy ... koncentracija spojine v vodi (g mL™)

Vedji kot je Ko, vecja je lipofilnost oz. manjsa je polarnost (Poli¢, 2005a). K, pri PCB v
glavnem naras¢a s stopnjo kloriranja (Preglednica 3), pogojuje pa jo tudi lega klorovih

atomov (Sklarew in Girvin, 1987).

Zaradi slabe topnosti v vodi in velike lipofilnosti (velik K,y) se PCB radi vezejo na
suspendirane delce, Se posebno Ce ti vsebujejo veliko organskega ogljika (Chou in Griffin,
1986). Na splosno se vezava PCB na delce povecuje s Stevilom klorovih atomov v

molekuli in posledi¢no visjo hidrofobnostjo PCB (Girvin in sod. 1997).

PCB imajo zelo nizek parni tlak, ki pada, podobno kot druge lastnosti, z viSanjem stopnje
kloriranosti (Preglednica 3). PCB bolj prehajajo iz vode v zrak kot pa iz zemlje oz.

sedimentov, saj so v njih vezani (Sawhney, 1986).

Za PCB je znacilen tudi majhen elektricen upor (Walker, 2001: 121) oz. majhna
dielektricnost (Sawhney, 1986)
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Preglednica 3: Fizikalne lastnosti PCB in tehni¢nih meSanic Aroclor 1242 in Aroclor 1254

(Webber, 2006: 865 ; *Polic¢, 2005a: 11)

PCB Topnost v vodi pri 25 °C (g m>) log K, Parni tlak pri 25 °C (Pa)

Bifenil 9,3 43 4,9
Monoklorbifenil 4,0 4,7 1,1
Diklorobifenil 1,6 5,1 0,24
Triklorobifenil 0,65 5,5 0,054
Tetraklorobifenil 0,26 5,9 0,012
Pentaklorobifenil 0,099 6,3 2,6-10°
Heksaklorobifenil 0,038 6,7 5,8-10™
Heptaklorobifenil 0,014 7,1 1,3-10*
Oktaklorobifenil 55107 7,5 2,8-10°
Nonaklorobifenil 2,0-10° 7.9 6,310
Dekaklorobifenil 7,6 - 10™ 8,3 1,4-10°
Aroclor 1242 0,75 4,5-5,8 0,091
Aroclor 1254 0,14 6,1-6,8 6,7-10°

2.2.3 Uporaba PCB

Zaradi poceni izdelave, zelo dobrih tehnoloskih lastnosti, kot so inertnost, termostabilnost

(Baird, 2003), slaba elektricna prevodnost (Walker, 2001: 121) oz. majhna dielektri¢nost

(Sawhney, 1986), so PCB veliko uporabljali v proizvodnji elektri¢nih transformatorjev in

kondenzatorjev (Walker, 2001: 121). Uporabljali so jih tudi kot hladilna olja, hidravli¢ne

teko¢ine in maziva (Cairns in sod., 1986). V proizvodnji plasticnih mas so PCB

predstavljali mehcalce, ki ohranjajo materialom, npr. PVC, fleksibilnost. Pri reciklazi

Casopisnega papirja pa kot topila za tiskarsko ¢rnilo (Baird, 2003: 340). Poleg omenjenega,

Webber (2006) navaja Se uporabo v proizvodnji barv, lepil in voskov, insekticidov ter za

kontrolo prahu makadamskih cest.

23 VPLIV PCB NA OKOLJE IN ORGANIZME

2.3.1 PCB v okolju

Prenos in krozenje PCB v okolju sta odvisna od njihovih fizikalno-kemijskih znacilnosti,

predvsem pa od koncentracijskih gradientov PCB in velikosti tokov med mediji - fazami

okolja:
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zrak - voda - zemlja - sediment - biota, pa tudi od procesov razgradnje PCB in drugih

kemijskih reakcij (Poli¢, 2005a). Slika 5 prikazuje prenos in tokove PCB v okolju.

PCB se najlazje in najhitreje prenasajo z gibanjem zracnih mas (Lee in Jones, 1999). V
atmosferi se $irijo bodisi v obliki hlapov bodisi vezani na zra¢ne delce - aerosole (Pozo,
2007, cit. po Pankow, 1994). Na ta nacin so se PCB razsirili po vsem svetu, tudi v predele,
kjer jih niso nikoli uporabljali. Tako jih najdemo vse od polarnih obmocij do dna oceanov
(Baird, 2003). Koncentracije PCB v zraku so odvisne od blizine vira onesnazenja, velikosti
emisij in meteoroloskih razmer (Atlas in sod., 1986). Pomembna je tudi reverzibilna
izmenjava PCB med onesnazeno vodo in zrakom (Bamford in sod., 2002) ter
zemljo/sedimenti in zrakom (Cousins in Jones, 1998). Haugen in sod. (1999) izpostavljajo
temperaturo kot najpomembnej$i meteoroloski dejavnik, ki povzroca sezonska
koncentracijska nihanja. Povprecni zadrzevalni ¢asi PCB v atmosferi so od 2 do 80 dni

(Polic, 2005a).

PORAZDELITEY NA
T DELCE W ZRAKU
SUHI USAD

PADAMINE KD

PREMOS 5 PRSENJERM
{*SPRAY EFENT™}

IZHLAFPIVANIL

A

- 2 - 1
- . = e - T HIN
AESORFCITA . iRl TN |
! )
o
2 v
= HOPKSEMIE PCE 5
- V DELCIH IN MAVFICNA M
W
2 »~ ORGANIZMIH DOORAVMA
> i
e

PCE S DIFUZLLISRA, IZMENJAVA,
PLINSKIM SEDIMENT-VODA

Slika 5:  Prenosi in tokovi PCB v okolju (sediment, delci - voda - zrak - organizmi)

(prirejeno po Mackay, 1985: str. 93)

V zemljo in vodo pridejo PCB z mokrim in suhim usedanjem iz zraka (Lee in Jones, 1999).
PovrSinske in podzemne vode se onesnazijo tudi z industrijskimi in komunalnimi
odplakami ter s spiranjem, izcejanjem PCB iz onesnazenega povrsja. V vodi so PCB bodisi
raztopljeni ali pa so vezani na sedimente oz. suspendirane delce (Poli¢, 2005a). Razli¢ni

avtorji (Chuiko in sod., 2007; Cousins in Jones, 1998; Magnusson in sod., 2006) trdijo, da
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so onesnazeni sedimenti oz. zemlja lahko vir nadaljnjega onesnazevanja vod, zraka in

organizmov.

Biodegradacija PCB poteka v glavnem s pomocjo bakterij in gliv. Na splosno se s stopnjo
kloriranja razgradnja v okolju zmanjSuje (Furukawa, 1986). V anaerobnih sedimentih je
favorizirana razgradnja viSje kloriranih PCB. Kon¢ni produkt anaerobne mikrobne
razgradnje so orfo substituirani PCB, ki so odporni na nadaljne mikrobne spremembe
(Chiarenzelli in sod., 1997). Aerobni organizmi lazje razgrajuje nizje klorirane PCB.

Najpogostejsi nacin je s hidroksilacijo (Walker, 2001).
2.3.2  Vnos PCB v organizme

Organizmi akumulirajo PCB iz atmosfere, vode in hrane. Glavna pot vnosa za kopenske
organizme je hrana, za vodne organizme pa poleg kontaminirane hrane Se dihala (Skrge) in
koza (Shaw in Connel, 1986). Eisler (1986, cit. po Fox in sod. 1983) ter Magnusson in sod.
(2006) so odkrili, da je koncentracija PCB v jezerskih oz. morskih sedimentih linearno

povezana z vsebnostjo PCB v nevretencarjih, ki zivijo na dnu.

Na splosno je kopi¢enje PCB v organizmih odvisno od casa izpostavljenosti in

koncentracij PCB v njihovem zivljenjskem okolju (Poli¢, 2005a).

Najpomembnejsi parameter za dolocitev ogrozenosti organizmov v okolju, onesnazenem s
PCB, je biokoncentracijski faktor BCF, ki je podan z razmerjem ravnoteznih koncentracij
PCB v organizmu (c) in koncentracij PCB v okolju - zrak (c,), voda (cy), zemlja (c,) ali
sediment (c¢;) (Poli¢, 2005a). Za vodne organizme je biokoncentracijski faktor v vodi podan

z naslednjo enacbo (Gobas in Morrison, 2000):

BCF =% - (2)
Cv

¢y ... koncentracija PCB v organizmu (ug kg™)

¢y ... koncentracija v vodi (ug L™)
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Biokoncentracijski faktor lahko doseze pri nekaterih organizmih na vrhu prehranjevalne

verige vrednosti milijon (10%) (Poli&, 2005a).

Za PCB je znacilna tudi biomagnifikacija. Gre za vecanje koncentracije PCB po
prehranjevalni verigi (Walker, 2001). Na Sliki 6 je primer bioakumulacije in
biomagnifikacije v prehranjevalni verigi severnoameriSkih Velikih Jezer. Vi§je kot je
organizem v prehranjevalni verigi, vi§ja je naeloma vsebnost PCB v njem. V jajcih
galebov, ki zivijo ob Velikih Jezerih, je tako vsebnost PCB skoraj za 50 000-krat vecja, kot
v fitoplanktonu (Baird, 2003).

ATCA SREBRNEGA GALEBA

i (Larus agrentatus)

124 ppin

ZLATOVCICA

(Salvelinus namycusi)
4,83 ppm

TEC
(Osmerus mordax)
1,04 ppm

ZOOPLANKTON
0,123 ppm

FITOPLANKTON
0,0025 ppm

Slika 6: Bioakumulacija in biomagnifikacija iz severnoameriskih Velikih Jezer

(prirejeno po Baird 2003: 342)

2.3.3 Metabolizem PCB

V sploSnem se PCB slabo presnavljajo in se zato zelo pocasi izlo€ajo iz telesa. Posledica
pocasnega izloCanja je Ze omenjena bioakumulacija ter posledi¢no biomagnifikacija.
Zauziti PCB iz prebavnega trakta preidejo v kri, nato v jetra in miSi¢no tkivo, Sele potem v

kozo in mascobno tkivo. Nekateri se akumulirajo v telesu ve€ let, spet drugi se izlo¢ijo v
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nekaj dneh (Cenci¢-Kodba, 1998). Delez izlocenih PCB je odvisen od Stevila in
razporeditve klorovih atomov v molekuli. Mnozina nespremenjenih PCB kongenersov, ki
se izlo€ijo iz organizma, je majhna. Nekateri nespremenjeni PCB pri sesalcih preidejo
preko placente v razvijajo¢i se plod. Transportirajo se tudi v materino mleko. Pri pticih,
dvozivkah, plazilcih in zuzelkah pa prehajajo v jajca. Transport naj bi potekal s pomocjo

lipoproteinov.

Metabolizem PCB primarno poteka s hidroksilacijo obrocev, pri kateri posredujejo razlicne
oblike encima citokrom P450. Nastajajo fenolni metaboliti. Nizje klorirani kongenersi se
metabolizirajo hitreje, saj imajo v molekuli ve¢ prostih mest, kjer lahko pride do
hidroksilacije. Mesto vezave encima namre¢ najlazje poteka na obrocih, kjer sta sosednji
mesti orto in meta ali pa meta in para nesubstituirani, saj encim redko oksidira mesta na

katera je vezan klor (Walker, 2001).

2.3.4 Toksi¢nost PCB

Akutna toksi¢nost mesanic PCB pri vretenarjih ni velika, npr. 1 - 10 g kg pri podganah.
Zaradi svojih fizikalno-kemijskih lastnosti predstavljajo vecji problem pri subletalnih
dozah oz. pri kroni¢ni izpostavljenosti (Walker, 2001: 131). Toksi¢nost PCB ovrednotimo
s toksi¢nimi ekvivalentnimi faktorji (TEF - toxic equivalency factor). Ti za opazovane
spojine povedo njihovo toksi¢nost relativno na 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin
(2,3,7,8-TCDD), ki je bila ob uvedbi TEF najbolj poznana strupena spojina. Izbrana
spojina spada med poliklorirane dibenzo-p-dioksine (PCDD) in ima predpisano TEF
vrednost 1 (Van den Berg in sod., 1998). V Preglednici 4 so podani TEF za nekatere PCB
pri ribah, pticih in sesalcih. PCB ne dosegajo taksne toksi¢nosti kot 2,3,7,8-TCDD. Tako je
toksi¢nost PCB za ribe v povprec¢ju 50 000-krat manjSa, za sesalce 9000-krat manjsa in za

pti¢e samo 200-krat manjsa.
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Preglednica 4: Toksicni ekvivalenti faktorji (TEF) nekaterih PCB za ribe, ptice in sesalce
(Van der Berg in sod. 1998)

PCB kongeners TEF
ribe ptici ljudje/sesalci
ne-orto PCB

3,3',4,4' - tetraklobifenil (77) 10" 5-107 10"
3,445 - tetraklorobifenil (81) 510" 10" 10
3,3'4,4',5 - pentaklorobifnil (126) 5-107 10" 10"
3,3',4,4',5,5' - heksaklorobifenil (169) 5-107 10° 107

mono-orto PCB
2,3,3',4,4' - pentaklorobifenil (105) <5-10° 10 10
2,3,4,4' - pentaklorobifenil (114) <5-10° 10 5-10"
2,3',4,4',5 - pentaklorobifenil (118) <5-10° 10° 10
2'3,4,4'5 - pentaklorobifenil (123) <5-10° 107 10
2,3,3',4,4',5 - heksaklorobifenil (156) <5-10° 10 5-10™
2,3,3",4,4".5' - heksaklorobifenil (157) <5-10° 10" 5-10*
2,3',4,4',5,5' - heksaklorobifenil (167) <5-10° 10° 10°
2,3,3',4,4',5,5' - heptaklorobifenili (189) <5-10° 10° 10

Toksi¢nost PCB podamo kot toksi¢ni ekvivalent (TEQ - toxic equivalent), ki ga lahko
uporabimo za razli¢ne okoljske oz. bioloske vzorce. TEQ izra¢unamo kot vsoto produktov
koncentracij posameznih kongenersov v vzorcu in pripadajocih toksi¢nih ekvivalentnih

faktorjev:
TEQpcs =Y. (PCB; - TEF)) .. (3)

PCB; ... koncentracija posameznega PCB kongenersa

TEF; ... toksi¢ni ekvivalentni faktor posameznega PCB kongenersa

TEQ nam pove relativno toksi¢nost posameznih kongenersov oz. njihove mesanice glede
na 2,3,7,8-TCDD (Van den Berg in sod., 1998). V primeru ameriSkega mukavca (Rana
catesbeiana Shaw, 1802) znasa letalna doza (LDs) 2,3,7,8-TCDD 0,5 pg g™ (Rice in sod.,
2003). Torej je npr. LDsy PCB 77 za mukavca, &e uporabimo TEF za ribe, enaka 5 mg g™
Za usmrtitev mukavca z omenjenim kongenersom bi tako potrebovali 10 000-krat vecji

odmerek, kot ¢e bi uporabili 2,3,7,8-TCDD.
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2.3.5 PCB in dvozivke

Zaradi semipermeabilne koze, razvoja jajc in li¢ink v vodi ter prehoda iz herbivornih
paglavcev v karnivorne odrasle, so dvozivke zelo obcutljive na onesnazenje svojega
habitata s toksi¢nimi snovmi (Gutleb in sod., 1999, cit. po Freda in Dunson, 1985). Mnogi
raziskovalci so dolocili povec¢ane koncentracije PCB pri dvozZivkah, predvsem brezrepcih
(0. Anura) (Antoniadou in sod., 2007; de Solla in sod., 2002; Duda Gillilland in sod., 2001;
Fontenot in sod., 2000; Ryan Loveridge in sod., 2007). V splo$nem so brezrepe dvozivke
manj obcutljive na PCB v primerjavi z ostalimi vretencarji, predvsem sesalci (Sparling,

2000).

V znani literaturi do sedaj ni podatkov o vsebnosti PCB v ¢loveskih ribicah, medtem ko je

kopicenje tezkih kovin v njihovih tkivih podrobneje dokumentirano (Bulog in sod., 2002).

Gutleb in sod. (1999) so dokazali, da PCB v okoljsko primerljivih koncentracijah vplivajo
na prezivetje in razvoj, tako zarodkov kot paglavcev afriske krempljicarke (Xenopus laevis
Daudin, 1802; f. Pipidae) ter sekulje (Rana temporaria L., 1758; f. Ranidae). Zarodki in
paglavci samic, ki so dobile naenkrat toliko tehni¢éne meSanice Clophen A50, da je bila
nato vsebnost v zabah 0,05, 5 oz. 125 pg g tkiva, so kazali pove¢ano deformiranost,
predvsem repa (Slika 7). Povecana je bila tudi smrtnost in zmanjSana telesna teza
paglavcev ob metamorfozi. Pri li¢inkah, ki so se razvijale v vodi onesnazeni s PCB, so bili
najpogostejsi edemi, deformiranost o¢i in repa, depigmentacija ter povefana smrtnost.
Pojavile so se tudi motnje v gibanju. PCB naj bi vplivali na homeostazo retinoidov in
hormonov §¢itnice, ki naj bi bili pomembni za pravilen (embrionalni) razvoj in
metamorfozo li¢ink dvozivk. Podobne ucinke so opazili tudi pri paglavcih zgoraj
navedenih vrst, ki so jih hranili s PCB kontaminirano hrano. Hrana je vsebovala 0,2 oz.

200 pg g tehniéne mesanice Clophen A50 (Gutleb in sod., 2000).

Pri afriski krempljicarki prehranjevanje s PCB kontaminirano hrano v larvalnem obdobju
povzroca izgubo zaznavanja visokih frekvenc zvoka pri odraslih Zivali. Paglavci so uzivali
hrano z vsebnostjo tehniéne mesanice Aroclor 1254 50 oz. 100 pug g (Katbamna in sod.,

2006).
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Slika 7:  Zarodki in paglavci s PCB (125 pug g tehni¢ne mesanice Clophen A50) tretirane samice sekulje
(Rana temporaria). Paglavec na dnu je iz kontrolne skupine samic

(prirejeno po Gutleb in sod., 1999)

Jofré in Karasov (2008) sta opazila, da orfo substituirana PCB 77 in 101 v koncentracijah
0,5 oz. 50 pg L', katerim so bili izpostavljeni mresti leopardjih Zab (Rana pipiens
Schreber, 1782; f. Ranidae), povzrocata manjSanje deleza samcev v populaciji paglavcev.
Nastajajo medspolniki. Gre za osebke, katerih gonade imajo lastnosti obeh spolov. Orto
substituirani PCB se namre¢ zaradi svojih strukturnih lastnosti lahko vezejo na estrogenske
receptorje. PCB naj bi imeli tudi genotoksicne ucinke na dvozivke (Sparling, 2000, cit. po

Fernandez in sod. 1989).

Gendron in sod. (1997) so odkrili vpliv PCB na spros¢anje kortikosteroidnih hormonov
interrenalnih teles pri pisanem nekturu (Necturus maculosus Rafinesque, 1818; f.
Proteidae) iz onesnazenih obmocij (Slika 8). Nekturi so najblizji sorodniki ¢loveske ribice
(Aljanci¢ in sod. 1993: 7). Prav tako so obligatni neoteni (Bulog, 1994). Najdemo pa jih v
Severni Ameriki, kjer Zivijo na dnu povrSinskih vod (IUCN ... , 2006). Glavna hormona
interrenalnih teles pri dvozivkah sta kortikosteron in aldosteron (Gendron in sod., 1997, cit.
po Herman, 1992). Ob stresu kortikosteron poveca tvorbo glukoze v jetrih. Posledi¢no se
zvisa koncentracija glukoze v krvi (Randall in sod., 2002). Obnavlja tudi rezerve glikogena
v jetrih (Gendron in sod., 1997, cit. po Hanke in Leist, 1971). Samice nekturov, iz obmocij
kontaminiranih s PCB (vsebnost PCB v gonadah samic so bile med 1 in 58 pg g), so

imele pri nenadnem stresu (ulov in kratko pridrzanje) niZjo koncentracijo kortikosterona v
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krvi, kot samice iz neonesnazenih podrocij. Tako samci kot samice iz onesnazenih obmocij
so imeli, v primerjavi s kontrolno skupino osebkov, manj glikogena v jetrih. Tudi po
tretiranju z adenokortikotropnim hormonom (ACTH) ter ponovni izpostavitvi stresu sta

imela oba spola nizjo vsebnost kortikosterona v krvi (Gendron in sod., 1997).

Slika 8: Pisani nektur (Necturus maculosus Rafinesque, 1818) (foto: E. R. Degginger)

Pri nekturih iz porecja reke Sv. Lovrenca v Kanadi, ki sodi med onesnazena podrocja s
PCB, so opazili deformacije prstov - polidaktilijo pri enih oz. zraS¢enost prstov pri drugih

osebkih. Vsebnost PCB v osebkih je bila med 0,5 in 60 pg g (Shirose in sod., 1996).
24 DRUGA OBSTOJNA ORGANSKA ONESNAZILA

Vecino organskih onesanzil sintetiziramo zaradi njihove komercialne uporabe. Dioksini
(PCDDs) in furani (PCDFs) pa nastajo kot stranski produkti pri proizvodnji kloriranih
spojin ter pri seziganju odpadkov, ki vsebujejo klorirane spojine, pri temperaturah nizjih od
1200 °C in v odsotnosti kisika (Walker, 2001). Podobno velja za policiklicne aromatske
ogljikovodike (PAHs) (Tamakawa in sod., 2004).

Velik okoljski problem predstavlja tudi prekomerna raba pesticidov, ki vsebujejo klorirane
ogljikovodike. Prvi mnozi¢no uporabljan je bil DDT (dikloro-difenil-trikloroetan). DDT je
Siroko spektralen insekticid, ki se je v svetu najveC uporabljal za zatiranje tifusa in

komarjev na obmoc¢jih z malarijo. V Sloveniji pa za zatiranja koloradskega hroSca
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(Leptinotarsa decemlineata Say, 1824) in prSic, ki napadajo vinsko trto. Z
dehidroklorinacijo DDT nastane DDE (dikloro-difenil-dikloroetilen). DDE je obstojnesi od
DDT, vendar je njegova akutna toksi¢nost manjsa. Podobno kot PCB je lipofilen, v okolju
se bioakumulira in biomagnificira. Zato je v ekosistemih $e vedno zelo pogost, Ceprav je

bila uporaba DDT prepovedana ze v sedemdesetih letih (Walker, 2001).
2.5 OBMOCIJE REKE KRUPE
2.5.1 Znadilnosti

Krupa izvira sredi severnega dela nizkega belokranjskega kraskega ravnika, okoli 3 km
juzno od Semica, pod vasjo Krupa (Plut, 1988). Izvir Krupe lezi na okoli 135 m nadmorske
visine (Slika 9). Struga je vzdolz toka vrezana v skoraj 30 m globoko skalnato sotesko.
VzdolZ toka je tudi vec izvirov. Izliva se kot levi pritok reke Lahinje, 2,6 km niZje pri vasi
Kloster (Ivanovié in sod., 1997). S povpre¢nim letnim minimalnim pretokom okoli 1 m® s™
je Krupa najbolj vodnat belokranjski izvir. Srednja letna temperatura vode niha med 10 in

12 °C (Plut, 1988).

Slika 9: Izvir reke Krupe (foto: L. Pezdirc, 2008)
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Zaledje reke je krasko, pretrto s Stevilnimi prelomi razli¢nih smeri. Odlozene so debele
skladovnice pretezno karbonatnih kamnin, apnencev in dolomitov. Sega do obronkov
Kocevskega Roga in Gorjancev. V zaledju je ve¢ kraskih ponikalnic, ki imajo

podzemeljske povezave s Krupo (Slika 10).
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Slika 10: Hidrografska skica ozemlja med Krko in Krupo (prirejeno po Habi¢ in Kogovsek, 1992)
1) ponikalnica z izvirom in ponorom, 2) dokazana vodna povezava, 3) zaledje kraskega izvira, 4)

bifurkacijsko zaledje Krupe

Za Krupo so znacilne kraSke hidroloske zakonitosti z zakasnitvijo odtokov, zadrzevanjem

vode v podzemlju in pretakanjem vode pod povr§jem (Habi¢ in Kogovsek, 1992).

Obmocje reke je vrstno pestro. Izvirno jezero je edino slovensko nahajalis¢e jamske
Skoljke (Congeria kusceri) in nekaterih endemnih vrst jamskih polzev (Sadleriana scmidlti,
Hauffenia media, Iglica gracilis in Hadziella krkae). Tu se nahaja populacija ¢loveske
ribice. Vse to Krupo od leta 1997 uvrs¢a med naravne spomenike Slovenije (Ivanovi¢ in
sod. 1997). Po saprobnem indeksu spada izvir Krupe v drugi kakovostni razred ali zmerno

obremenjen vodotok (Povse, 2005: 5).
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2.5.2  OnesnaZenje

Leta 1962 so v tovarni ISKRA Kondenzatorji v Semicu prieli s proizvodnjo
kondenzatorjev z uporabo impregnanta PCB kot dielektrika. Do leta 1970 so v tovarni
uporabljali komercialni tehni¢ni meSanici PCB Clophen A-30 in A-50 s 30 % oz. 50 %
vsebnostjo klora. Po tem letu, pa do 1985, so uporabljali PCB s komercialnim imenom
Pyralene 1500 s podobno vsebnostjo klora kot Aroclor 1242 (42 %). Celokupna poraba
PCB je v obdobju od leta 1962 pa do februarja 1985, ko je bila proizvodnja s PCB v
Sloveniji prepovedana, znasala okrog 3700 t. Od tega je bilo emisij in odloZenih odpadkov
PCB v okolje 70 t (Preglednica 5). Odpadki so bili odlozeni na vecih lokacijah (Slika 11).

Najvecji del (43 t) na tovarnisko odlagalis¢e in vrtace ob sami tovarni (Poli¢, 2005a).

Preglednica 5: Pregled vseh koli¢in emisij odpadnega PCB (70 t) v SirSem okolju tovarne kondenzatorjev

Iskra v Semi¢u 1962 - 1985 (Poli¢, 2005a: 33)

Odpadni PCB P((tj)B
Emisije v zrak iz tehnoloskega procesa 5
Tehnoloske odplake, razlitja, izgube pri manipulaciji in podobno 5
Odlozeni odpadki:
e tovarnisko odlagalisce 43
e vrtade v bliZini proizvodne hale, divja odlagalii¢a ob cesti Semié-Strekljevec, 5
neznani odvozi
e ostala o.dlagaliééa: Lokve pri Crnomlju, Mladica, Vranoviéi, naselja in 15
odlagalis¢a Romov
SKUPAJ 70

Sele leta 1983 so prvi¢ ugotovili visoke koncentracije PCB v vodi reke Krupe, kasneje (1984)
pa tudi v zraku, sedimentu, zemlji, bioti in v prehrani ljudi ter drugih bioloskih materialih.
Dolgoletni viri onesnazenja kraskega obmocja reke Krupe so bile oz. so Se vedno (Polic,

2005a):

proizvodnja oz. tehnoloSki proces v tovarni kondenzatorjev v Semicu (emisije,

odplake, razlitja in izgube pri manipulaciji)

odlagalisca odpadkov

e onesnazeni vodni zbiralnik v kraSkem vodnem zaledju reke Krupe

fizikalni, kemic¢ni in bioloski procesi ter tokovi PCB v onesnazenem okolju
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Po sanaciji obmocja v letu 1985, ko so odstranili s PCB onesnazeno zemljo iz vseh
evidentiranih odlagalis¢, je Poli¢ (2005a) ocenil, da se je samo iz tovarniSkega odlagalisca

v krasko podzemlje izcedilo 13 t odpadnega PCB.
2.5.2.1 Voda

Podzemne in povrSinske vode povodja reke Krupe so onesnazile tehnoloske odplake,
predvsem pa izcejanje in izpiranje PCB iz odlagalis¢ odpadkov ter iz onesnazene zemlje v
ozjem obmocju tovarne (Poli¢, 2005a). V letih 1983 do 1992 so bile koncentracije PCB v
vodi od 0,1 do 1 pg L! (Poli¢ in sod., 2000). Meritve onesnazenosti vode, ki so bile
izvedene v obdobju 1995 - 2000 kazejo, da se prenos PCB iz podzemlja iz leta v leto
zmanjSuje in je obcasno povecan samo po moc¢nejSih padavinah v zaledju oz. ob povecanju
pretokov reke. Koncentracije PCB v vodi narastejo do 0,2 pg L™, vendar tudi hitro upadejo
z upadanjem pretoka (pod 0,05 pg L™). To kaZe, da se PCB iz podzemlja izpirajo iz
neznane onesnazene cone (vodnega zbiralnika) in s prenosom onesnazenega sedimenta
(suspendiranih delcev) pri povecanih pretokih. Onesnazen sediment se po toku reke
premesc¢a, obenem je relativno hitra desorpcija in resuspenzija PCB iz onesnazenega
sedimenta oz. prenos predvsem bolj topnih in lahko hlapnih PCB v vodno fazo in zrak
soteske reke Krupe. Vzorci odvzeti v mirujo¢em delu vodnega toka, v plitvini mo¢no
zamuljenega brega, kazejo praviloma vedno relativno visje koncentracije PCB (Polic,
2005a). V izviru Krupe so bile v maju in juniju 2005 doloCene nizke vsebnosti osmih
kongenersov (PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 194, 180) izrazene kot vsota, ki je znaSala
0,004 - 0,014 pg L™ (Poli¢, 2005b). Maksimalna dovoljena koncentracija PCB v pitni vodi,
ki jo dovoljuje ameriska vladna agencija za varstvo okolja (EPA), znasa 0,5 pg L’

(Drinking ..., 2008)
2.5.2.2 Sediment

Najvisje vsebnosti PCB v sedimentu so praviloma izmerjene vedno na izviru Krupe. V
letih 1983 do 1992 so bile koncentracije PCB v sedimentu med 10 in 800 pg g (Poli¢ in
sod., 2000). Od leta 1995 do 2000 se je vsebnost PCB v sedimentih gibala med 0,084 in
7,15 ng g (Polig, 2005b).
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Poli¢ (2005a) ugotavlja, da je mo¢no onesnazen povrsinski sloj sedimenta na dnu izvira
(Preglednica 6). Dne 29. 6. 1995 je znaSala koncentracija PCB v povrSinskem sloju 185

ng g, v globini 7 do 8 cm je padla na 23 - 27 ug g”'. Koncentracija z globino 14 - 16 cm
$e pada in znaSa 0,8 - 1,2 pg g'. Pri vzorcih sedimenta iz globine 30 - 34 cm so bile
koncentracije PCB pod 0,01 pg g'. Rezultati meritev vsebnosti PCB po globinskih profilih
sedimenta kaZejo na povefano onesnazevanje izvira reke Krupe s prenosom mocno
onesnazenega sedimenta (suspendiranih delcev) iz podzemlja po intenzivnejSem oz.
daljSem padavinskem obdobju. Zadnje meritve PCB v sedimentu na izviru leta 2005 so
pokazale vsebnost PCB 0,381 pg g suhega sedimenta (vsota osmih kongenersov: PCB 28,
52,101, 118, 138, 153, 194, 180) (Poli¢, 2005b). Moc¢no onesnazen sediment, ki se spira iz
podzemlja, je dolgoletni vir nadaljnega onesnazevanja vode reke Krupe ter posledi¢no

Lahinje, Kolpe in SirSega obmocja (Poli¢, 2005a).

Preglednica 6: Vsebnost PCB v sedimentu izvira Krupe 1988 - 2000 (Poli¢, 2005a: 46)

Globina odvzema Koncentracija PCB
Datum odvzema vzorca 1 .
(cm) (ng g suhe snovi)

julij 88 0-7 40
september 91 neposredni zajem 25

april 93 neposredni zajem 0,4

julij 95 neposredni zajem 1,1

oktober 95 neposredni zajem 7,2

maj 2000 neposredni zajem 1,3

2.5.2.3 Vodni organizmi

Zoobentos predstavlja (skupaj z fitobentosom) zacetek prehranjevalne verige za visje
razvite zivali, ki zivijo v in tudi ob vodi. Visoke koncentracije PCB v bentosu na izviru
Krupe v letu 2005 (7,1 pg g suhe teze vodnih Zivalic - vsota sedmih kongenersov: PCB
28, 52, 101, 118, 138, 153, 180) nakazujejo, da bodo zaradi biomagnifikacije PCB
prizadete tudi vi§je razvite zivali. Koncentracije PCB kazejo odvisnost med blizino izvira
in vsebnostjo PCB ter upadejo z oddaljenostjo od izvira Krupe. Prav tako se vsebnost PCB
v makrozoobentosu v reki Lahinji, po izlivu reke Krupe, mo¢no dvigne, in sicer od 0,255

g g pred izlivom na 4,5 ug g”' po izlivu (Posledice ... , 2005).
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V Preglednici 7 je prikazana vsebnost vsote sedmih PCB kongenersov v skeletnih miSicah
rib iz reke Krupe, ki so jih izmerili v letu 2005. Ribe so bile ulovljene v blizni izvira, v
srednjem toku in izlivu reke. Zgornja meja dovoljenih vsebnosti PCB v ribah, ki jo je
dolo¢il vladni urad ZDA za prehrano in zdravila (FDA - Food an Drug Adminstration
USA) znasa 2 pg g jedilnih delov ribe (EDA ..., 1977). Vsebnost PCB v vseh ribah, ki so
jih analizirali, je Se vedno velika in mo¢no presega omenjeno dovoljeno mejo. Na osnovi
teh podatkov sklepamo, da ribe iz reke Krupe Se vedno niso primerne za prehrano ljudi

(Posledice ... , 2005).

Preglednica 7: Vsebnost sedmih PCB kongenersov (PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 180) in njihova vsota v
ribah (ug g™ jedilnega dela) iz reke Krupe v letu 2005
(prirejeno po: Posledice ... , 2005: 20)

Riba (starost) 28 52 101 118 138 153 180 vsota
Izlov na izviru
Postrv I (3 leta) 1,39 1,68 7,14 1,42 1,87 2,04 7,19 8,32
Postrv 11 (3 leta) 8,07 1,49 2,25 4,18 2,15 23,5 3,58 30,9
Postrv Il (4 leta) 8,54 1,37 1,84 3,26 1,75 1,89 2,29 11,2
Platnica I (3 leta) 0,87 0,31 0,60 0,98 0,80 0,72 0,16 3,67
Platnica Il (4 leta) 0,31 0,62 0,49 0,64 0,34 0,37 0,06 2,82
Izlov v srednjem toku reke
Postrv IV (3 leta) 0,97 1,34 1,93 0,33 1,61 1,81 0,25 8,25
Postrv V (4 leta) 5,68 4,68 1,73 3,44 7,26 6,30 5,29 30,16
Platnica IlI (3 leta) 0,19 0,65 1,14 2,05 1,46 1,50 0,28 7,27
Platnica 1V (3 leta) 0,14 0,37 0,48 0,68 0,38 0,38 0,59 2,49
Podust I (4 leta) 0,51 0,81 0,49 1,20 0,37 0,74 0,53 3,91
Izlov na izlivu
Platnica V (3 leta) 0,17 0,53 0,79 1,19 0,70 0,71 0,11 4,20
Podust II (4 leta) 0,33 0,36 0,16 0,54 0,54 0,48 0,32 2,10
Podust 111 (4 leta) 0,25 0,71 0,83 1,34 0,93 0,91 0,15 4,98
Mrena I (4 leta) 0,15 0,57 1,18 2,56 1,93 1,86 0,43 8,68

2.5.2.4 Dinamika onesnazenja v prihodnosti

V letih 2010 - 2015 se bo po modelni oceni, ki jo je izdelal Poli¢ (2005a), izpralo oz.

preneslo iz podzemlja le Se okoli 50 kg PCB. Povprecne letne koncentracije PCB v vodi
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reke Krupe bodo padle pod 0,01 pg L™, v zraku na re¢nih bregovih tudi pod 10 pg m™ in v
postrvih pod 10 pg g”'. Modelna ocena predvideva, da naj bi bilo po letu 2015 dokonéno
sanirano stanje prizadetega obmocja oz. ociS¢eno krasko podzemlje in vodni zbiralnik ter
izvir reke Krupe, saj se pri¢akuje ve¢ kot dvajsetkrat nizje koncentracije od dovoljenih v

pitni vodi, ki veljajo v Evropski Uniji, tj. 0,1 ug L' (Direktiva ... , 1998).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VZORCEVALNA MESTA

Cloveske ribice so bile ujete v izviru reke Krupe, v izviru Otovski breg pod vasjo Otovec
pri Crnomlju in v Planinski jami. Sedimente smo vzoréevali, poleg zgoraj omenjenih
lokacij, Se v jami Lebici pri Semicu in v potoku okoli 1,7 km dolvodno od izvira reke

Krupe. Vzorcevalna mesta v okolici Krupe so prikazana na Sliki 11.

N PRAPRO

a7y
L Belecriik

(IS
onlia .. = 1@@

Slika 11: Znana odlagalisca (rdeée) in vzorcevalna mesta (oranzno) v okolici reke Krupe

(prirejeno po: Atlas ..., 1992; Poli¢, 2005a; Plut, 1987)
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3.2 CLOVESKE RIBICE (Proteus anguinus anguinus)

Zivali iz izvira Krupe so bile ujete med no¢nim potopom v &asu polne lune z roéno mreZo,
ena od njih se je ujela v vrSo (P190). V Otovskem bregu so zivali ujeli z vrSami, v
Planinski jami pa z roéno mrezo. Cloveske ribice so bile pripeljane v hladilnih torbah v
speleobioloski laboratorij Oddelka za biologijo v akvarije s temperaturo vode okoli 11 °C.
Zivali smo narkotizirali v 0,3 % MS 222 (m-aminobenzoat metasulfonske kisline) in

humano usmrtili z dekapitacijo. Po koncani sekciji smo posamezna tkiva zamrznili pri
-20 °C.

Analizirali smo tkiva petih ¢loveskih ribic iz izvira reke Krupe, treh iz Otovskega brega in
treh iz Planinske jame. Vsak osebek ima svojo oznako. V Preglednici 8 so podane

znacilnosti ujetih ¢loveskih ribic v izviru Krupe, v Preglednici 9 pa iz ostalih nahajalis¢.

Preglednica 8: Datum ulova in lastnosti ujetih ¢loveskih ribic (Proteus anguinus anguinus) iz izvira Krupe

(/ ... ni bilo mogoce doloditi)

P186 P188 P187 P189 P190
Datum ulova 6. 10. 2006 30. 6. 2007 6. 10. 2006 3.7.2008 30.9.2006
?S‘;llfli:;a(cm) 24,1 26 18,05 22,6 24,7
Teza (g) 25,85 32,65 9,05 16,5 20,43
Spol 5} 3 ? ? ?
Spolna zrelost da da ne ne /
Ocenjena > 14 > 14 <14 <14 /

starost (leta)
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Preglednica 9: Datum ulova in lastnosti ujetih ¢loveskih ribic (Proteus anguinus anguinus) iz Otovskega

brega in Planinske jame (/ ... ni bilo mogoce dolociti)

P144 P145 P164 P159 P160 P161

Datum ulova  14.10.1999 14.10.1999 17.7.2003  28.1.2003  28.1.2003  28.1.2003

. Planinska Planinska Planinska Otovski Otovski Otovski
NahajaliSce . . .
jama jama jama breg breg breg
Dolzina
osebka (cm) 21,9 26,2 24 28 27 26,5
TeZa (g) 16,13 22 10,62 29,8 36,9 27,3
Spol 3 Q / J 3 d

33 SEDIMENTI

Sedimente smo vzor¢evali po daljSem obdobju lepega vremena, ko se pretok vode zmanjsa.
Na vseh vzorcevalnih mestih smo najprej odstranili vrhnjo plast petih centimetrov, nato
smo odvzeli sedimente ter jih shranili v steklene posode. Do nadaljne obdelave so bili

vzorci shranjeni v hladilniku (~ 5 °C).

3.3.1 Obmodje reke Krupe

3.3.1.1 Krupa

Vzoréevalno mesto 'plitvina II' je zamuljen polozen del levega brega reke nad drugim
jezom, okoli 300 m dolvodno od izvira (Slika 12). VzorCevalno mesto 'plitvina I' je
podobno. Nahaja se tik za izvirom ter je zaraSCeno z makrofiti (Slika 12). Na obeh
vzorcevalnih mestih je recni tok relativno umirjen. Sedimenti so bili odvzeti 24. februarja
2008 na globini vode okoli 30 cm. Temperatura vode je bila na obeh vzorcevalnih mestih

11,0 °C, zraka pa 18,0 °C (ob deseti uri dopoldne).
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Slika 12: Vzoréevalni mesti 'plitvina I' in 'plitvina II' na oz. ob reki Krupi (prirejeno po Geopedia ... 2008)

Legenda: desni breg ‘ ; dno D] ; dno_ S ‘ ; dno L ; levi breg

Slika 13: Vzoréevalna mesta sedimentov na izviru reke Krupe (foto: M. Pezdirc, 2008)
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Vzorcevalno mesto 'desni breg' je nekaj metrov oddaljeno od skalne stene. Gre za strm
ilovnati desni breg na samem izviru. Vzorcevalno mesto '/evi breg’ je podobno, le da je na
levem bregu samega izvira (Slika 13). Sedimenti so bili odvzeti 24. februarja 2008 na
globini vode okoli 30 cm. Temperatura vode na izviru je bila 11,0 °C, zraka pa 18,0 °C (ob

deseti uri dopoldne).

Sedimente z dna izvira so potapljaci odvzeli na treh mestih, nekaj metrov od previsne stene
22. aprila 2008. Vzorce smo poimenovali 'dno D', 'dno_§' in 'dno_L' (Slika 13). Globina

izvira je okoli 5 m.
3.3.1.2 Izvir ob reki Krupi
Vzorcevalno mesto, ki smo ga poimenovali 'potok', se nahaja ob desnem bregu Krupe,

okoli 1,7 km dolvodno od izvira. Voda prihaja na dan iz ozke jame pod skalo. Po dveh do
treh metrih toka se izliva v Krupo (Slika 14). Pretok vode je majhen.

&~

Slika 14: Izvir ob reki Krupi oz. vzor¢evalno mesto 'potok' (foto: M. Pezdirc, 2008)

Sedimenti so bili odvzeti 7. aprila 2008 pod skalo na globini okoli 30 cm. Temperatura
vode je bila 11,0 °C, zraka pa 15,0 °C (ob enajsti uri dopoldne).
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3.3.1.3 Lebica

Lebica je manjSa vodna jama pri Semicu. Odpira se v plitvi vrtaci (Slika 15). Prvotno je
imela jama obliko vodne kotanje, ki se je nadaljevala v krajsi potopljeni rov. Nato pa so
vhod obzidali. Vodna dvorana je dolga 10 m in Siroka 3 m. Na koncu sta dva krajsSa
potopljena rova (Slika 17) (LadiSi¢, 2002). Podzemeljske povezave s Krupo Se niso
dokazali (Habi¢ in Kogovsek, 1992).

Slika 15: Vhod v Lebico (foto: L. Pezdirc, 2008)

Sedimenti so bili odvzeti 16. maja 2008 na skalni polici v jami (Slika 16). Temperature
vode je bila 10,5 °C, zraka v jami pa 11,0 °C.

Slika 16: Nacrt jame Lebice z vzor¢evalnim mestom (prirejeno po Ladisi¢, 2002)
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3.3.2  Otovski breg

Otovski breg je manjsi izvir pod vasjo Otovec pri Crnomlju. V globeli izvira voda, ki po

nekaj metrih spet ponikne (Slika 17). Gre za znano lokaliteto cloveske ribice.

Slika 17: Otovski breg z vzor¢evalnim mestom (foto: M. Pezdirc, 2008)

Sedimenti so bili odvzeti 23. marca 2008 na globini vode okoli 10 cm (Slika 18).
Temperatura vode je bila 10,7 °C, zraka pa 16,0 °C (ob tretji uri popoldne).

3.3.3 Planinska jama

Vhod v Planinsko jamo se odpira v juznem delu Planinskega polja. 1z nje priteka Unica, ki
nastane z zdruZitvijo rek Pivke in Raka v jami. V jami se zbirajo vode iz Javornikov,
Rakovega Skocjana, Cerkniskega, Loskega in Babnega polja, Bloske planote ter
Postojnske kotline. Skupna dolzina rovov v Planinski jami znasa ¢ez 6,6 km. Za vhodom
se glavni rov razdeli v dva rokava, Pivski in Rakov rokav. Planinska jama skupaj s
Postonjsko jamo predstavlja najvecji jamski sistem v Sloveniji. Obe sta znani lokaliteti

¢loveske ribice (Gams, 2003).

Sedimente smo vzorcevali 18. maja 2008 v PivSkem rokavu ('Pivski rokav') v jezeru pred

Golgoto, na globini okoli 20 cm. Temperatura vode je bila 10,0 °C. Na vhodu jame (‘'vhod
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Pl jame") smo sedimente vzorcevali na globini vode okoli 30 cm (Slika 18). Temperatura

vode je bila 12,0 °C.

Slika 18: Vhod v Planinsko jamo z oznaCenim vzorcevalnim mestom viod PI. jame'

(prirejeno po: foto M. Rok)

34 PRIPRAVA VZORCEV ZA ANALIZO

Ker smo pri analiziranju nekaterih tkiv cloveskih ribic nepricakovano dolocili povisano
vsebnost 4,4’-DDE (glej Poglavje 4), navajamo material in metode za dolocevanje obeh

vrst spojin, PCB in 4,4’-DDE, v vzorcih.

V postopku priprave in analize vzorcev smo uporabili reagente in materiale:

e 95 9% n-heksan ("Baker Ultra Resi-Analyzed", Mallinckrodt Baker, Deventer,
Nizozemska)

e diklorometan ("Baker Ultra Resi-Analyzed", Mallinckrodt Baker, Deventer,
Nizozemska)

e aceton ("Baker Ultra Resi-Analyzed", Mallinckrodt Baker, Deventer,
Nizozemska)

e 96 % H,SO4 p.a. (ISO-for analysis, Carlo Erba Reagenti SpA, Rodano, Italija)

e 37 % HCI (ISO-for analysis, Carlo Erba Reagenti SpA, Rodano, Italija)

e Na,SO4 brezvodni (Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija)
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e florisil (»Florisil® PR 60/100 meshg, Supelco, Bellefonte, ZDA)

o ckstrakcijski celulozni tulci MN 645 30x100 mm (Machery-Nagel & Co. KG,
Diiren, Nemcija)

e steklena volna ("untreated", Supelco, Bellefonte, ZDA)

e voda za kromatografijo (Water for Chromatography, Merck, Darmstadt, Nemcija)

e (iSCen in reduciran baker v prahu (Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija)

e standardna raztopina 2,4,6-triklorobifenil (PCB 30, Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Augsburg, Nemcija)

e standardna raztopina 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-dekaklorobifenil (PCB 209, Dr.
Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Nem¢ija)

e standardna raztopina izbranih PCB kongenersov (28, 52, 101, 118, 138, 153 in
180 - MIX21, Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Nemcija)

e standardna raztopina za 4,4'-DDE (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Nemcija)

Uporabili smo tudi naslednje aparature in orodja:

e liofilizator Christ® Alpha 2-7 (Christ, Osterode, Nem&ija)

e 62 um sito (Retsch, Haan, Nemcija)

e Soxhlet aparat model Wheaton-33 (Wheaton Science Products, Millville, ZDA) z
grelci Multi-unit extraction heater 5000 (Lab-Line®, Melrose Park, ZDA)

e centrifuga (LC-320, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

e ultrazvoéna kopel (model 550D, VWR™)

e plinski kromatograf sklopljen z detektorjem na zajetje elekronov (HP 6890
Hewlett-Packard, Waldbronn, Nemcija)

e plinski kromatograf z masno selektivnim detektorjem (HP 6890 Hewlett-Packard,
Waldbronn, Nemcija)

3.4.1 TKkiva ¢loveskih ribic

Tkivo osebka, katerega sveza masa je znasala manj kot 1 g, smo zdruZili z enakim tkivom

enega ali veC osebkov iz iste lokalitete (Preglednica 10).



35
Pezdirc M. Dolocanje vsebnosti ... PCB v ¢loveskih ribicah ... in v sedimetu s podrocja reke Krupe.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

3.4.1.1 Liofilizacija in homogenizacija
Vzorce tkiv ¢loveskih ribic smo liofilizirali §tiri dni v liofilizatorju pri temperaturi -28 °C
in tlaku 30 kPa. Potem smo jih homogenizirali. Tako pripravljena tkiva smo do ekstrakcije

shranili v zamrzovalniku (-20 °C).

Preglednica 10: Sveza masa (g) tkiv ¢loveskih ribic (Proteus anguinus)

. . prebavna .
skeletne adipozno jetraz . visceralno
Osebek ol . v T cev s ledvica -
miSice tkivo Zolénikom mascevje
pankreasom
IZVIR KRUPE
Pi186 4,80 3,94 1,19 0,76 0,17 0,05
Pi187 1,96 0,88 0,59 0,42 0,15 0,06
Pi188 9,43 5,82 1,41 1,55 0,29 0,13
P189 3,46 1,62 0,74 0,74 0,15 0,10
P190 3,60 1,75 0,65 0,86 0,14 0,19
OTOVSKI BREG
P159 1,92 / 0,66 / / /
P160 3,89 0,25 1,27 / / /
Pie6l 2,69 0,56 0,52 / / /
PLANINSKA JAMA
P144 / / / /
0,08
P145 / / / /
P164 2,67 / / / / /

3.4.1.2 Ekstrakcija

Liofilizirane vzorce tkiv (priblizno 0,5 g) smo zatehtali v predhodno ocis¢ene ekstrakcijske
celulozne tulce. Vzorce smo v tulcih zmesali z brezvodnim natrijevim sulfatom. Potem
smo dodali med 0,05 in 1,5 mL internega standarda za poliklorirane bifenile (PCB 30 in
PCB 209) (Preglednica 11) s katerima smo izracunali izkoristek celotnega postopka
dolo¢anja PCB oz. pesticidov. Nad vzorec v tulcu smo dodali nekaj steklene volne s katero
smo preprecili uhajanje vzorca iz tulca. V enega od tulcev nismo dodali vzorca. Ta nam je
sluzil kot slepa proba. Tkiva smo ekstrahirali s Soxhletovim aparatom. Ekstrakcija je
potekala 16 ur s 130 mL heksana. Po koncani ekstrakciji smo ekstrakte skoncentrirali v

toku dusika na okoli 50 mL.



36
Pezdirc M. Dolocanje vsebnosti ... PCB v ¢loveskih ribicah ... in v sedimetu s podrocja reke Krupe.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

3.4.1.3 Odstranjevanje lipidov

Po koncani ekstrakeiji smo posamezne ekstrakte prelili v lije lo¢nike ter dodali od 10 do 12
mL 96 % zveplove (VI) kisline. Lije locnike smo nekajkrat stresli in pocakali, da se fazi
locita. Ker so v kislinski fazi lipidi, ki motijo pri analizi s plinsko kromatografijo, smo jo
oddekantirali, vzorce pa prelili vsakega v svojo bucko. Ekstraktom smo dodali nekaj
brezvodnega natrijevega sulfata s katerim smo odstranili morebitno kislino. Pri nekaterih
ekstraktih se fazi nista dobro locili, zato smo jih morali centrifugirati. Na koncu smo

ekstrakte skoncentrirali v toku dusika na 1 mL.

3.4.1.4 Cis¢enje/frakcionacija ekstraktov

Za ciscenje ekstraktov smo uporabili kolone s florisilom, katerega smo predhodno Cistili s
heksanom v Soxhlet aparatu (16 ur) in nato susili 12 ur pri 130 °C. Dan pred uporabo smo
florisil deaktivirali z vodo za kromatografijo (0,5 % ut), ki poveca njegovo adsorpcijsko
ucinkovitost. Pred polnjenem smo kolone spodaj zaprli s stekleno volno, s katero smo
preprecili uhajanje florisila. Kolone smo polnili tako, da smo florisil omocili s heksanom.
Pri tem smo pazili, da je bil florisil vedno omocen. Za posamezno kolono smo uporabili
18,5 g florisila. Po konCanem polnjenju smo nad florisil dodali Se priblizno 1 g
brezvodnega natrijevega sulfata. Omenjene kolone omogocajo frakcionacijo razlicnih
kloriranih spojin z uporabo razlicnih topil ali njihovih meSanic za eluiranje. Poleg PCB

tako frakcionirajo tudi nekatere klorirane pesticide, kot npr. 4,4'-DDE.

Vzorce smo iz kolon, polnjenih s florisilom, eluirali s 65 mL heksana, nekatere vzorce tkiv
iz Krupe pa smo eluirali s 85 mL heksana (Preglednica 11). Eluate, ki smo jih dobili z
eluiranjem s 85 mL heksana, smo skoncentrirali v toku dusika na kon¢ni volumen 50 mL,

prebavno cev na 60 mL, ostale pana 1 mL.
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Preglednica 11: Vzorci tkiv cloveskih ribic

Zatehta vzorca Vin konc. internega  V (mL) heksana

Vzore (g standarda za PCB za elucijo
KRUPA
P186 misice (P186 M) 0,46 1 mL (10 pgmL™) 85
P186 adipozno tkivo (P186 AT) 0,56 1 mL (10 ugml™) 85
P187 misice (P187 M) 0,47 1,5mL (10 ugmL™) 65
P188 misice (P188 M) 0,52 1,5mL (10 pg mL™) 65
P188 adipozno tkivo (P188 AT) 0,52 1 mL (10 pgmL™) 85
P189 misice (P189 M) 0,56 I mL (10 pgmL™) 85
P190 misice (P190 M) 0,49 1 mL (10 pgmL™) 85
Jjetra z Zol¢nikom vseh osebkov (J vsi) 0,58 1 mL (10 pgmL™) 85
ledvica vseh osebkov (L vsi) 0,14 1,5mL (10 ug mL™) 65
o oy 1 casom et 2,09 18 mL (10 pg mL") 65
\(/gjfji:;l{)no mascevje vseh osebkov 0.17 1,5mL (10 pg mL™) 65
OTOVSKI BREG
P159 misice (P159 M) 0,35 50 uL (1 pg mL™) 65
P160 misice (P160 M) 1,18 50 uL (1 pg mL™) 65
P161 misice (P161 M) 0,81 50 uL (1 pg mL™) 65
J;;?O’I’}{).]Sz}j’w() inP161 (JPI159, 0.98 50 uL (1 pgmL™) 65
‘(’j’;"fé’gj ;’%’ P160in P161 0.26 50 L (1 pgmL") 65
PLANINSKA JAMA
P164 misice (P164 M) 0,78 50 uL (1 pg mL™) 65
];ch’}’lijz;l)f’lﬁ in P164 (J P144, 0.12 20 uL (1 g mL™) 65

3.4.2 Sedimenti

Priprava vzorcev sedimentov za analizo se le malo razlikuje od priprave tkiv. V naslednjih

poglavjih so navedena samo odstopanja od zgoraj opisanega postopka (Poglavije 3.4.1).

3.4.2.1 SuSenje in homogenizacija

Vzorce sedimentov smo susili pri sobni temperaturi, potem smo jih homogenizirali in
presejali skozi 62 pm sito. Tako pripravljene sedimente smo do ekstrakcije shranili v

hladilniku (~ 5 °C).
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3.4.2.2 Ekstrakcija

Sedimente smo ekstrahirali s Soxhletovo aparaturo 16 ur s 130 mL meSanice heksana in

diklorometana v razmerju 1:1 (v/v).

3.4.2.3 Odstranjevanje zvepla

Odstranjevanje zvepla iz ekstraktov sedimentov je potrebno, ker Zveplo moti pri analizi s
plinsko kromatografijo. Za odstranjevanje smo uporabili predhodno ¢is€en in reduciran
baker v prahu. V erlenmajerico smo dali bakrov prah ter ga aktivirali s 30 %
klorovodikovo kislino v ultrazvoc¢ni kopeli (15 min). Po tem ¢asu smo kislino oddekantirali
in postopek ponovili trikrat. Po koncani kislinski obdelavi, smo baker sprali z destilirano
vodo do pH 6 - 7. Sledilo je ¢iS¢enje kislinsko obdelanega bakra z acetonom. Baker smo
skupaj z acetonom ekstrahirali v ultrazvo¢ni kopeli 10 min. Nato smo aceton oddekantirali
dokler ni bil aceton povsem brezbarven. Zadnjo acetonsko fazo smo oddekantirali ter v
erlenmajerico dodali malo heksana, da se je zmeSal z acetonom. Ponovno smo
oddekantirali topili in nalili nov heksan ter ponovno ekstrahirali v ultrazvo¢ni kopeli 10
min. Po kopeli smo heksan nadomestili z novim. Ekstraktom sedimentov smo dodali tako
pripravljen baker in jih pustili ¢ez no¢ na sobni temperaturi, da se je zveplo vezalo na

baker. Naslednji dan smo ekstrakte skoncentrirali v toku duSika na okoli 1 mL.

3.4.2.4 Cis¢enje/frakcionacija ekstraktov

Za cCisCenje ekstraktov smo pripravili enake kolone s florisilom kot za tkiva. Vzorce smo
eluirali s 65 mL heksana oz. nekatere vzorce sedimentov iz Krupe s 85 mL heksana
(Preglednica 12). Eluate, ki smo jih dobili iz sedimentov iz Krupe, smo skoncentrirali v

toku dusika na kon¢ni volumen 50 mL, ostale pana 1 mL.
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Preglednica 12: Vzorci sedimentov

V in konc. internega

Vzorec Zatehta vzorca (g) standarda za PCB V (mL) heksana za elucijo
plitvina I 2,32 1 mL (10 pg mL™) 85
plitvina I 2,57 1 mL (10 pg mL™) 85
desni breg 2,47 1 mL (10 pg mL™) 85
levi breg 6,53 50 uL (1 pg mL™) 65
dno D 5,09 40 pL (1 pg mL™) 65
dno S 7,23 0,5 mL (10 pg mL™) 85
dno L 3,19 0,2 mL (10 pg mL™) 85
potok 537 50 uL (1 pg mL™) 65
Vodenica 5,03 40 pL (1 pg mL™) 65
Lebica 4,79 40 pL (1 pg mL™) 65
Otovski breg 5,11 20 pL (1 pg mL-1) 65
Pivski rokav 5,5 20 uL (1 pg mL™) 65
vhod PI. jama 4,97 20 uL (1 pg mL™) 65

35 DOLOCANJE PCB IN 4,4'-DDE V VZORCIH
3.5.1 GC-ECD analiza

Vzorce smo analizirali s plinskim kromatografom sklopljenim z detektorjem na zajetje
elekronov (GC-ECD), HP 6890 Hewlett-Packard, Waldbronn, Nemcija, na kapilarni koloni
DB-XLB dolzine 30 metrov, notranjim premerom 0,25 mm in debelino stacionarne faze
0,25 pm (polisiloksan polimer). GC locba je potekala pod naslednjimi delovnimi pogoji:

e nosilni plin: heljj

e hitrost nosilnega plina (velocity): 28 cm s™ pri 100 °C, konstantna

e temperatura injektorja: 250 °C, »Cool On-Column«

e volumen injiciranega vzorca: 1 pL

e temperatura detektorja: 320 °C

e temperaturni program segrevanja pecCi plinskega kromatografa je prikazan v

Preglednici 13
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Preglednica 13: Temperaturni program segrevanja peci plinskega kromatografa GC-ECD

zacetna T hitrost narascanja T konc¢na T trajanje
100 °C - 100 °C 1 min
100 °C 10 °C min’! 300 °C 20 min
300 °C - 300 °C 9 min

skupaj 30 min

V vzorcih smo analizirali osem PCB: PCB 28, 31, 52, 101, 118, 153, 138, in 180 ter
4,4'-DDE.

3.5.2 Potrditev identitete PCB in 4,4'-DDE

Z GC-ECD ne moremo z gotovostjo potrditi identitete PCB in 4,4'-DDE. Zaradi visokih
vsebnosti PCB v preiskovanih vzorcih smo identiteto PCB lahko potrdili s plinskim
kromatografom z masno selektivnim detektorjem (GC-MSD), HP 6890 Hewlett-Packard,
Waldbronn, Nemcija, na kapilarni koloni DB-5MS dolzine 30 metrov, notranjim
premerom 0,25 mm in debeline stacionarne faze 0,25 pm (5 % fenil metilpolisiloksan).
GC-MSD locba je potekala z izbranimi ioni (SIM nacin - single ion monitoring) pod
naslednjimi delovnimi pogoji:
e nosilni plin: heljj

hitrost nosilnega plina (velocity): 49 cm s pri 40 °C, konstantna

e temperatura injektorja: 250 °C, »Splitless«

e volumen injiciranega vzorca: 1 pL

e temperatura vmesnika: 280 °C

e temperaturni program segrevanja peci plinskega kromatografa je prikazan v
Preglednici 14

¢ nacin ionizacije: ionizacija z elektroni (EI)

e energija ionizacija: 70 eV
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Preglednica 14: Temperaturni program segrevanja peci plinskega kromatografa GC-MSD

zacetna T hitrost narascanja T konc¢na T trajanje
40 °C - 40 °C 1 min
40 °C 20 °C min' 180 °C 4 min
180 °C 10 °C min! 280 °C 10 min

skupaj 25 min

Identiteto 4,4'-DDE smo potrdili z metodo standardnega dodatka. Vzorcem, v katerih smo
predhodno dolo¢ili 4,4'-DDE, smo dodali standard ter jih Se enkrat analizirali z GC-ECD. S
sorazmernim poviSanjem kromatografskega vrha, znacilnega za 4,4'-DDE, smo potrdili

njegovo identiteto.

3.5.3 Linearnost analizne metode

Linearnost analizne metode smo preverili tako, da smo pripravili raztopine standardov
osmih izbranih PCB v heksanu v koncentracijskem obmogju od 0,5 do 1000 ng mL™ za
PCB oz. od 1 do 700 ng mL™' za 4,4'-DDE ter jih analizirali z GC-ECD. Z metodo linearne
regresije smo dolocili umeritveno premico za vsak izbran PCB in 4,4'-DDE. Vzorce, pri
katerih je koncentracija analitov presegla 1000 ng mL™ oz. 700 ng mL™, smo razredgili

tako, da so bili znotraj koncentracijskega obmocja.

3.5.4 Meje zaznavnosti in meje dolocljivosti

Meja zaznavnosti instrumenta (IDL - Instrument Detection Limit) predstavlja najnizjo
koncentracijo spojine, ki jo lahko identificiramo oz. izmerimo z instrumentom (plinskim
kromatografom), ni pa primerna za kvantifikacijo. Meja dolocljivosti instrumenta (IQL -
Instrument Quantification Limit) je parameter, ki opisuje najnizjo koncentracijo spojine, ki
jo lahko kvantitativno dolo¢imo (Knoll, 1985). Za dolo¢itev mej smo analizirali tri vzorce
misi¢nega tkiva modroplavutega tuna (Thunnus thynnus) in tri vzorce sedimenta, ki niso
bili kontaminirani z izbranimi osmimi PCB in 4,4'-DDE. Vzorce za analizo smo pripravili
po postopku opisanem v poglavju 3.4.1 za tkivo oz. 3.4.2 za sediment. 1z povrSine vrhov v

slepih vzorcih, ki so se pojavili pri retencijskih ¢asih preiskovanih PCB kongenersov, smo
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dolocili standardno deviacijo. IDL smo izracunali kot trikratno, IQL pa kot desetkratno

vrednost standardne deviacije sipanja signala.

Mejo zaznavnosti (MDL - Method Detection Limit) in mejo doloc¢ljivosti (MQL - Method
Quantification Limit) metode smo izraunali tako, da smo IDL oz. IQL delili s povprecno
suho tezo treh slepih vzorcev. MDL nam pove najnizjo koncentracijo spojine v vzorcih po
opravljenem celotnem postopku dolocanja PCB, ki jo lahko identificiramo z instrumentom
oz. plinskim kromatografom. MQL pa je najnizja koncentracija spojine, ki jo lahko

kvantitativno ovrednotimo (Kroll, 1985).

Po enakem postopku smo dolocili meje zaznavnosti oz. dolocljivosti za 4,4'-DDE.

3.5.5 Izkoristek postopka dolo¢anja PCB

Izkoristek celotnega postopka dolo¢anja PCB v vzorcih smo izracunali na podlagi odzivov
internih standardov, PCB 30 in PCB 209, v posameznem vzorcu in izmerjenih koncentracij

internih standardov:

izkoristek PCB 30 oz. 209 (%) = povrsina IS v vzorcu

— - - 100 .. (4
povrSina izmerjenega IS

Nato smo oba izkoristka, za PCB 30 in PCB 209, sesteli ter delili z dve in dobili izkoristek,

ki smo ga upoStevali pri nadaljnih izracunih.



43
Pezdirc M. Dolocanje vsebnosti ... PCB v ¢loveskih ribicah ... in v sedimetu s podrocja reke Krupe.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

4 REZULTATI

.....

izvira reke Krupe so bili temnejSe pigmentirani, v primerjavi z osebki iz drugih lokalitet.

Pri analiziranju tkiv ¢loveskih ribic iz Otovskega brega in Planinske jame smo opazili
izstopajo¢i kromatografski vrh (Slika 26). Z metodo standardnega dodatka v vzorcu
skeletnih misic osebka P159, smo dokazali, da gre za 4,4'-DDE (Slika 27). Ta metoda sicer
ni tako zanesljiva kot GC-MS ali GC-MS/MS, lahko pa z vecjo gotovostjo trdimo, da gre
res za iskano spojino. Nato smo 4,4'-DDE dolo¢ili tudi v vzorcih sedimentov omenjenih
lokalitet. Zato v rezultatih poleg vsebnosti PCB podajamo tudi vsebnost 4,4'-DDE, razen v
vzorcih iz obmocja reke Krupe, kjer se njegov retencijski ¢as prekriva z retencijskim

¢asom nekaterih PCB v tehniénih meSanicah.

4.1 POTRDITEV IDENTITETE PCB IN 4,4'-DDE

Na Slikah 19 do 27 so prikazani izseki kromatogramov (GC-MSD in GC-ECD). Na njih
vidimo odzive izbranih PCB v vzrocih tkiv (P188 AT in P159 M) in sedimenta iz izvira
Krupe (dno_L), v standardni raztopini izbranih PCB (MIX21) in v standardnih raztopinah
tehni¢nih meSanic Aroclor 1242 in 1254. Na kromatogramu (GC-ECD) vzorca skeletnih
misic osebka P159 iz Otovskega brega vidimo, poleg odzivov izbranih PCB, Se odziv za
4,4'-DDE (Slika 26 in 27). Uporabljeni standardni raztopini tehni¢nih meSanic, za pomo¢
pri identifikaciji PCB v vzorcih (Sliki 24 in 25), sta bili izbrani zato, ker sta po vsebnosti
zvrsti PCB  podobni tehnicnim meSanicam, ki so jih uporabljali v proizvodnji

kondenzatorjev v tovarni Iskra v Semicu, Clophen A30 in A50 ter Pyralene 1500.

Izbrani primeri kromatogramov vzorcev kazejo tipi¢ne kromatografske vrhove za PCB oz.
4,4'-DDE. Na Sliki 19 je prikazan izsek kromatograma (GC-MSD) vzorca adipoznega
tkiva osebka P188 iz izvira Krupe, ki je imel najvecjo vsebnost PCB. Na Sliki 20 pa izsek
kromatograma (GC-MSD) standardne raztopine izbranih PCB (MIX21). S primerjavo
retencijskih Casov in izbranih ionov potrdimo identiteto PCB. Enako naredimo s

primerjavo retencijskih ¢asov kromatogramov (GC-ECD).
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Slika 19: Izsek kromatograma (GC-MSD) vzorca adipoznega tkiva osebka P188 iz izvira Krupe (P/88 AT)
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Slika 20: Izsek kromatograma (GC-MSD) standardne raztopine indikatorskih PCB (MIX21)
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Slika 21: Izsek kromatograma (GC-ECD) vzorca adipoznega tkiva osebka P188 iz izvira Krupe (P188 AT)
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Slika 22: Izsek kromatograma (GC-ECD) vzorca sedmentov iz izvira Krupe (dno L)
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Slika 23: Izsek iz kromatograma (GC-ECD) standardne raztopine indikatorskih PCB (MIX21)
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Slika 24: Izsek kromatograma (GC-ECD) standardne raztopine tehni¢ne meSanice Aroclor 1242
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Slika 25: Izsek kromatograma (GC-ECD) standardne raztopine tehni¢ne mesanice Aroclor 1254
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Slika 26: Izsek kromatograma (GC-ECD) vzorca skeletnih miSic osebka P159 iz Otovskega brega (P159 M)
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Slika 27: Izsek kromatograma (GC-ECD) vzorca skeletnih miSic osebka P159 iz Otovskega brega (P159 M)
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4.2 LINEARNOST ANALIZNE METODE

Linearnost je bila pri vseh izbranih PCB zelo dobra, saj se je vrednost korelacijskega
koeficienta R* gibala med 0,9958 in 0,9997 (Slika 28). Podobno velja za 4,4'-DDE
(Slika 29).
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Slika 28: Umeritvena krivulja za PCB 153
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Slika 29: Umeritvena krivulja za 4,4'-DDE

4.3 MEJE ZAZNAVNOSTI IN MEJE DOLOCLJIVOSTI

V Preglednicah 15 in 16 so podane izraCunane vrednosti meje zaznavnosti instrumenta
(IDL) in metode (MDL) ter meje doloc¢ljivosti instrumenta (IQL) in metode (MQL) za

osem izbranih PCB in 4,4'-DDE v miSi¢nem tkivu modroplavutega tuna in sedimentu.

Preglednica 15: Meja zaznavnosti instrumenta (IDL) in metode (MDL) ter meja dolocljivosti instrumenta
(IQL) in metode (MQL) za sedem indikatorskih PCB in 4,4-DDE v miSi¢nem tkivu

modroplavutega tuna (Thunnus thynnus)

PCB IDL (ng mL™) MDL (ng g™) IQL (ng mL™) MQL (ng g™
31 0,09 0,03 0,32 0,09
28 0,09 0,03 0,31 0,09
52 0,14 0,04 0,47 0,14

101 0,14 0,04 0,46 0,14

118 0,13 0,04 0,42 0,12

153 0,10 0,03 0,34 0,10

138 0,06 0,02 0,19 0,05

180 0,11 0,03 0,37 0,11

4,4'-DDE 0,26 0,08 0,88 0,26




49
Pezdirc M. Dolocanje vsebnosti ... PCB v ¢loveskih ribicah ... in v sedimetu s podrocja reke Krupe.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

Preglednica 16: Meja zaznavnosti instrumenta (IDL) in metode (MDL) ter meja dolocljivosti instrumenta

(IQL) in metode (MQL) za sedem indikatorskih PCB in 4,4'-DDE v sedimentu

PCB IDL (ng mL™) MDL (ng g™) IQL (ng mL™) MQL (ng g™
31 0,02 0,004 0,07 0,01
28 0,12 0,02 0,41 0,08
52 0,12 0,02 0,41 0,08
101 0,14 0,03 0,48 0,09
118 0,14 0,03 0,46 0,08
153 0,12 0,02 0,40 0,07
138 0,15 0,03 0,49 0,09
180 0,11 0,02 0,36 0,07
4,4'-DDE 0,19 0,03 0,62 0,11

4.4 IZKORISTEK POSTOPKA DOLOCANJA PCB

Izkoristki postopka priprave vzorcev, od ekstrakcije naprej, za GC-ECD analizo za
posamezen vzorec so bili v povprecju 59,0 % za tkiva (med 18 in 96,0 %) ter 68,9 % za
sedimente (med 42,0 in 99,4 %). Velik razpon v vrednostih izkoristkov lahko pripiSemo
uporabi dveh razlicnih volumnov topila (65 in 85 mL) za eluiranje s kolon pri
¢iSenju/frakcionaciji ekstraktov ter nato razlicnemu skoncetriranju na kon¢ni volumen (50

oz. 1 mL). V Preglednici 17 so podani izkoristki za vse analizirane vzorce.
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Preglednica 17: Izkoristki postopka priprave vzorcev, od ekstrakcije naprej, za GC-ECD analizo

Vzorec Izkoristek (%)
OBMOCIJE KRUPE
Tkiva
misice P186 (P186 M) 91,3
misice P187 (P187 M) 56,3
misice P188 (P188 M) 63,3
misice P189 (P189 M) 82,4
misice P190 (P190 M) 85,5
adipozno tkivo P186 (P186 AT) 95,8
adipozno tkivo P188 (P188 AT) 83,9
Jetra vseh osebkov (J vsi) 66,6
ledvica vseh osebkov (L vsi) 59,6
prebavna cev vseh osebkov (P vsi) 74,9
visceralno mascevje vseh osebkov (VM vsi) 67,8
Sedimenti
desni breg 78,9
levi breg 42,0
dno_D 55,8
dno_S 56,6
dno L 99,4
plitvina 1 78,2
plivina Il 82,8
potok 56,5
Vodenica 78,3
Lebica 85,4
OTOVSKI BREG
misSice P159 (P159 M) 39,0
misice P160 (P160 M) 25,7
misice P161 (P161 M) 40,8
jetra P159, P160 in P161 (J P159, P160, P161) 34,3
adipozno tkivo P160 in P161 (AT 160, 161) 52,2
Otovski breg 57,7
PLANINSKA JAMA

miSice P164 (P164 M) 23,4
jetra P144, P145 in P164 (J P144, P145, P164) 18,8
Pivski rokav 57,6

vhod Pl. jama 66,6
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4.5 VSEBNOST PCB IN 4,4'- DDE V CLOVESKIH RIBICAH

Koncentracije posameznih kongenersov in 4,4-DDE v tkivih c¢loveSkih ribic smo
izracunali iz umeritvenih krivulj. Pri tem smo upostevali izkoristek postopka priprave
vzorcev za GC-ECD analizo. Dobljene koncentracije smo preracunali na suho teZo vzorca.
Podane so v Preglednicah 18 in 19 ter na Slikah 30 do 33. Na Sliki 34 so prikazani delezi

posameznih kongenersov v vseh analiziranih tkivih ¢loveskih ribic.

Preglednica 18: Koncentracije izbranih PCB kongenersov in njihova vsota (ug g' suhe teze) v tkivih

¢loveskih ribic (Proteus anguinus anguinus) iz izvira reke Krupe

tkivo 28 31 52 101 118 138 153 180 vsota*
PIS6 M 11,9 521 26,6 59,9 419 33,9 435 438 222
PISTM 22,1 11,0 76,6 86,5 47,6 472 31,1 434 316
PI88 M 14,9 6,92 36,5 76,7 54,0 61,1 49,8 6,21 299
PI89 M 7,51 437 19.3 38,3 29,0 25,8 22,4 2,28 145
PI190 M 14,8 6,20 30,9 80,1 71,9 70,0 71,1 7,99 347
PIS6AT 11,9 4,09 28,1 71,0 77,2 52,9 41,9 6,40 289
PISS AT 614 16,9 132 301 289 212 256 39,2 1291
VM vsi 34,1 10,8 86,6 207 150 185 126 19,3 808
J vsi 26,7 9,13 59,9 112 84,5 115 65,3 8,20 471
Lvsi 428 1,90 17,6 38,7 27,1 33,0 20,9 3,19 145
P vsi 13,4 3,77 32,1 72,0 52,2 68,1 41,6 6,36 286

*vsota PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 in 180.
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52

Preglednica 19: Koncentracije izbranih PCB kongenersov in njihova vsota (ug g suhe teZe) ter 4,4'-DDE v

tkivih ¢loveskih ribic (Proteus anguinus anguinus) iz Otovskega brega in Planinske jame

(a ... pod mejo dolocljivosti)

tkivo 280 31 52 101 118 138 153 180  vsota* ]‘;’]‘;;:
OTOVSKI BREG
PISOM 008 a 00l a 023 046 050 014 134 053
P160 M 0,07 046 0,16 038 038 039 039 005 18 16l
PI6I M 0,06 004 010 0,17 09 093 094 022 338 337
J PI59, P160, PI61 0,06 a 006 006 041 060 043 011 172 1,12
AT 160, 161 022 a 031 033 132 150 129 030 527 429
PLANINSKA JAMA

PI64 M 030 014 043 024 051 129 140 070 486 587
J P144,P145 PI64 089 a 123 021 065 1,73 1,70 082 723 546

*vsota PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 in 180.
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Slika 30: Koncentracija PCB (ug g suhe teZe) v tkivih &loveskih ribic (Proteus anguinus anguinus) iz izvira

reke Krupe (* podana je povprecna koncentracija PCB v adipoznem tkivu dveh osebkov s

prikazano najvi§jo in najniZjo koncentracijo; ** podana je povprec¢na koncentracija PCB v miSicah

petih osebkov s prikazano najvisjo in najnizjo koncentracijo v misici)
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Slika 31: Koncentracije izbranih PCB kongenersov (ug g suhe teze) v tkivih ¢loveskih ribic

(Proteus anguinus anguinus) iz izvira reke Krupe
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Slika 32: Koncentracija PCB in 4,4-DDE (ug g suhe teze) v tkivih ¢loveskih ribic (Proteus anguinus
anguinus) iz referen¢nih lokalitet (* podana je povprecna koncentracija PCB v miSicah treh

osebkov s prikazano najvisjo in najnizjo koncentracijo v misici)

Iz povprecnih koncentracij PCB doloc¢enih v tkivih sklepamo, da se najve¢ PCB akumulira

v visceralnem mascevju in adipoznem tkivu, nato v jetrih in miSicah. NajnizZje povprecne
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koncetracije dobimo v prebavni cevi in ledvicah. Tak trend je znaCilen ne glede na

lokaliteto (Sliki 30 in 32).

konc. PCB (ug g—l) 28
60 m3l
52
55
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4,5 1 w138
4,0 m153
W 180
3,5 A
44-DDE
3,0
2,5 1
2,0 1
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1,0
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miSice P159 miSice P160 miSice P161 | adipozno tkivo| jetra P159, miSice P164 jetra P144,
P160, P161 P160, P161 P145, P164
OTOVSKI BREG

Slika 33: Koncentracije izbranih PCB kongenersov in 4,4-DDE (ug g suhe teze) v tkivih ¢loveskih ribic

(Proteus anguinus anguinus) iz referencnih lokalitet

dele (%)

35 7 28 W31 52 w10l m118 m138 m 153 m180
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257
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izvir Krupe Otovski breg Pl jama

Slika 34: Delez izbranih PCB kongenersov v vseh analiziranih tkivih ¢loveskih ribic (Proteus anguinus)

(M - miSice, AT - adipozno tkivo, VM - visceralno mascevje, J - jetra, L - ledvica, P - prebavna cev)
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4.6 VSEBNOST PCB IN 4,4'-DDE V SEDIMENTIH

Koncentracije posameznih kongenersov in 4,4'-DDE smo izracunali iz umeritvenih krivulj.
Pri tem smo upostevali izkoristek postopka priprave vzorce za GC-ECD analizo. Dobljene
koncentracije smo preracunali na suho tezo vzorca. Podane so v Preglednici 20 ter na
Slikah 35 in 36. Na Sliki 37 so prikazani deleZi posameznih kongenersov v sedimentih

vzorcevalnih mest.

Preglednica 20: Koncentracije izbranih PCB kongenersov in njihova vsota ter 4,4-DDE (ug g suhe teZe) v

sedimentih (/ ... nismo dolocali; a ... pod mejo dolocljivosti)

sediment 28 31 52 101 118 138 153 180 vsota* I‘)‘i‘)‘l-i
desni breg 1,62 0,417 3,60 6,18 3,87 2,22 2,78 0,482 20,8 /
levi breg 1,15 6,24 11,9 11,6 10,9 5,24 5,92 1,08 47,8 /
dno_D 0,480 0,649 1,46 2,14 1,39 1,07 1,06 0,212 7,81 /
dno_S 2,66 3,77 1,12 1,59 1,02 1,25 0,853 0,218 8,71 /
dno_L 0,351 0,239 0,633 1,26 0,875 0,582 0,720 0,131 4,56 /
plitvina I 0,639 0,78 1,04 1,70 1,12 0,792 0,095 0,157 5,55 /
plitvina 11 0,801 2,93 1,60 0,463 0424 0357 0487 0,097 4,23 /
potok 0,001 a 0,002 0,005 0,006 0,006 0,005 0,001 0,025 /
Lebica 0,002 a a 0,002 0,004 0,004 0,004 0,001 0,020 /

Otovski breg ~ 0,0003 a 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001  0,0002 0,005 0,001

Pivskirokav ~ 0,0006 a 0,001 0,003 0,002 0,002 0,001 0,0004 0,010 0,020

;;ZZZPI' 0,0006 a 0,001 0,002 0,001 0,0006 0,001 0,0004 0,006 0,001

*vsota PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 in 180.
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Kkonc. PCB (ug g 28
12 m3l

desni breg levibreg dno_D dno_S dno_L plitvina I plitvina I

Slika 35: Koncentracije izbranih PCB kongenersov (ug g suhe teze) v sedimentih reke Krupe
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Slika 36: Koncentracije izbranih PCB kongenersov in 4,4-DDE (ug g suhe teze) v sedimentih ostalih

vzorcevalnih mest
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Slika 37: Delez izbranih PCB kongenersov v sedimentih reke Krupe, vzoréevalnega mesta 'potok', jame

Lebice, Otovskega brega in Planinske jame
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomskem delu smo doloc¢ali vsebnost izbranih PCB in 4,4'-DDE v tkivih ¢loveskih
ribic in sedimentih iz izbranih lokacij. Obmocje reke Krupe smo izbrali zaradi znanega in
dobro preiskovanega onesnazenja njenega zaledja s PCB. Otovski breg in Planinska jama,
kot znani slovenski lokaliteti pojavljanja Cloveskih ribic, sta bili izbrani za referencni

vzorcevalni mesti.

Privzem in razporejanje PCB v c¢loveskih ribicah nista poznana. Vnos verjetno poteka
podobno kot pri drugih vodnih organizmih skozi Skrge, kozo in prebavila s kontaminirano
hrano (Shaw in Connel, 1986). Za mlade ¢loveske ribice, kot tudi za druge jamske Zivali,
je znacilna geofagija (poziranje jamske ilovice) (Vandel, 1965). Tudi odrasle ¢loveske
ribice ob grabljenju plena obicajno zajamejo nekaj ilovice. PCB lahko prehajajo preko
samic v jajca (Kadokami in sod., 2004) oz. se nalagajo ze v Casu embrionalnega in

larvalnega razvoja dvozivk (de Solla, 2002; Gutleb, 1999; Jofre, 2008).

Vsebnost PCB v tkivih ¢loveskih ribic iz izvira Krupe je mnogo vi§ja v primerjavi z osebki
iz Otovskega brega (v povprecju 155-krat visja) in Planinske jame (v povpre¢ju 74-krat
vi§ja). Zanimivo je, da so koncentracije PCB v tkivih osebkov iz Otovskega brega v
povpre¢ju 2-krat nizje od tistih iz Planinske jame. Pricakovali bi ravno obratno, saj je
Otovski breg veliko blizje reki Krupi oz. viru onesnazenja. Znano je, da se PCB najlazje
oz. najhitreje Sirijo z gibanjem zra¢nih mas (Lee in Jones, 1999). Po drugi strani pa se v
Planinski jami zbirajo vode iz SirSega obmocja, ki ima tudi ve¢ industrije (Perko in Orazen

Adamig, 2001).

V nekaterih primerih smo, zaradi majhne teZe, morali zdruZziti vzorce posameznih tkiv
¢loveskih ribic. S tem smo izgubili informacijo o vsebnosti PCB v posameznem tkivu.
Predvidevamo lahko, da imajo osebki z vi§jo koncentracijo PCB v skeletnih miSicah, tudi
ve¢ PCB v drugih delih telesa kot ostali osebki. Kljub majhnemu Stevilu analiziranih

¢loveskih ribic, lahko z gotovostjo trdimo, da se PCB akumulirajo v tkivih z vecjim
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delezem mascob, kar je znano tudi pri drugih organizmih. Za dolocitev, kje tocno v
¢loveskih ribicah se PCB bolj nalagajo, bi morali analizirati tkiva oz. organe posameznih

osebkov ali gojiti ¢loveske ribice v kontroliranih pogojih.

Razporejanje PCB v razli¢na tkiva najbolje vidimo pri analiziranih ¢loveskih ribicah iz
izvira Krupe. 1z povpre¢nih koncentracij PCB dolo€enih v tkivih sklepamo, da se najvec
PCB akumulira v visceralnem mascevju in adipoznem tkivu, nato v jetrih in miSicah.
Podoben trend razporejanja PCB v tkiva opazimo tudi na referen¢nih lokacijah (Sliki 30 in
32). NajmanjSo povprecno koncentracijo PCB v tkivih ¢loveskih ribic iz izvira reke Krupe
smo dolocili v ledvicah, nato v prebavni cevi. V skeletnih miSicah je vsebnost PCB
verjetno vis§ja kot v prebavni cevi, kljub temu, da povprecne vrednosti kazejo nasprotno
(Slika 30). Kakorkoli ze, razlika v povpre¢nih koncentracijah PCB med miSicami in
prebavno cevjo ni velika. V miSicah treh osebkov iz izvira reke Krupe smo izmerili visje

vsebnosti PCB kot v prebavni cevi (Preglednica 18).

V ledvicah, kot ze omenjeno, je vsebnost PCB najmanjsa (Preglednica 18 in Slika 30).
Ledvica so glavni izloevalni organ vretencarjev. Skrbijo za osmoregulacijo oz. ravnotezje
soli in vode v telesu ter izlo€ajo nerabne vodotopne metabolite (Purves in sod., 2001).
Nizke koncentracije PCB v ledvicah ¢loveskih ribic so posledica izlo¢evalne narave tega

organa ter slabe vodotopnosti 0z. izjemne lipofilnosti PCB.

V primerjavi z drugimi tkivi ¢loveskih ribic smo nizje koncentracije PCB izmerili tudi v
prebavni cevi. Po vsej verjetnosti se PCB, zaradi svoje nepolarnosti in lipofilnosti, v
prebavni cevi vezejo na oz. v masc¢obne kapljice ter nato skupaj z lipidi vstopajo v ¢revo
(Walker, 2001). Glede na to, da se mascobe iz ¢revesja transportirajo v kri, limfo in jetra
(Randall in sod., 2002), je nizka vsebnost PCB razumljiva, ¢eprav so pri ¢loveskih ribicah,
ki se nekaj Casa niso prehranjevale odkrili Stevilne lipidne kapljice (Bulog in sod., 2000).

Podatka o sestradanosti analiziranih osebkov ne poznamo.

Jetra vretencarjev imajo mnogo funkcij. Poleg Zlezne vloge delujejo tudi kot center
presnove in skladi§¢enja rezervnih ter razstrupljanja toksi¢nih snovi. Pri ribah in dvozivkah

so pomembno skladi§¢e lipidov, saj le-te nimajo toliko adipoznega tkiva kot ptici in sesalci
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(Hadley, 1985). Bulog in sod. (2000) so odkrili, da je v jetrnih celicah ¢loveskih ribic
veliko lipidnih vkljuckov. Prebavljena (s PCB kontaminirana) hrana, ki se absorbira v
¢revesju, potuje v presnovo v jetra (Purves in sod. 2006). Zato ni presenetljivo, da je

vsebnost PCB v jetrih analiziranih osebkov tako visoka (Sliki 30 in 32).

Najvis§jo vsebnost PCB smo, zaradi njihove lipofilnosti, izmerili v visceralnem mascevju in
adipoznem tkivu (Slike 30 in 32). Adipozno tkivo je specializirano vezivno tkivo,
sestavljeno iz mascobnih celic - adipocitov. Njegova glavna vloga je skladiS¢enje
energijsko bogatih snovi (Ross in sod., 2003). Kot Ze omenjeno, je koliCina tega tkiva pri
dvozivkah majhna. Pri repatih dvoZivkah (o. Urodela) so zaloge maSfob shranjene
predvsem v repu (Fitzpatrick, 1976; Herzog, 2006). Visje koncentracije PCB smo
pricakovali tudi zaradi morebitnega vstopanja PCB v telo skozi kozo, saj se PCB naceloma
lahko zadrzijo v podkoznem mascevju. V adipoznem tkivu osebka P188 je vsebnost PCB
za priblizno 4-krat vi§ja kot v njegovih skeletnih miSicah. Pri osebku P186 pa le za 1-krat
(Preglednica 18). Visoke koncentracije PCB tako v adipoznem tkivu kot visceralnem
mascevju lahko pojasnimo tudi s transportom lipidov iz jeter v periferne celice za
skladis¢enje (npr. v adipocite). Jetra imajo namrec¢ klju¢no vlogo v presnovi lipidov in

lipoproteinov (Bizjak Mali, 2002).

Misice zivali vsebujejo lipide, saj jih potrebujejo kot energijo za svoje delovanje (Purves in
Zaradi izrazite lipofilnosti in hidrofobnosti PCB, njihova dolo¢itev v skeletnih miSicah
¢loveskih ribic ni nenavadna. V primerjavi z izmerjeno koncentracijo PCB v skeletnih
miSicah rib iz reke Krupe leta 2005, je vsebnost PCB v ¢loveskih ribicah vi§ja. Pri postrvih
(Salmo trutta m. fario L., 1758) je vsebnost v povprecju 18-krat manjsa kot pri ¢loveskih
ribicah. Pri ostalih ribah pa v povpre¢ju 59-krat manjSa. Med analiziranimi ribami so
postrvi edine izkljucno karnivore, hranijo se z nevretencarji in ribami (PovZ in Sket, 1990).
Tako so najvi§je v prehranjevalni verigi reke Krupe, podobno kot ¢loveske ribice v
podzemlju. Zato je razlika v vsebnosti PCB, katerih znacilnost je biomagnifikacija, med
postrvmi in ¢loveskimi ribicami manjSa kot pa med cloveskimi ribicami in ostalimi ribami.
Tudi leta 1991 so bile koncentracije PCB v skeletnih miSicah rib 35-krat nizje, kot smo jih

izmerili v skeletnih miSicah Cloveskih ribic. Le pri dveh postrvih, ulovljenih na izviru
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Krupe, je bila vsebnost v enakem velikostnem razredu (155 in 177 pg g-1 suhe teze) (Polic,
2005a). Visja vsebnost PCB v skeletnih miSicah ¢loveskih ribic, v primerjavi z ribami, je
posledica Zivljenja ¢loveskih ribic blizje virom onesnazenja in s tem vecji izpostavljenosti
PCB. V podzemlju zaledja Krupe so koncentracije PCB v vodi in sedimentu zagotovo visje

kot pa so na izviru reke.

Nacin in vsebnost akumuliranih PCB, se lahko znotraj populacije razlikuje tudi zaradi
neenakomerne onesnazenosti zaledja Krupe. Kras Gorjancev in Kocevskega Roga, od
koder se vode stekajo proti Krupi, je v primerjavi s podzemljem okolice tovarne Iskra v
Semicu ter pod drugimi znanimi in divjimi odlagali§¢i PCB, manj oz. ni obremenjen. Na
SirSem obmocju podzemlja tovarne in odlagaliS¢ so posamezna mesta na katerih bi lahko
izmerili vi§jo vsebnost PCB. Tak primer so stranskih rovi, kjer so koncentracije PCB v
jamski ilovici oz. sedimentih lahko zelo visoke, saj jih voda doseze le ob obilnejsih
padavinah. Poli¢ (2005a) je ugotovil, da se koncentracija PCB v vodi izvira Krupe zviSa po
daljSem deZevnem obdobju, kar je verjetno posledica izpiranja iz omenjenih rovov.
Obcasno zalit del Pivskega rokava Planinske jame to potrjuje. Vsebnost PCB, ki smo jo
izmerili v sedimentu rokava, je sicer samo za okoli 1,5-krat vi§ja kot na vhodu jame,
vendar pa je vsebnost 4,4'-DDE za priblizno 32,5-krat visja kot na vhodu. V jezercih slepih
rovov, ki nastanejo v susnem obdobju, najdemo cloveske ribice (Bulog, 1994). Vanje
zaidejo ob visokih vodah ter po upadu nivoja podtalnice tam ostanejo razli¢no dolgo. Na ta
nacin so v svojem okolju izpostavljene razlicnim koncentracijam onesnazil, Se posebej Ce
so teritorialne. Do sedaj so teritorialnost pri ¢loveskih ribicah opazili le v ¢asu parjenja
(Aljancic€ in sod., 1993). Osebek P189 nakazuje, da je zivel pri nizjih koncentracijah PCB v
svojem okolju, saj ima najnizjo vsebnost PCB v skeletnih miSicah. V povprecju je imel 2-
krat nizjo od ostalih ujetih osebkov, kljub temu da ni najlazji in najmanjsi. Opazili smo, da
spol, velikost in teza zivali, verjetno tudi starost, ne vplivajo na vsebnost PCB. Enako so
opazili tudi pri pravih zabah (g. Rana) (Fontenot in sod., 2000) in pisanem nekturu
(Necturus maculosus) (Bonin in sod., 1995). Nacin in vsebnost akumuliranih PCB v
¢loveskih ribicah je zaradi njihove dolgozivosti bolj primerljiva s pisanimi nekturi, ki
zivijo okoli 30 let (AmphibiaWeb ... , 2008), kot pa z relativno kratkozivimi zabami.
Podobna nihanja koncentracij PCB lahko opazimo pri enako starih ribah, predvsem

postrvih, iz reke Krupe, ki so jih analizirali leta 2005 (Preglednica 7). Za postrvi je
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znacilno, da so teritorialne ribe (Povz in Sket, 1990). Vpliv razlicno obremenjenega
habitata na vsebnost PCB v skeletnih miSicah pri skoraj enako tezkih in velikih samcih
¢loveskih ribic (P159 in P161) iz Otovskega brega, nam dodatno potrjuje tudi vsebnost
4,4'-DDE. Vsebnost 4,4'-DDE je v samcu P161 za vec kot 6-krat vecja kot v samcu P159,
Ceprav je slednji za malenkost vec¢ji oz. tezji. Tudi vsebnost PCB pri obeh omenjenih
samcih se razlikuje. Pri P161 je 2,5-krat vecja kot pri P159. Bonin in sod. (1995) porocajo
o nihanju vsebnosti PCB tudi pri enako velikih samicah pisanih nekturov iz istega
vzoréevalnega mesta, kar si razlagajo kot razliko med osebki v gibanju znotraj habitata in
razli¢no izrabo hrane v njem. Koliko dejansko ¢loveske ribice migrirajo po obmocju, ki ga
poseljujejo, nam ni znano. V izviru Krupe se tako lahko pojavljajo le osebki iz bliznje
okolice. Drugi mozen razlog za niZjo koncentracijo PCB v miSicah P189 je njegov
metabolizem. Vsak organizem ali osebek ima samo njemu lastno inteziteto oz. stopnjo
metabolizma, ki je zapisana v genomu. Tako imajo osebki razlicno sposobnost izloCanja
toksicnih snovi iz telesa. Za potrditev vpliva migracij ali individualnega metabolizma na
vsebnost PCB, bi potrebovali ve¢ osebkov iz izvira Krupe ali izvedbo kontroliranega
poskusa gojenja ¢loveskih ribic v s PCB onesnazeni vodi in sedimentu pod enakimi pogoji,

kar pa v primeru strogo zakonsko varovane vrste, kot je ¢loveska ribica, ne pride v postev.

Vzorec razporejanja posameznih PCB kongenersov je pri vseh proucevanih c¢loveskih
ribicah podoben, ne glede na spol, velikost in tezo zivali. V tkivih prevladujejo visje
klorirani kongenersi. V nasem primeru so to analizirani PCB 118, 138, in 153. Zanje je
znacilno, da slabo hlapijo in se v sedimetu mocneje veZejo. Tezje se metabolizirajo ter se
po prehranjevalni verigi ohranjajo oz. biomagnificirajo (Walker, 2001). PCB 180 je
heptaklorobifenil ter v nasi raziskavi kongeners z najvecjim Stevilom klorovih atomov.
Kljub temu ga je v tkivih ¢loveskih ribic iz izvira Krupe najmanj. Tudi pri ribah in
(Posledice ... , 2005: 20). Najverjetnejsi razlog za njegovo nizko vsebnost je ta, da je delez
omenjenega kongenersa v tehni¢nih meSanicah, ki so jih uporabljali v tovarni v Semicu,
zelo nizek. To potrjuje tudi vsebnost PCB 180 v sedimentih Krupe, vzoréevalnega mesta
'potok’ in jame Lebice. V tkivih ¢loveskih ribic iz Otovskega brega, Se bolj pa iz Planinske
jame, se vsebnost PCB 180 poveca. Vendar Se vedno ne doseze koncentracij PCB 138 in

153. Nizko vsebnost PCB 180, tako v analiziranih sedimentih kot v tkivih ¢loveskih ribic,
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zato lahko pripiSemo manjsi prisotnosti tega kongenersa v okolju. V zelenih Zabah (Rana
clamitans) (Ryan Loveridge in sod., 2007), v kacah vodaricah (Nerodia sp.) in jajcih
pisanih nekturov ter srebrnih galebov (Larus agrentatus) (Bishop in Rouse, 2000) iz
Severne Amerike so vsebnosti PCB 138, 153 in 180 podobne. Maervoet in sod. (2004) so
pri piscancih, ki so bili izpostavljeni PCB, dokazali podobno bioakumulacijo omenjenih

kongenersov v miSicah.

Najnizjo vsebnost v tkivih osebkov imata v povpre¢ju PCB 28 in 31. Za nizje klorirane
PCB kongenerse je namrec znacilno, da so v okolju bolj hlapni. Tudi metabolizirajo se
hitreje, saj imajo v molekuli ve¢ prostih mest, na katerih lahko pride do hidroksilacije.
Mesto vezave encimov iz skupine citokrom P450 najlazje poteka na obrocih, kjer sta
sosednji mesti orfo in meta ali pa meta in para nesubstituirani (Walker, 2001). PCB 28 in
31 po kemijski strukturi ustrezata danemu kriteriju. Tudi pri analiziranih ribah iz Krupe je
so dokazali tudi pri pisanih nekturih (Oleksiak in sod., 2000). Ker so nekturi najblizji
sorodniki ¢loveske ribice, lahko omenjene encime pri¢akujemo tudi pri ¢loveskih ribicah.
Koncentracije nizje kloriranih PCB po prehranjevalni verigi padajo (Walker, 2001). V
sedimentih iz obmo¢ja Krupe, Otovskega brega in Planinske jame je delez PCB 28, 31 in
52 med vsemi analiziranimi kongenersi vi§ji, kot je v tkivih ¢loveskih ribic (Slika 34 in

37).

V tkivih ¢loveskih ribic ulovljenih v izviru Krupe smo, v primerjavi z osebki iz drugih
lokalitet, dolo¢ili najve¢ PCB 101. Zanimivo je, da je najve¢ PCB 101 le v eni postrvi iz
reke Krupe analizirani leta 2005 (Preglednica 7). Razlika je verjetno posledica dolgozivosti
¢loveske ribice. Razlog za ve¢jo vsebnost PCB 101 v tkivih ¢loveskih ribic, bi lahko
pripisali velikemu delezu PCB 101 v tehni¢nih meSanicah uporabljenih v tovarni v Semicu.
Tudi v vecini vzorcev sedimentov iz reke Krupe je najve¢ PCB 101. Monosson in sod.
(2003) navajajo, da je sestava PCB kongenersov v tkivih organizmov podobna sestavi v
okolju. Slabsa zmoznost ¢loveskih ribic, da metabolizirajo omenjeni kongeners je manj
verjetna. Osebki iz Planinske jame imajo vi§jo vsebnost PCB 52, ki je tetraklorobifenil.
PCB 52, ima v primerjavi s PCB 101, ki je pentaklorobifenil, dve potencialni mesti za

vezavo encima citokrom P450 in je tudi bolj vodotopen. Za dolocitev razporeditve
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posameznih PCB kongenersov v razlicna tkiva c¢loveskih ribic in metabolizma
kongenersov bi morali v analiziranih tkivih dolo€iti Se nekaj dodatnih PCB kongenersov,
npr. neorto, mono-orto substituirane PCB. S temi podatki bi lahko z ve¢jo gotovostjo
odgovorili na vprasanje, v kolik$ni meri so ¢loveske ribice sposobne regulirati oz. izloCati
PCB. Dobljeni rezultati sicer nakazujejo, da delna regulacija le obstaja (nizke vsebnosti
nizje kloriranih PCB v tkivih). Vsebnost PCB v cloveskih ribicah iz izvira Krupe v
primerjavi z ribami niti ni tako velika. Ce primerjamo najviijo izmerjeno vsebnost PCB v
skeletnih miSicah 3 leta stare postrvi iz izvira Krupe s skeletnimi miSicami cloveske ribice
P188, ki je stara vsaj 14 let, je vsebnost PCB v slednji vi§ja le za dobrih 9,5-krat
(Preglednica 7).

Izmerjene koncentracije PCB v tkivih ¢loveskih ribic, predvsem iz izvira Krupe, so tako
visoke, da pri zivalih Ze povzrocajo toksi¢ne ucinke. Johnson in sod. (1999) so odkrili
poskodbe organov pri tigrastih aksolotlih (Ambystoma tigrinum) pri vsebnosti PCB v telesu
0,55 pg g-1 suhe teze. Pri paglavcih sekulje (Rana temporaria) in afriSke krempljicarke
(Xenopus laevis), ki so uzivali hrano kontaminirano s PCB (vsebnost Clophena A50 v
hrani je bila 2 ug g-1), se je podaljsal ¢as razvoja do metamorfoze in povecala smrtnost
osebkov (40 % pri afriSki krempljicarki in 33 % pri sekulji). Pri ve€ kot polovici paglaveev
so se pojavile deformacije repa in oci (Gutleb in sod., 2000). Pri naSem delu nismo opazili
vidnih morfoloskih sprememb telesa oz. organov. Osebki iz izvira Krupe so bili temneje
pigmentirani, kot osebki iz drugih lokalitet. TemnejSa koza, zaradi kopicenja dolocenih
pigmentov, bi lahko bila posledica izpostavljenosti PCB. Znana je namre¢ povecana
pigmentacija koze pri ljudeh, ki so se zastrupili s PCB (Wong, 1981). Pomembno je
poudariti, da je temnejSa koza lahko posledica povsem naravnih vzrokov. Zaradi
morebitnega Casovno in prostorsko loCenega vseljevanja populacij prednikov ¢loveskih
ribic v podzemlje, se je morebiti ohranila barva koze blizja izvorni (Goricki, 2006).
TemnejSa koza bi bila lahko tudi posledica pojavljanja ¢loveskih ribic v izviru Krupe v
dnevnem casu. To ni povsem nemogoce, saj je lega izvira sencna, v njem pa se gosto
razras€ajo nitaste alge in druge vodne rastline. Tako je temna koza cloveskih ribic
posledica izpostavljenosti majhni jakosti dnevne svetlobe. Vendar pa so Cloveske ribice

podnevi bolj ranljive, saj v izvirnem delu Krupe Zivijo tudi postrvi, ki jih lahko napadajo.
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Pojavljanje c¢loveskih ribic podnevi v izviru Krupe bi morali potrditi z rednim

opazovanjem.

Vsebnost PCB v sedimentih vseh vzor¢evalnih mest je po pri¢akovanjih nizja kot v
analiziranih tkivih ¢loveski ribic. Na izviru Krupe smo najvisje koncentracije PCB izmerili
na vzorcevalnih mestih 'levi breg' in 'desni breg'. Obe vzorcevalni mesti sta nekaj metrov
oddaljeni od skalne stene. Gre za strm ilovnati breg reke na samem izviru (Slika 13). V
primerjavi s sedimenti iz dna izvira in plitvin nizje od izvira je vsebnost PCB opazno visja.
Strm ilovnat breg je bolj kompakten, zato je premesScanje sedimentov in v njih adsorbiranih
PCB manjSe, kot na ostalih vzorCevalnih mestih. VidnejSe razlike med vzorcevalnim
mestom 'plitvina II', ki je okoli 300 m nizje od izvira, in ostalimi vzorcevalnimi mesti,
razen omenjenega ilovnatega brega, ni. Izmerjene koncentracije PCB so primerljive s
koncentracijami pred letom 1992. Le dve meritvi iz poznejSih let sta podobno visoki.
Vsebnost PCB je oktobra 1995 znaSala 7,15 pg g-1 in avgusta 1999 5,11 g g-1 (Polic,
2005a). V primerjavi s koncentracijami PCB v sedimentu izmerjenih leta 2005 (Polic,
2005b), je naSa najniZja izmerjena koncentracija viSja za 11-krat, najvi§ja izmerjena
koncentracija v sedimentu pa je visja kar za 125-krat. Poli¢ (2005a) ugotavlja, da vsebnosti
PCB v sedimentu Krupe zelo nihajo in so odvisne od nacina odvzema vzorca,
mikrolokacije, hidroloskih razmer, profila struge itd. ZaraS¢enost z vodnimi in obvodnimi
rastlinami tudi vpliva na vsebnost PCB v sedimentih. Znano je, da rastline privzemajo PCB
s koreninami (Mahanty, 1986). Koncentracija PCB v sedimentih Krupe nam kaze, da je
obremenjenost reke in njenega zaledja Se vedno velika. Tako kot obstajajo tocke oz.
mikrolokacije s povisano vsebnostjo PCB v sedimentih reke, zagotovo obstajajo tudi v

podzemlju SirSega obmocja reke Krupe, kar je Ze bilo omenjeno.

Sediment vzorcevalnega mesta 'porok’, ki je od izvira Krupe oddaljeno okoli 1,7 km, ima v
primerjavi s sedimenti izvirnega dela Krupe, mnogo niZjo vsebnost PCB. Voda s
sedimenti, ki pritece v ta izvir, prihaja iz s PCB manj obremenjenega obmocja. Prav tako
ne moremo zanemariti vpliva odvzema sedimentov. Vzorec je bil odvzet v sredini struge
pod skalno steno (Slika 14), kjer ob poviSanih pretokih po obilnejsSih padavinah, prihaja do

mocnega premescanja sedimentov, ki jih nato odplavlja v Krupo.
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Mesto odvzema sedimentov v jami Lebici pri Semicu je skalna polica ob vhodu v jamo
(Slika 16). Nizka izmerjena vsebnost PCB je verjetno posledica tega. Ker gre za vodno
jamo, ki je blizu sami tovarni v Semicu, bi pri¢akovali povisano vsebnost PCB v
sedimentu, kljub navajanju Habica in Kogovska (1992), da gre le za lokalno ujeto vodo, ki

ni neposredno v zvezi s podtalnico v zaledju Krupe, ¢eprav dopuscata mozno povezavo.

Nizki vsebnosti PCB in 4,4'-DDE v sedimentih Otovskega brega sta lahko dokaz o vedno
manjs$i obremenjenosti okoliSkega podzemlja, lahko pa sta le posledica majhne koli¢ine
sedimentov v strugi potoka. Tudi tukaj se sedimenti ob poviSanih pretokih vode

premesc¢ajo oz. jih odplavlja naprej v podzemlje.

Premescanje sedimentov je odgovor tudi za razliko v vsebnosti PCB in 4,4'-DDE med
vhodom in PivSkim rokavom Planinske jame. Na vhodu jame je koncentracija obeh
onesnazil manjSa, saj so bili sedimenti odvzeti v glavnem toku reke Unice. V Pivikem
rokavu pa so bili odvzeti v jezeru, v katerega priteka oz. odteka voda le ob¢asno. Koli¢ina
PCB in 4,4-DDE v sedimentih iz Planinske jame je vec¢ja, kot v sedimentih Otovskega

brega, kar je posledica vecjega prispevnega obmocja Planinske jame.

Ni presenetljivo, da smo poviSane vsebnosti 4,4'-DDE odkrili v ¢loveskih ribicah iz
Otovskega brega in Planinske jame. Otovski breg se nahaja pod vinogradi in ostalimi
kmetijskimi povrsinami. Tudi vsebnost PCB je lahko posledica kmetijske dejavnosti, saj so
bili del insekticidov (Webber, 2006). Sklepamo, da bi 4,4'-DDE lahko dokazali tudi v
¢loveskih ribicah iz izvira Krupe, saj je raba tal v zaledju Krupe Se bolj kmetijsko
intenzivna. Vsebnost 4,4-DDE v tkivih ¢loveskih ribic iz Planinske jame je viSja v
primerjavi s tkivi osebkov iz Otovskega brega. Razlog je verjetno v ze omenjenem vecjem
prispevnem obmocju Planinske jame. Podobno kot pri PCB je vsebnost 4,4'-DDE vis§ja v
adipoznem tkivu kakor v jetrih in skeletnih miSicah (Sliki 32 in 33). Razlogi za razliko v
koncentracijah med posameznimi tkivi so najverjetneje podobni kot za PCB, predvsem
akumuliranje obeh spojin v tkivih z ve¢jim delezem mascob, saj sta obe izrazito lipofilni
(Walker, 2006). Tudi za razlike v koli¢ini 4,4'-DDE med posameznimi osebki bi lahko
navedli podobne razloge kot za PCB. To sta razli¢na sposobnost osebkov metaboliziranja

ksenobiotikov oz. Zivljenje osebkov pri razlicnih koncentracijah okoljskih onesnazil.
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Seveda je Stevilo analiziranih osebkov oz. tkiv premajhno za dokonc¢ne zakljucke glede
akumulacije DDE v posamezna tkiva. Zanimivo je, da so vsebnosti 4,4'-DDE in PCB v
tkivih ¢loveskih ribic, ulovljenih na isti lokaliteti, podobno visoke. Eden od razlogov bi

lahko bil, da je mnozina obeh onesnazil v okolju podobna.

Na splosno velja, da mora biti izbrana indikatorska vrsta Siroko razSirjena, relativno
pogosta in lahko dostopna. Osebki morajo biti dovolj veliki za analizo tkiv, dolgozivec¢i in
neproblematic¢ni za dolocanje starosti. Izbrana indikatorska vrsta mora akumulirati okoljska
onesnazila nad mejo detekcije, brez letalnih u€inkov. Opazna mora biti povezava med
vsebnostjo onesnazil v tkivih in povpre¢no koncentracijo v okolju. Ta povezava mora biti
primerljiva med osebki, med vzoréevalnimi mesti in v vseh pogojih (Bonin, 1995).
Cloveska ribica ustreza vedini omenjenih kriterijev za izbor kot indikatorska vrsta. Za
podzemlje dinarskega krasa je verjetno edini primeren bioindikator za ugotavljanje
onesnazenja. Zaradi svoje dolgozivosti je Se posebej primerna za opazovanje kopicenja
okoljskih onesnazil v daljSem ¢asovnem obdobju (npr. PCB in pesticidi). To seveda ne
pomeni, da bi jo v bodo¢e na veliko izrabljali v ta namen, saj ne poznamo velikosti in
hitrosti obnavljanja populacije. UpoStevati moramo tudi strogo zakonsko zasc¢ito ¢loveske
ribice. Glede na pocasen in dolgotrajen telesni razvoj, veliko obcutljivost dvozivk na
okoljska onesnazila ter omejenosti virov hrane v jamskih ekosistemih, se lahko Stevil¢nost
¢loveskih ribic zaradi hudega onesnazenja, kot je primer obmocja reke Krupe, hitro
zmanjSa. Zato je smiselnost uporabe cloveskih ribic za tovrstne anlize le v primeru
preverjenega onesnazenja v nebioloskih vzorcih ter kot dopolnilna metoda za potrditev

onesnazenosti okolja.

52 SKLEPI

V diplomskem delu smo dolocali vsebnost PCB v ¢loveskih ribicah in sedimentih iz
okolice reke Krupe. Poleg PCB smo v ¢loveskih ribicah in sedimentih iz Otovskega brega
in Planinske jame doloc¢ali tudi 4,4'-DDE. V naslednjih tockah so povzete glavne

ugotovitve:
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e Vsebnost PCB v tkivih ¢loveskih ribic iz izvira Krupe je mnogo vi§ja v primerjavi z
osebki izbranih referencnih lokalitet (Otovskega brega in Planinske jame). Enako velja

za sedimente.

e V ledvicah ¢loveskih ribic je vsebnost PCB najmanjSa. Nizke koncentracije PCB v
ledvicah so posledica izlocevalne narave tega organa, slabe vodotopnosti oz. izjemne
lipofilnosti PCB. Relativno malo PCB, v primerjavi z ostalimi tkivi, smo izmerili tudi v
prebavni cevi. Najvi§je vsebnosti PCB smo izmerili v visceralnem mascevju,
adipoznem tkivu in jetrih Cloveskih ribic. V adipoznem tkivu osebka P188 iz izvira
Krupe je vsebnost PCB za priblizno 4-krat vi§ja kot v njegovih skeletnih miSicah. Pri
osebku P186 iz izvira Krupe pa le za 1-krat.

e V primerjavi z izmerjeno koncentracijo PCB v skeletnih miSicah rib iz reke Krupe v
prejsnjih letih je vsebnost PCB v ¢loveskih ribicah iz izvira Krupe visja. Kljub temu, da
neposredna primerjava ¢loveskih ribic z ribami, zaradi razlicnih bioloSkih znacilnosti
obeh vrst ni najbolj primerna, lahko sklepamo, da je vecja vsebnost PCB v ¢loveskih

ribicah posledica zivljenja blizje virom onesnazenja in njihove dolgozivosti.

e Na vsebnost PCB in razporejanje posameznih kongenersov spol, velikost in teza
osebkov ne vplivajo. Nac¢in akumuliranja PCB se lahko znotraj populacije razlikuje

tudi zaradi neenakomerne onesnazenosti okolja v katerem posamezni osebki Zivijo.

e V tkivih prevladujejo visje klorirani kongenersi (PCB 118, 138, in 153). Nizko
vsebnost PCB 180 v analiziranih tkivih ¢loveskih ribic in sedimentih lahko pripiSemo
manj$i prisotnosti tega kongenersa v okolju. Sklepamo, da delna regulacija PCB v

Cloveskih ribicah obstaja.

e Mogoce je, da visoke koncentracije PCB izmerjene v tkivih ¢loveskih ribic Ze
povzroc¢ajo toksi¢ne ucinke. TemnejSa koZza osebkov iz izvira Krupe bi lahko bila

posledica izpostavljenosti PCB.
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Vsebnost PCB v sedimentih vseh vzor¢evalnih mest je po pricakovanjih nizja kot v
tkivih ¢loveski ribic. Izmerjene koncentracije PCB v sedimentih Krupe so primerljive s
koncentracijami pred letom 1992. Koncentracije PCB v sedimentih govorijo o Se vedno

veliki obremenjenosti reke in njenega zaledja.

Koncentracija PCB, predvsem pa 4,4'-DDE v sedimentih iz Planinske jame je vi§ja, kot
v sedimentih Otovskega brega. Podobno velja za ¢loveske ribice s te lokalitete. Razlog
temu je vecje prispevno obmocje Planinske jame. Vsebnost 4,4'-DDE v ¢loveskih
ribicah iz Otovskega brega in Planinske jame je posledica uporabe insekticida DDT v
kmetijstvu. Sklepamo, da bi 4,4'-DDE lahko dokazali tudi v ¢loveskih ribicah iz izvira
Krupe, saj je raba tal v zaledju Krupe kmetijsko intenzivna. Podobno kot pri PCB je
vsebnost 4,4'-DDE vi§ja v adipoznem tkivu kot pa v jetrih in skeletnih miSicah. Razlogi
za razliko v koncentracijah med posameznimi tkivi in osebki so verjetno podobni kot

za PCB, saj imajo podobne lastnosti.

Cloveska ribica je pogojno primerna bioindikatorska vrsta za ugotavljanje

dolgotrajnega onesnazenja dinarskega krasa.
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6 POVZETEK

Cloveska ribica (Proteus anguinus Laurenti, 1768) je neoteni¢na, repata dvozivka. V
Evropi je edini poznani jamski vretencar in je endemit dinarskega krasa. Dolgozivost
Cloveske ribice, okoli 70 let, pomeni njeno daljSo izpostavljenost morebitnim toksi¢nim

snovem v okolju, npr. pesticidom, tezkim kovinam.

Poliklorirani bifenili ali PCB so sinteti¢ni cikli¢ni ogljikovodiki z vezanimi klorovimi
atomi na fenilne obroce, ki so se veliko uporabljali predvsem v elektro industriji. Zaradi
njihove Siroke uporabe so usli tudi v okolje. Ker so kemijsko in termic¢no stabilni, z nizko
topnostjo v vodi ter izrazito lipofilnostjo, so v okolju dolgo obstojni. V organizmih se
bioakumulirajo in po prehranjevalnih verigah biomagnificirajo. Glavna pot vnosa PCB za
kopenske organizme je hrana, za vodne pa, poleg kontaminirane hrane, Se dihala (Skrge) in
koza. V splosnem se PCB slabo presnavljajo in se zato zelo pocasi izlo¢ajo iz telesa.

Toksi¢ne u¢inke PCB so dokazali skoraj pri vseh vretencarjih.

V kraskem zaledju reke Krupe, katere izvir je znano najdisce Cloveske ribice, je prislo v
preteklosti do mo¢nega onesnazenja podzemlja s PCB. Tovarna kondenzatorjev v Semicu
je v obdobju od leta 1962 do 1983, ko so odkrili visoko vsebnost PCB v vodi Krupe,
proizvodne odpadke kontaminirane s PCB, odlagala v $irsi okolici tovarne (skupaj okoli 70
t). Podzemne vode zaledja Krupe so se tako onesnazile s spiranjem in izcejanjem PCB iz
onesnazenega povrsja. V letih od 1983 do 1992 so bile koncentracije PCB v vodi od 0,1 do
1 ug L', v sedimentih pa med 10 in 800 pg g™

V diplomskem delu smo dolocali vsebnost PCB v tkivih ¢loveskih ribic in sedimentih
SirSega obmocja reke Krupe. Za primerjavo smo izmerili tudi koncentracijo PCB v tkivih
&loveskih ribic in sedimentih e iz Otovskega brega pod vasjo Otovec pri Crnomlju in
Planinske jame, v katerih smo pri¢akovano dobili nizje vsebnosti PCB, kot v vzorcih z

obmocja Krupe.

Vzorce tkiv €loveskih ribic in sedimentov smo ekstrahirali s Soxhletovim aparatom ter jih

po cis¢enju analizirali z GC-ECD plinskim kromatografom. V vzorcih smo, s pomocjo
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eksternega standarda za PCB, dolocali vsebnost sedmih indikatorskih PCB ter njihovo
vsoto. Potrditev identitete PCB smo naredili Se z meritvijo vzorcev in eksternega standarda
z GC-MSD plinskim kromatografom. Pri analizi ¢loveskih ribic iz Otovskega brega in
Planinske jame smo odkrili izstopajo¢i kromatogramski vrh, ki smo ga z metodo
standardnega dodatka dolocili kot 4,4'-DDE. DDE (dikloro-difenil-dikloroetilen) nastane z
dehidroklorinacijo DDT (dikloro-difenil-trikloroetan), ki se je v preteklosti uporabljal kot

insekticid.

Vsebnost PCB v tkivih ¢loveskih ribic iz izvira Krupe je med 145 pg g™ in 1291 pg g'1
suhe teze. V primerjavi z osebki iz Otovskega brega in Planinske jame je mnogo visja (v
povprecju 155-krat vi§ja oz. 74-krat visja). V ledvicah ¢loveskih ribic je povprecna
vsebnost PCB najnizja. Nizje koncentracije PCB v ledvicah so posledica izloCevalne
narave tega organa, majhne vodotopnosti oz. izjemne lipofilnosti PCB. V primerjavi z
drugimi tkivi smo niZjo povprec¢no vsebnost PCB izmerili tudi v prebavni cevi. Izmerjene
visoke povprec¢ne koncentracije PCB v jetrih osebkov lahko pojasnimo z vlogo jeter, kot
centra presnove in skladiS¢enja lipidov pri dvozivkah. Najvi§jo vsebnost PCB smo po
pri¢akovanjih izmerili v visceralnem mascevju in adipoznem tkivu, saj so PCB izrazito
lipofilni. Pri dveh osebkih iz izvira Krupe so bile koncentracije PCB v adipoznem tkivu
vi§je (za 4-krat oz. 1-krat) kot v njunih skeletnih miSicah. V primerjavi z izmerjeno
koncentracijo PCB v skeletnih miSicah rib iz reke Krupe leta 2005 je vsebnost PCB v
¢loveskih ribicah iz izvira Krupe visja. Visja vsebnost PCB v skeletnih miSicah ¢loveskih
ribic v primerjavi z ribami, je posledica zivljenja cloveskih ribic blizje virom onesnazenja

oz. vecje izpostavljenosti PCB ter dolgozivost cloveskih ribic.

Vzorec razporejanja posameznih PCB kongenersov je pri vseh proucevanih ¢loveskih
ribicah podoben, ne glede na spol, velikost in tezo zivali. V tkivih prevladujejo visje

klorirani kongenersi, za katere je znacilno, da se tezje metabolizirajo in biomagnificirajo.

Izmerjene koncentracije PCB v sedimentih izvirnega dela Krupe so med 4 in 48 pug g in
so primerljive s koncentracijami pred letom 1992. V primerjavi s koncentracijami PCB v
sedimentu izmerjenih leta 2005, je naSa najvecja izmerjena koncentracija visja kar za 125-

krat. Vzrok temu je lahko nacin in mikrolokacija odvzema vzorca, kar so nam potrdili
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vzorci sedimenta iz jame Lebice pri Semicu, kjer smo zaradi bliZzine tovarne pricakovali

vi§jo vsebnost PCB, kot pa smo jo izmerili

Vsebnost PCB in 4,4'-DDE v tkivih ¢loveskih ribic in sedimentih iz Planinske jame je
vi$ja, kot v sedimentih Otovskega brega, kar je posledica vecjega prispevnega obmocja

Planinske jame.

Na osnovi rezultatov o vsebnosti PCB v ¢oveskih ribicah in sedimentih sklepamo, da je
obremenjenost reke Krupe in njenega podzemlja ter izpostavljenost ¢loveskih ribic PCB, Se

vedno velika.
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Priloga A

Oznacevanje PCB zvrsti (Table of PCB ..., 2003)

st. IUPAC ime st. IUPAC ime St. TUPAC ime st. IUPAC ime
monoklorobifenili 52 2,2'5,5-tetraklorobifenil | 106  2,3,3'4,5-pentaklorobifenil | 160 2,3,3',4,5,6-heksaklorobifenil
1 2-klorobiphenil 53 2,2'.5,6- ... 107 2,3,3'4'5- ... 161 2,3,3'4,5',6- ...
2 3-... 54 2,2',6,6'- ... 108 2,3,3'4,5'- ... 162 2,3,3'4'5,5- ...
3 4- ... 55 2,3,3'4- ... 109 2,3,3'4,6- ... 163 2,3,3'.4'5,6- ...
diklorobifenili 56 2,33'4'- .. 110 2,3,3'.4'.6- ... 164 2,3,3'4'5.6- ...
4 2,2'-diklorobifenil 57 2,3,3,5- ... 111 2,3,3,5,5'- ... 165 2,3,3',5,5',6- ...
5 2,3- ... 58 2,3,3'5'- ... 112 2,3,3.5,6- ... 166 2,3,4,4'.,5,6- ...
6 2,3- ... 59 2,3,36- ... 113 2,3,3.56- ... 167 2,3',44'5,5'- ..
7 24- ... 60 2,3,4,4'- ... 114 2,3,4,4'5- ... 168 2,3',4,4'5.6- ..
8 24'- .. 61 2,3,4,5- ... 115 2,3,4,4'.6- ... 169 3,3',4,4',5,5'- ...
9 2,5- ... 62 2,3,4,6- ... 116 2,3,4,5,6- ... heptaklorobifenili
10 2,6- ... 63 2,34'5- ... 117 2,3,4.5,6- ... 170 2,2',3,3',4,4',5-heptaklorobifenil
11 3,3- ... 64 2,3,4',6- ... 118 2,3'4,4'.5- ... 171 2,2'3,3',4,46- ...
12 34- .. 65 2,3,5,6- ... 119 2,3'4,4',6- ... 172 2,233,455 ...
13 34- ... 66 2,344 ... 120 2,3'4,5,5"- ... 173 2,2'3,3'4,5,6- ...
14 3,5- ... 67 2,3'.4,5- ... 121 2,3',4,5',6- ... 174 2,2',3,3',4,5,6'- ...
15 44'- .. 68 2,3'4,5'- ... 122 2,3,3'4'5- ... 175 2,2',3,3',4,5',6- ...
triklorobifenili 69 2,3'.4,6- ... 123 2,3',4,4'5- ... 176 2,2',3,3',4,6,6'"- ...
16  2,2'3-triklorobifenil | 70 2,345 ... 124 2,3'4'5,5- ... 177 2,2'3,3'4,5',6'- ...
17 2,2'4- ... 71 2,346~ ... 125 2,3',4'5'6- ... 178 2,2,3,3",5,5",6- ...
18 2,2'5- ... 72 2,355 ... 126 3,3,44'5- ... 179 2,2',3,3,5,6,6'™- ...
19 2,2',6- ... 73 2,356~ ... 127 3,3,4,5,5"- ... 180 2,2'3445)5'"- ..
20 2,3,3"- ... 74 2,44'5- ... heksaklorobifenili 181 2,2'3,44'5,6- ...
21 2,3,4- ... 75 2,4,4'6- ... 128 2,2'3,3',4,4'"-heksaklorobifenil | 182 2,234,456 ...
22 2,34 .. 76 2,345 ... 129 2,2'3,3'4,5- ... 183 2,2'3,4,4'5'6- ...
23 2,3,5- ... 77 3,3'44'- .. 130 2,2'3,3'4,5"- ... 184 2,2',3,4,4'.6,6'- ...
24 2,3,6- ... 78 3,34,5- .. 131 2,2',3,3',4,6- ... 185 2,2'3,4,5,5,6- ...
25 2,3'4- ... 79 3,34,5- .. 132 2,2'3,34,6- .. 186 2,2'3,4,5,6,6- ...
26 2,35 ... 80 3,3,5,5- ... 133 2,2',3,3.5,5'- ... 187 2,2',3,4'5,5',6- ...
27 2,3,6- ... 81 3,44'5-... 134 2,2',3,3,5,6- ... 188 2,2',3,4'5,6,6'- ...
28 2,44 .. pentaklorobifenili 135 2,2',3,3,5,6'- ... 189 2,3,3'4,4'5,5"- ...
29 2,4,5- ... 82 2,2'3,3' 4-pentaklorobifenil | 136 2,2'3,3,6,6'"- ... 190 2,3,3',4,4',5,6- ...
30 2,4,6- ... 83 2,2'3,3,5- ... 137 2,2',3.4,4'5- .. 191 2,3,3'.4,4',5',6- ...
31 2,4'5- ... 84 2,2,3,3.6- ... 138 2,2'3,44'5'- .. 192 2,3,3'4,5,5,6- ...
32 2,4'6- ... 85 2,2'3,44- ... 139 2,2'3,4,4'6- ... 193 2,3,3',4',5,5',6- ...
33 2,34 ... 86 2,2'345- .. 140 2,2'3,446- .. oktaklorobifenil
34 2,35 ... 87 2,2'345"- .. 141 2,2'3,4,5,5'"- ... 194 2,2'3,3'4,4'5,5'-oktaklorobifenil
35 3,3'4- ... 38 2,2'3,4,6- ... 142 2,2'3,4,5,6- ... 195 2,2',3,3'.4,4'56- ...
36 3,3'5- ... 89 2,2'3,4,6'- ... 143 2,2'3,4,5,6'- ... 196 2,2'3,3,44'.56- ...
37 344 ... 90 2,2',34'5- ... 144 2,2',3,4,5.6- ... 197 2,2'3,3',4,4,6,6'- ...
38 34,5 .. 91 2,2'3,4'6- ... 145 2,2',3,4,6,6'- ... 198 2,2',3,3',4,5,5.6- ...
39 34'5- ... 92 2,2',3,5,5'- ... 146 2,2'34'55'- .. 199 2,2'3,3',4,5,56- ..
tetraklorobifenili 93 2,2'.3,5,6- ... 147 2,2',3,4'5,6- ... 200 2,2',3,3',4,5,6,6'- ...
40 2,2',3,3'-tetraklorobifenil | 94 2,2'3,5,6'- ... 148 2,2',34'56- ... 201 2,2'3,3',4,5,6,6'- ...
41 2,2'34- .. 95 2,2'3,5',6- ... 149 2,2'3,4'5.6- ... 202 2,2'3,3,5,5,6,6'- ...
42 2,2'34- .. 96 2,2',3,6,6'- ... 150 2,2',3,4.,6,6- ... 203 2,2',3,4,4'5,5,6- ...
43 2,2'3,5- ... 97 2,2',34'5'- .. 151 2,23,5,5.,6- ... 204 2,2',3,4,4',5,6,6'- ...
44 2,2'3,5- .. 98 2,2'34'6'- ... 152 2,2',3,5,6,6'- ... 205 2,3,3'4,4'5,5,6- ...
45 2,2'3,6- ... 99 2,244 5 ... 153 2,2'44'55'- .. nonaklorobifenil
46 2,2'3,6-.. 100 2,2',4.4'6- ... 154 2,2'44'56-.. 206 2,2'3,3',4,4'5,5' 6-nonaklorobifenil
47 2,2'44- .. 101 2,2'4,5,5"- ... 155 2,2'4,4'.6,6- ... 207 2,2'3,3',4,4',5,6,6'"- ...
48 2,2'4,5- ... 102 2,2'4,5,6'- ... 156 2,3,3',4,4'5- ... 208 2,2',3,3',4,5,5,6,6'"- ...
49 2,2'4,5- .. 103 2,2',4,5',6- ... 157 2,3,34,4'5'- ... 209 dekaklorobifenil
50 2,2',4,6- ... 104 2,2',4,6,6'- ... 158 2,3,3'.4,4',6- ...
51 2,2'4,6- ... 105 23,344 ... 159 2,3,3'4,5,5'- ...
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Priloga B

Strukturne formule izbranih PCB

Cl Cl

:

PCB 28 (2,4,4'-triklorobifenil)

Cl

Cl

PCB 31 (2,4',5-triklorobifenil)

Cl Cl

s
5

Cl Cl
PCB 52 (2,2',5,5'-tetraklorobifenil)

Cl ClI

Cl

s

Cl Cl
PCB 101 (2,2',4,5,5'-pentaklorobifenil)

Cl Cl

C Cl

3

Cl
PCB 118 (2,3',4,4',5-pentaklorobifenil)

Cl Cl Cl

C Cl

PCB 138 (2,2',3,4,4',5'-heksaklorobifenil)
Cl ClI
C

Cl

Cl Cl
PCB 153 (2,2'4,4'5,5'-heksaklorobifenil)

Cl Cl

C Cl

OQ

Cl Cl
PCB 180 (2,2',3,4,4',5,5'-heptaklorobifenil)
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