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In the last few decades the presence of endocrine disrupters in water has become a major
concern worldwide. This group of chemical substances consists of a natural and man-made
hormones and substances that mimic the effect of hormones (xenoestrogens). Their
difficult removal from waste water affects aquatic organisms’ endocrine systems and
consequently their development, reproduction and behavior. The purpose of our work was
to determine the presence of compounds with estrogenic properties in influents and
effluents of wastewater treatment plants and to quantify them. Therefore we used the
biological YES (Yeast estrogen screen) test and chemical analytical method SPME/GC-MS
(Solid phase microextraction/Gas chromatography mass spectrometry). In the first part of
our experiment, the SPE technique was used for the concentration of samples. We used
Water Oasis columns and two different solvents (methanol and ethyl acetate) for elution of
bonded analits. In the second part of the experiment we tested concentrated samples for an
estrogenic activity with the YES test, where we used genetic modified yeast
Saccharomyces cerevisiae. Within this test we also examined the inhibition of growth,
which was higher in samples from influents. Based on results we can conclude that the
YES test is appropriate for determine compounds with estrogenic activity, the only
problem was, that the usually detected inhibition of growth was too high. For the solution
we propose additional purification of samples. We detected endocrine disrupters in
Slovenian wastewaters. In effluents they are in an inactive form and they can be reactivated
during their way from wastewater treatment plants. This fact represents a threat to the
aquatic ecosystems and eventually also to human’s health, because of their appearance in
drinking water.
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Slika 34: Kromatogram vzorca iz vtoka Cistilne naprave D (analiza SPME/GC-MS). 47
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1 UvOD

Leta 1996 je ameriSska agencija za za$¢ito okolja objavila nezelene zdravstvene vplive
spojin z estrogenskim delovanjem in jih oznacila kot okoljski problem (Barlow, 2001).
Povod za to so bila prva alarmna sporocila iz Velike Britanije leta 1993, ko je za iztokom
Cistilne naprave prislo do pojava hermafroditizma pri ribah (ENDS, 1993, cit. po De Mes,
2007). Na podro¢ju hormonskih motilcev se je opravilo veliko raziskav in Ze od leta 1995
S0 se na to temo pojavile prve znanstvene publikacije. Rezultat teh raziskav je bila med
drugim tudi identifikacija spojin, ki imajo negativen vpliv na endokrini sistem. Te spojine,
ki jih je proizvedel ¢lovek in ki delujejo tako, da oponasajo delovanje naravnih estrogenov,
imenujemo ksenoestrogeni in vkljucujejo alkilfenole, pesticide, poliklorirane spojine,
plastifikatorje in polibromirane difeniletre (IEH, 1995). Poleg njih predstavljajo pomemben
del hormonskih motilcev tudi hormoni z estrogenskim delovanjem — tako naravni kot
sinteti¢ni. Med naravne priStevamo estriol (E3), 17p-estradiol (E2) in estron (E1l), 17a-
etinilestradiol (EE2) pa je sinteti¢ni hormon, ki je sestavina kontracepcijskih tablet. Omenjeni
hormoni so odgovorni za 90 % estrogenskega delovanja v iztokih gospodinjskih odpadnih vod
(Korner in sod., 2001; Onda in sod., 2003). Ceprav te spojine niso vklju¢ene v kon&ni seznam
prednostnih snovi, ki ga je zasnovala Evropska unija v sklopu direktive o vodi (EU, 2001),
potrebujejo posebno pozornost, kar so potrdili Stevilni raziskovalci, ki so v njih prepoznali

potencialno tveganje za vodno okolje (Bursch in sod., 2004; Ternes in sod., 2004).

Pomemben vir spojin z estrogenskim delovanjem so iztoki Cistilnih naprav, od koder se
omenjene spojine Sirijo naprej v povrSinske vode, v tla in tudi v podtalnico. Njihovo
nepopolno odstranjevanje iz odpadnih vod dokazano vpliva na hormonska ravnovesja ter
posledi¢no na razvoj, razmnozevanje in obnaSanje organizmov, ki zivijo v vodotokih za
iztoki teh odpadnih voda. Povzrocajo feminizacijo ribjih samcev, veliko $tudij pa je Ze
dokazalo, da vplivajo tudi na endokrini sistem ptic, plazilcev in sesalcev. lzvzeti nismo niti
ljudje, saj so znanstveniki ugotovili, da izpostavljenost spojinam z estrogensko aktivnostjo
pri moskih povzro¢i zmanjsano $tevilo in aktivnost semencic (Auger in sod., 1995) ter da
spojine z estrogensko aktivnostjo pospesujejo tvorbo dolocenih tipov tumorjev (Adami in
sod., 1994).
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Hormonski motilci, ksenoestrogeni, estrogensko aktivne spojine, motilci endokrinega
sistema ... (v nadaljevanju hormonski motilci) so imena, ki se uporabljajo za skupino
spojin, ki oponasajo delovanje estrogenov. Nekateri hormonski motilci so aktivni ze v zelo
majhnih koncentracijah (ng/l), zato je za njihovo u¢inkovito odstranjevanje in s tem zas¢ito
pred onesnazenjem vodotokov pomembna njihova identifikacija. Z bioloskimi metodami
tako ugotavljamo prisotnost estrogensko aktivnih spojin v vodi, medtem ko jih s

kemijskimi analitskimi metodami nato natan¢no identificiramo in kvantificiramo.

11 NAMEN DELA IN HIPOTEZA

V diplomski nalogi smo preverjali prisotnost hormonskih motilcev v vtokih in iztokih
razli¢nih ¢istilnih naprav. Vzorce smo pred samo analizo koncentrirali s t. i. postopkom
ekstrakcije na trdnih nosilcih v kolonski izvedbi (SPE), pri ¢emer smo za elucijo uporabili
bolj polaren metanol in manj polaren etilacetat, da bi zaobjeli Sirok spekter spojin z
estrogensko aktivnostjo. S postopkom dekonjugacije smo Zzeleli aktivirati konjugirane in

zato neaktivne naravne in sinteticne estrogene (E2, EE2).

Vzorce smo po koncentriranju (in dekonjugaciji) analizirali na estrogensko aktivnost z
bioloskim testom YES, pri katerem smo uporabili gensko spremenjeno kvasovko

Saccharomyces cerevisiae.

Namen nasega dela je bil z bioloskim testom YES ugotoviti prisotnost estrogensko
aktivnih spojin v odpadnih vodah na vtoku in iztoku ¢istilnih naprav ter z kemijsko metodo
SPME/GC-MS (mikroekstrakcija na trdni fazi/plinska kromatografija sklopljena z masno
spektroskopijo) identificirati in kvantificirati omenjene spojine z estrogensko aktivnostjo.

V diplomski nalogi smo preverjali naslednje hipoteze:
1. stestom YES lahko zaznamo estrogensko aktivnost v odpadnih vodah;

2. s testom YES lahko zaznamo prisotnost spojin E2 in EE2 v vtokih in iztokih

razli¢nih komunalnih Cistilnih naprav;

3. s testom YES lahko preverimo ucinkovitost ¢istilnih naprav pri odstranjevanju

estrogensko aktivnih spojin;
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4. s procesom dekonjugacije z encimom B-glukuronidaza se bo estrogenska aktivnost

povecala.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MONITORING ODPADNIH VODA

Znanstveniki iz ve¢ evropskih drzav so se zdruzili v projektu COMPREHEND, v katerem
so izvedli 3-letni (1999-2001) monitoring iztokov iz komunalnih C¢istilnih naprav.
Rezultati so pokazali, da so hormonski motilci na splosno razsirjeni po Evropi. Tako so pri
priblizno tretjini preiskovanih komunalnih odpadnih vod in tudi pri nekaterih industrijskih
odpadnih vodah dolocili snovi z estrogenskim delovanjem. Estrogensko aktivnost so

dolocali tako z in vivo kot z in vitro tehnikami (Eggen in sod., 2003).

Povpreéne koncentracije estrogenov, merjenih v iztokih ¢istilnih naprav, So v obmocju od
1 do 11 ng/l za E1, E2 in EE2 na Svedskem (Larsson in sod., 1999), v Nem¢iji in Kanadi
(Ternes in sod., 1999), v jugozahodni Nemciji (Spengler in sod., 2001), Veliki Britaniji
(Desbrow in sod., 1998), Italiji (Baronti in sod., 2000) in na Nizozemskem (Belfroid in
sod., 1999). Vrednosti za individualne meritve so lahko veéje, maksimalna vrednost,
izmerjena za E1, je bila 76 ng/l v Veliki Britaniji (Desbrow in sod., 1998) ter 64 ng/l za E2
in 42 ng/l za EE2, obe vrednosti sta bili izmerjeni v Kanadi (Ternes in sod., 1999).

2.2 HORMONSKI MOTILCI OZ. MOTILCI ENDOKRINEGA SISTEMA

Endokrini sistem skupaj z zivénim in imunskim sistemom predstavlja glavni regulatorni

mehanizem, ki nadzoruje razli¢ne kljuéne funkcije v telesu ¢loveka in zivali.

Celice z endokrinim izlo¢anjem sintetizirajo in izlocajo hormone v zelo majhnih
koncentracijah v krvni obtok, preko katerega le-ti prispejo do tarénega organa. Hormoni se
prenasajo po krvi v prosti obliki ali s pomoc¢jo prenaSalnih proteinov in se v tar¢nih organih
vezejo na posebne receptorje na povrSini 0z. znotraj celice. Vezava hormon-receptor
temelji na principu »klju¢ in kljucavnica«. Hormoni vplivajo na Stevilne pomembne
regulatorne, rastne, razvojne in homeostatske mehanizme organizma, kot so
razmnozevanje, vzdrzevanje normalne koncentracije glukoze in ionov v Kkrvi, krvni pritisk,
sploSni metabolizem, in na druge funkcije miSi¢nega in Zivénega sistema. Ravnotezje
hormonov (homeostaza) v organizmu je nujno potrebno za preprecevanje funkcionalnih
nepravilnosti. Endokrini sistem ima zato Stevilne povratne mehanizme, ki telesu

omogocajo fleksibilni odziv na spremembe v koncentracijah hormonov. Vendar je ta
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kompleksni sistem zelo obcutljiv na zunanje vplive, ki lahko resno Skodujejo celotnemu

razvoju organizma (Lintelmann in sod., 2003).

Hormonski motilci so organizmu naceloma tuje snovi, ki vplivajo na sintezo, izlocanje,

transport, vezavo, delovanje in odstranjevanje naravnih hormonov v telesu, ki so odgovorni

za vzdrzevanje ravnovesja v organizmu, razmnoZzevanje, razvoj ali/in obnasanje (U.S.

EPA, 1997).

V okolju najpogosteje povzrocajo tezave naravni in sinteti¢ni estrogeni kot tudi umetno

proizvedene snovi, ki posnemajo delovanje estrogenov (ksenoestrogeni). Hormonski

motilci z estrogenskim delovanjem so:

naravni in sinteti¢ni steroidni hormoni, ki uravnavajo razmnozevanje in vplivajo

na rast ¢loveka in zivali;

fitoestrogeni, ki So naravni rastlinski proizvodi, najpomembnej$i med njimi so
izoflavoni in lignani, ki izkazujejo estrogensko aktivnost, ter proizvodi gliv

mikoestrogeni;

pesticidi — obsezna skupina biolosko aktivnih snovi, npr. DDT, ciklodieni, atrazin,
metoksiklor, pesticidi, ki imajo na organsko skupino vezano kovino Zivo srebro,

svinec ali tributil kositer (TBT);

poliklorirane spojine, npr. poliaromatski ogljikovodiki (PAH), ki nastajajo pri
nepopolnem izgorevanju, poliklorirani bifenili (PCB), ki jih uporabljamo v
industriji kot plastifikatorje, maziva, hladilne tekocCine, ter polibromirani

difeniletri, ki se dodajajo v materiale za zaviranje gorenja;

organske kisikove spojine, kamor uvrs¢amo bisfenole, ftalate, ki jih uporabljamo
v proizvodnji plastike, in dioksine, ki so prav tako prisotni v plastiki ter tudi v

smolah in belilih in

povrsinsko aktivne snovi — skupina kemikalij, ki se pretezno uporablja v
proizvodnji  detergentov, npr. alkilfenolni etoksilati (APnEQO), predvsem

nonilfenolne in oktilfenolne spojine (Lintelmann in sod., 2003).
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Mehanizmi delovanja hormonskih motilcev so razli¢ni. Lahko se vezejo neposredno na

hormonske receptorje, lahko pa posredno vplivajo na endokrini sittem na razli¢nih ravneh.

Pri neposredni vezavi na hormonske receptorje lahko delujejo kot agonisti 0z. antagonisti.
Kot agonist se spojina veze na receptor na enak nacin kot naravni hormon, kar sprozi
aktivacijo hormonskega receptorja in celotnega hormonskega sistema. Vecina
ksenoestrogenov, ki so po strukturi podobni estrogenom, deluje kot agonisti. Drugi na¢in
vezave hormonskega motilca na hormonski receptor je antagonisticen. Antagonist je
spojina, ki s svojo vezavo na receptor inhibira ali zmanjSa odzive receptorja in s tem tudi
naravnega hormona. Zaviranje receptorja je lahko kompetitivno (naravni hormon in
antagonist tekmujeta za isto vezavno mesto) ali nekompetitivno (antagonist se veze na
receptor, vendar ne na njegovo aktivno vezavno mesto). Tipi¢ni antagonisti so nekateri
herbicidi Tako pri agonisti¢ni kot antagonisti¢ni reakciji med ligandi in hormonskimi
receptorji igra kljuno vlogo koncentracija liganda. (Kelce in sod., 1995, cit. po
Lintelmann, 2003; Cook in sod., 1993, cit. po Lintelmann, 2003).

Posreden vpliv hormonskih motilcev na endokrini sistem je vpliv na samo koncentracijo
hormonov v organizmu, kar poénejo z zaviranjem pomembnih encimsko kataliziranih
reakcij. Primer je encim aromataza, ki pretvarja testosteron v estrogen. Zaviranje tega
encima vodi v poviSano koncentracijo testosterona in zmanj$ano koncentracijo estrogena
(Bettin in sod., 1996, cit. po Lintelmann, 2003). Na poruseno ravnovesje hormonov vpliva
tudi indukcija encimov, ki spadajo v skupino citokrom P450. Ti encimi imajo klju¢no
vlogo pri sintezi in razgradnji steroidnih hormonov (Soontornchat in sod., 1994, cit. po
Lintelmann, 2003; Safe in Krishnan, 1995, cit. po Lintelmann, 2003).

2.3 NARAVNI IN SINTETICNI STEROIDNI HORMONI

Estrogeni vplivajo na rast, razvoj, diferenciacijo in na samo delovanje perifernih tkiv
Zenskih in moskih reproduktivnih organov, kot so mle¢na Zleza, maternica, vagina, testis
... Igrajo tudi pomembno vlogo pri vzdrzevanju optimalnega stanja kardiovaskularnega in
centralnega zivénega sistema (Shimada in sod., 2001). Najbolj znacilna predstavnika
steroidnih hormonov sta 1783-estradiol (E2) in estron (E1). Proizvajajo ju Zleze z notranjim
izloCanjem (ovariji in testisi), iz Cloveskega telesa pa se izloCijo z urinom in fecesom.

Williams in Stancel (1996, cit. po De Mes, 2007) navajata, da naj bi se dnevna koli¢ina
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izloCenih naravnih estrogenov gibala v obmoc¢ju med 10 in 100 ug za zenske 0z. 5-10 pg za

zenske v menopavzi in 2-25 g za moske.

Sinteti¢ni estrogen 17a-etinilestradiol (EE2) je glavni estrogen v oralnih kontraceptikih
(Williams in Stancel, 1996, cit. po De Mes, 2007). Povprecna dnevna doza sintetiCnega

hormona EE2 v kontracepcijski tableti znasa 35 pg (Katzung, 1995, cit. po De Mes, 2007).

In vivo testi pri ribah so pokazali, da je EE2 11-krat do 130-krat bolj aktiven kot E2,
medtem ko je E2 2,3-krat do 3,2-krat bolj aktiven kot E1 (Legler, 2001, cit. po De Mes,
2007; Thorpe in sod., 2003, cit. po De Mes, 2007; Metcalfe in sod., 2001, cit. po De Mes,
2007). E2, E1 in EE2 so glavni krivci za prisotno estrogensko aktivnost v komunalnih
odpadnih vodah (Kérner in sod., 2001; Onda in sod., 2003).

HO HO

Slika 1: 17B-estradiol (E2) Slika 2: 17a-etinilestradiol (EE2)
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2.4 DEKONJUGACIJA

Estrogenski hormoni so topni v mas¢obah in se zato ne morejo uéinkovito izlociti iz telesa.
Njihov metabolizem vkljucuje proces konjugacije v jetrih, med katerim se molekulam
estrogenov doda vodotopna molekula — glukuronid ali sulfat na pozicijo 3 in/ali 17
(Williams in Stancel, 1996, cit. po De Mes, 2007). Tako se povecata njihova topnost v vodi
in s tem tudi mobilnost in tako se lahko iz telesa izlo¢ijo v okolje. Konjugirani estrogeni
hormoni so biolosko neaktivni in v okolju nimajo estrogenske aktivnosti (Ingerslev in
Halling-Serensen, 2003). Le-to lahko spet pridobijo s procesom dekonjugacije, pri katerem
glavno vlogo odigrajo mikroorganizmi, ki s svojimi encimi odstranijo glukuronsko oz.
fosfatno skupino iz molekule estrogenih hormonov. Ljudje najve¢ estrogenskih hormonov
v okolje izlotamo z urinom in ti so v neaktivni (konjugirani) obliki. Del estrogenskih
hormonov pa izlo¢amo tudi s fecesom, kjer pa so, zaradi prisotnosti nekaterih bakterij kot
npr. E. coli, v aktivni (nekonjugirani) obliki. Bakterije v fecesu vsebujejo encim f-
glukuronidazo, ki hidrolizira glukuronske konjugirane hormone nazaj v njihovo

nekonjugirano (torej aktivno) obliko (Dray in sod., 1972).

2.5 METODE ZA UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI IN AKTIVNOSTI
HORMONSKIH MOTILCEV

Metode za ugotavljanje prisotnosti in aktivnosti hormonskih motilcev v vodnih
ekosistemih vkljucujejo tako kemijske analitske kot tudi bioloske metode. Na ta nacin
dobimo informacije o identiteti in koncentraciji hormonskih motilcev v vodah kakor tudi o

vplivu le-teh na zive organizme.

Najprej uporabimo ustrezno biolosko metodo, S katero ugotovimo morebitno prisotnost
hormonskih motilcev. Nato na vzorcih, kjer se pokaze estrogenska aktivnost, izvedemo Se
kemijsko analizo, s katero natancneje identificiramo in kvantificiramo spojine z
estrogensko aktivnostjo. TakSen pristop je zazelen tudi zaradi prisotnosti medsebojnih
vplivov med spojinami v okoljskem vzorcu, ki lahko bistveno spremenijo lastnosti mesanic
Vv primerjavi s posameznimi spojinami in jih lahko »izmerimo« le z izpostavitvijo

organizmov celotnemu vzorcu. Samo poznavanje vsebnosti spojin v odpadnih vodah nam
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ne da odgovora o Skodljivih ucinkih na organizme zaradi nepoznavanja bioloske

dostopnosti teh spojin (Wharfe, 2004).

251 Bioloske metode

V skupino bioloskih metod spadajo imunoloske metode, testi in vitro in in vivo.

2511 Imunoloske metode

Imunoloske metode vkljucujejo teste ELISA in RIA, ki temeljijo na reakcijah estrogenov s
protitelesi. Antigen, estrogen iz vzorca, se bo vezal na ustrezna protitelesa, ki so
adsorbirana na stene luknjic mikrotitrskih plos¢. Z dodatkom encimsko ali radioaktivno
oznacenega estrogena zapolnimo preostala prosta mesta na protitelesih. Ve¢ estrogena je
prisotnega v vzorcu, manj oznacenega estrogena se bo vezalo na protitelesa. Z dodatkom
obarvanega substrata za encim, vezan na estrogenu, lahko dolo¢imo koli¢ino encimsko
vezanega estrogena, ki zasede mesta na protitelesih (test ELISA), oz. v primeru testa RIA
uporabimo se scintilacijski stevec, s katerim izmerimo radioaktivno sevanje oznacenega

estrogena, ki je vezan na protitelesa (Voulvoulis in Scrimshaw, 2003).

25.1.2 Biotesti in vivo

Najpogosteje uporabljena metoda in vivo je metoda, ki temelji na doloc¢anju vitelogenina v
krvi samcev in mladih rib zebric Danio rerio, t. i. ELISA-Vtg (Vtg Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Med spolnim dozorevanjem samice v gonadah sintentizirajo E2
(17B-estradiol). V hepatocitah se E2 veZe na receptor, kar sprozi transkripcijo gena za
vitelogenin. Vitelogenin je prekurzor jajénega rumenjaka, ki se praviloma izraza le pri
samicah. Kadar je v vodi prisotna povecana koncentracija estrogensko aktivnih spojin, se
vitelogenin tvori tudi pri samcih in mladicah. Test je osnovan na specifi¢ni vezavi med
vitelogeninom in z markerji oznacenimi protitelesi. Encimska aktivnost markerja na
protitelesu  je  proporcionalna  koncentraciji  vitelogenina in  jo  dolo¢amo
spektrofotometri¢éno (Sumpter in Jobling, 1995). Uporaba vitelogenina kot biomarkerja je
omogocila dokazati, da imajo iztoki iz Cistilnih naprav estrogensko aktivnost in da je le-ta
lahko prisotna tudi nekaj kilometrov stran od izliva odpadne vode iz Cistilnih naprav v reke
(Jobling in sod., 1998). Njegova slabost je v tem, da je vitelogenin nestabilen protein in da

se njegova koncentracija v plazmi spreminja.
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25.13 Biotesti in vitro

V skupino biotestov in vitro spadajo testi, ki vkljuCujejo pomnozevanje celic, testi s
kompetitivno vezavo ligandov in testi in vitro, ki temeljijo na ekspresiji genov. Ti biotesti
so narejeni po enakem vzorcu kot poteka delovanje estrogenov v vretencarjih. Hormonski
motilci se v krvi vezejo na globuline in z njimi potujejo po organizmu. Prosti hormonski
motilci preidejo z difuzijo preko celicne membrane in se vezejo na receptorje za estrogene
(ER). Le-ti so prisotni v razli¢nih tkivih, vklju€ujo¢ razmnozevalne organe, mozgane, jetra
in kosti. Dimer hormonski motilec-receptor se veze na zaporedje ERE (estrogen response

elements) v DNA, kar omogo¢i transkripcijo in translacijo receptorja (De Mes, 2007).

e Metode pomnozevanja celic oz. »E-screen« temeljijo na uporabi linij ¢loveskih
celic, ki jih izpostavimo hormonskim motilcem, ki povzroé¢ijo pomnoZevanje celic

(Voulvoulis in Scrimshaw, 2003).

e Testi s kompetitivno vezavo ligandov temeljijo na predpostavki, da se agonisti in
antagonisti estrogenov veZzejo na estrogenske receptorje in oboji dajo pozitiven
odgovor (Bunce in sod., 2000, cit. po De Mes, 2007). Na receptorje so vezani
radioaktivno oznaceni estrogeni, s katerimi estrogeni v vzorcu tekmujejo za vezavo.
Primerjava vzorcev s kontrolo, kjer imamo le radioaktivno oznacene estrogene,
vezane na receptorje, nam omogoc¢i kvantifikacijo estrogenov v vzorcu. Slabost
omenjenih testov je, da sam test ne razlikuje med agonisti¢nimi in antagonisticnimi

vplivi preiskovanih spojin (De Mes, 2007).

e Testi in vitro, ki temeljijo na ekspresiji genov, vkljucujejo gensko spremenjene
celice sesalcev ali gensko spremenjene kvasovke. Celice so gensko spremenjene
tako, da imajo v jedru tujo, rekombinantno DNA, ki ob prisotnosti estrogenov
proizvaja dolocen protein, poleg tega pa Se encim. Dva primera takih testov sta test
ER-Calux in test YES. Test ER-Calux vkljucuje gensko spremenjene cloveske
celice raka dojke (Legler, 2002), ki v prisotnosti hormonskih motilcev producirajo
encim luciferazo. Z dodatkom substrata luciferina bo potekla reakcija z luciferazo,
kar zaznamo kot spremembo intenzitete svetlobe, ki jo merimo s
spektrofotometrom. V praksi pogosto uporabljamo tudi test YES (yeast estrogen

screen), Ki je podrobneje razlozen v nadaljevanju.
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Metode, ki se uporabljajo pri testiranju in vitro so hitre, ponovljive in cenovno ugodne, ne
dajo pa nam odgovora o ucinkih na celoten organizem. Zato je nujna tudi uporaba
biotestov in vivo, s katerimi preucujemo vplive na celoten endokrini sistem organizma

(Voulvoulis in Scrimshaw, 2003).
2.5.1.3.1 Test YES

V testu YES uporabljamo gensko spremenjene kvasovke Saccharomyces cerevisiae (prof.
Sumpter, GLAXO, UK). Te imajo v svoj genom vstavljen gen za humani receptor za
estrogen (hER). Poleg tega imajo vstavljen tudi ekspresijski plazmid, ki nosi zapis za
reporterski gen lac-Z, ki kodira zapis za encim p-galaktozidazo. Encim omogoca merjenje
aktivnosti receptorja. Kadar je v vzorcu prisoten estrogen oz. snov, ki posnema njegovo
delovanje, se bo le-ta vezal na hER. Dimerni kompleks se je nato sposoben vezati na del
zaporedja DNA, ki se odziva na estrogen, t. i. ERE (estrogen responsive element). To
zaporedje se nahaja pod mo¢nim promotorjem v eskpresijskem plazmidu — to je isti
promotor, pod kontrolo katerega je gen za lac-Z. Tako pride ob vezavi dimera hER-E na
zaporedje ERE do izrazanja (-galaktozidaze, ki se izloca v medij, v katerem so kvasovke.
Encim razgradi substrat CPRG (klorofenol rdece galaktopiranozid), kar zaznamo kot
spremembo barve, in sicer iz rumene v rdece-vijolicno obarvan produkt CPR (klorofenol
rdeCe), katerega abosorbanco izmerimo pri 575 nm (Routledge in Sumpter, 1996). Test
YES ima limitno detekcijo za E2 10 pM (Murk in sod., 2002).
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Slika 3: Shematski prikaz estrogensko aktiviranega ekspresijskega sistema v kvasovki Saccharomyces
cerevisiae (Routledge in Sumpter, 1996)

2.5.2 Metode koncentriranja

Ker so hormonski motilci v naravi aktivni ze v zelo majhnih koncentracijah (ng/l oz.
pg/l), moramo okoljske vodne vzorce najprej skoncentrirati. Skoncentrirane vzorce
uporabimo v nadaljnjih postopkih, s katerimi dokazujemo prisotnost hormonskih
motilcev (test YES).

25.2.1 Ekstrakcija na trdni fazi (SPE)

Prednost metode SPE pred drugimi vrstami ekstrakcij (npr. ekstrakcija tekoce/tekoce) je
v tem, da omogoca popolno fazno locevanje, zagotavlja velik izkoristek ekstrakcije,
manj$o uporabo organskih topil (kar tudi zmanj$a moznost nastanka emulzij) in je hitra
metoda, ki je lahko tudi avtomatizirana (Bulletin 910, 1998; Wells, 2000). Ena izmed
njenih najvecjih prednosti je ta, da lahko v analizi uporabljamo velike volumne vzorcev.
Ravno zaradi tega razloga se SPE pogosto uporablja kot metoda za koncentriranje vodnih

vzorcev, v katerih zelimo ugotoviti prisotnost organskih onesnazil.
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2.5.2.2 Princip ekstrakcije na trdni fazi

Osnovni princip ekstrakcije na trdni fazi je porazdelitev komponent iz vzorca med trdno in
tekoco fazo. Trdno fazo predstavlja kolona z ustreznim polnilom, mobilno fazo pa predstavlja
vzorec (Wells, 2003).

Kadar imamo opravka z zelo necistim vzorcem, ki vsebuje veéje delce, moramo pred
samim nanosom vzorca na kolono SPE le-tega ustrezno obdelati (npr. filtriranje).
Priporo€ena je uporaba filtrov iz materialov, ki nimajo veznih mest za organske snovi in

zato ne omogocajo adsorbcije preiskovanih komponent (Wells, 2000).

Proces ekstrakcije sestoji iz petih faz: kondicioniranje kolone, odstranitev aktivacijskega
topila, nanos vzorca, spiranje interferencnih sestavin ter elucija merjenih sestavin. Za
ucinkovito izvedeno ekstrakcijo je kljunega pomena izbira kolone s primernim polnilom in
primernega eluentnega topila. Izbira temelji na volumnu vzorca, svezi tezi spojin v vzorcu
(bed weight) in na lastnostih sorbenta (Bulletin 910, 1998).

S kondicioniranjem povrSine trdne faze kolono aktiviramo. V tem koraku aktiviramo

povrsino polnila, da se lahko pozneje merjena sestavina bolje veze (Wells, 2003).

Naslednji korak ekstrakcije je odstranitev aktivacijskega topila. To storimo s tekocino, ki
ima podobno sestavo kot matriks naSega preiskovanega vzorca. Obi¢ajno speremo polnilo
z vodo ali s pufrom vrednosti pH, pri kateri poteka ekstrakcija merjenih sestavin (Wells,
2003).

Sledi nanos vzorca s pipeto. V primeru vecjih volumnov lahko vzorec dovajamo preko
cevk, ki ob nadtlaku omogocajo kaplji¢no doziranje vzorca. Pri prehodu vzorca ¢ez kolono
se bodo merjene sestavine zadrzale oz. vezale na polnilo. Pri spus¢anju vzorca ¢ez kolono
je pomembna sama hitrost pretoka vzorca, saj je od nje odvisna kvantitativnost vezave
zelenih komponent na polnilo (Bulletin 910, 1998; Wells, 2003). V praksi uporabljeni
pretoki so med 5 in 10 ml/min (Kuch in Ballschmiter, 2001; Liu in sod., 2004; Benijts in
sod., 2004).

Naslednji korak ekstrakcije je spiranje interferencnih sestavin iz kolone. Le-te odstranimo

iz kolone s spiranjem z vodo ali s primernim pufrom (Bulletin 910, 1998).

Polnilo obi¢ajno susimo v vakuumu ali z dusikom. SuSenje obicajno traja nekaj minut.
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Zadnji korak procesa SPE je elucija iskanih sestavin s primernim organskim topilom. Pri
tem je klju¢nega pomena, da elucija poteka pocasi, saj je izkoristek ekstrakcije najbolj
odvisen od hitrosti pretoka (Wells, 2003).

Slika 4: Primer vakuumskega razdelilnika pri ekstrakciji na trdni fazi (Dean, 1998).

2.5.3 Kemijske metode
25.3.1 GC/MS

Najpogosteje uporabljena kemijska analiza za identifikacijo hormonskih motilcev je
plinska kromatografija, sklopljena z masno spektroskopijo (GC-MS), uporablja pa se tudi

tekocinska kromatografija, sklopljena z masno spektroskopijo (LC-MS).

Pri plinski kromatografiji temelji lo¢itev snovi iz meSanice na porazdelitvi med stacionarno
fazo, ki je lahko trdna ali pa tekoca in je adsorbirana na nosilec, in mobilno plinasto fazo.
Locujemo pline in visoko hlapne tekocine, ki se pred neposrednim vstopom v kolono
uplinijo v injektorju. LocCitev snovi iz meSanice poteka v koloni, detekcija posameznih
snovi pa na detektorju. V koloni je stacionarna faza adsorbirana na steno kolone ali pa je
adsorbirana na inertne nosilce, ki so dodani v kolono. Locitev komponent mesanice poteka

na podlagi porazdelitve posamezne snovi med stacionarno in mobilno fazo (Grob, 1985).

Masna spektrometrija (MS) je analiti¢cna metoda, s katero za posamezno spojino dolo¢imo
razmerje masa: naboj (m/z), ki ga prikazemo kot masni spekter (vrednost m/z in relativna

koli¢ina obravnavane spojine v celotnem vzorcu) (Kitson, 1996).
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Hormonske motilce analiziramo na GC-MS, raztopljene v ustreznem topilu, ki pred
prehodom vzorca na kolono izpari. Ustrezen temperaturni program nam omogo¢i loCitev
posameznih spojin med potovanjem po koloni in nato detekcijo in identifikacijo na MS.
Wylie (2006) je v svojem ¢lanku opisal pogoje za GC-MS, ki so potrebni za lo¢evanje in
identifikacijo hormonskih motilcev, med katere spadajo tudi spojine 17f3-estradiol (E2),
etilestradiol (EE2), bisfenol A, atrazin, metolaklor, genistein ... Tako navaja, da za samo
analizo omenjenih spojin z GC-MS ni potreben predhoden postopek derivatizacije. Drugi
avtorji (Ballesteros, 2006; Brossa, 2005 ...) pa opisujejo Se dodaten postopek derivatizacije
vzorca pred nanosom le-tega na kolono. Z ustreznimi derivatizacijskimi agensi (BSTFA,
MSTFA ...) in ustreznim postopkom derivatizacije (T, ¢as) pripravimo trimetilsilikatne etre
obravnavanih spojin, ki jih nato analiziramo na GC-MS z dolo¢enim temperaturnim

programom lo¢be na GC ter analizo na MS.

2.5.3.2 SPME/GC-MS

»Solid phase microextraction« (SPME) oz. mikroekstrakcija na trdnih nosilcih je metoda,

ki hkrati vkljucuje tako ekstrakcijo analita iz vzorca kot tudi njegovo koncentriranje.

Pri procesu adsorpcije pride do vezave spojin iz vzorca v epruveti na nitko SPME (slika 5).

Extraction Procedure

Pierce ssptum Retractfiberwithdraw neede.

an sarple cortainer,

Expose SPME
fiberfextract analytes.

ﬂ

Slika 5: Postopek adsorpcije spojin iz vzorca v viali na nitko SPME (Bulletin 923B, 2004)
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Adsorpcija spojin na nitko SPME je linearna, kar pomeni, da je koli¢ina vezanih spojin na
nitko SPME linearno odvisna od koli¢ine spojin v vzorcu. Proces adsorpcije lahko poteka v
tekoCini ali pa v zraku, ki je nad tekocino, kar velja za vzorce, ki vsebujejo hlapne spojine.
Tak postopek adsorpcije (v zraku nad teko¢ino) imenujemo »headspace« izvedba SPME
(Bulletin 923B, 2004).

Po poteku adsorpcije vzorec prenesemo V injektor na GC-MS, Kjer poteCe termalna

desorpcija spojin iz nitke SPME v injektor (slika 6).

Desorption Procedure

Retractfiberf

Fierce septumin GCinlet {orintroduce withdrawneedie.

needleinto SPMEMPLCInterface).

Exposefiber/desorb analytes

Slika 6: Postopek termalne desorpcije spojin iz nitke SPME v injektorju (Bulletin 923B, 2004)

Spojine so nato usmerjene na kolono GC-MS, kjer pride do lo¢evalnega procesa na osnovi
razlikovanja v temperaturi vreliS§¢a spojine ter nato na masni detektor, ki zazna posamezno

spojino in njeno molekulsko maso (Bulletin 923B, 2004).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 VZORCI

Vzorce, ki smo jih pri naSem delu testirali, smo odvzeli na vtoku in tudi na iztoku iz stirih
Cistilnih naprav po Sloveniji. Na te Cistilne naprave teCe komunalna odpadna voda, v enem
primeru pa je odpadna voda meSana, in sicer komunalna in industrijska odpadna voda.

Vzorci so oznadeni s érkami A, B, C in D.

Ker so spojine z estrogensko aktivnostjo prisotne v naravi v zelo majhnih koncentracijah
(ng/l), smo pred samim poskusom ugotavljanja prisotnosti le-teh s testom YES izvedli se
postopek koncentriranja oz. ekstrakcijo na trdni fazi.

3.1.1 Cis¢enje vodnih vzorcev
Vodne vzorce smo pred samim koncentriranjem filtrirali ¢ez filtre s porami 0,3 pm.
Vzorce, ki so vsebovali ve¢je delce, pa Smo najprej centrifugirali, nato pa Se filtrirali ¢ez

filtre s porami velikosti 0,8 in 0,3 um.

3.1.2 Kolone Water Oasis

Pri postopku SPE smo uporabili kolone proizvajalca Waters® Oasis® s polnilom Oasis®
HLB 60um. Kolone tehtajo 500 mg. Specifi¢na povrSina polnila je v obmocju 727-889
m?/g, povpre¢ni premer por znasa od 73 do 89 A. Vsebujejo polnilo, ki ima po sestavi
ustrezno ravnotezje hidrofilno/lipofilno, kar omogoca visok izkoristek za kisle, bazi¢ne in

nevtralne snovi (OASIS® HLB Extraction Cartridges, 2000).

3.2 POSTOPEK KONCENTRIRANJA

3.2.1 Zacetni volumni posameznih vzorcev

1. Cistilna naprava A: vtok 500 ml in iztok 500 ml
2. Cistilna naprava B: vtok 250 ml in iztok 250 ml
3. Cistilna naprava C: vtok 250 ml in iztok 250 ml

4. Cistilna naprava D: vtok 250 ml in iztok 500 ml
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3.2.2 Postopek koncentriranja

Kondicioniranje kolon je potekalo s 5 ml metanola in etilacetata. Ostanek topil smo spirali
s 5 ml dH,0 in nato nanesli vzorec (250 ml 0z. 500 ml). Za tem je sledilo spiranje necisto¢
s 5 ml 5-odstotnega MetOH. Kolone smo susili s prepihovanjem z dusikom skozi Visidry
v Drying Attachment (Supelco, Bellefonte, ZDA). Po kon¢anem su$enju je sledila elucija
iskanih snovi z metanolom (4 ml) in nato e z etilacetatom (4 ml). Ker je etilacetat pri testu
YES reagiral s plastiko in tako onemogocal nadaljnje delo, Smo ga po eluciji izsusili iz
epruvete in nato snovi v epruveti raztopili v etanolu. Po kon¢anem koncentriranju Smo

imeli kon¢ni volumen 1 ml.
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KONDICIONIRANJE KOLONE
e 5mlMetOH
e 5mlEtAc

e 5mldH20
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NANOS VZORCA
e 250mloz. sooml
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SPIRANJE NECISTOC
e 5 ml5% MetOH

SUSENJE

Y
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Slika 7: Shema koncentriranja vzorcev skozi WATERS OASIS HLB.
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Koncentracijske vrednosti, ki smo jih uporabljali pri nasih testih, smo dobili kot prikazuje
slika 8.

50000
%
500 ml oz. 55000
250 ml % Mikrotiterska plog¢a 1

1mi

VZOREC — 12500
Koncentriranje Nanos na mikrotitersko plo§¢ol %
ODPADNE ) 50000% i : Reditev
VODE (25000%) 6250 koncentratov

s faktorjem redcitve 2

100%

Odvzeli po 10 ul iz vsake
luknijce, prenesli na
mikrotitersko plog&o 2

V vsako luknjico dodali 200 pL. Mikrotiterska plosca 2

kvasovk

'zorce na mikrotiterski plos¢i smo
dodatno redcili

10p1/200p1=

S to vrednostjo smo pomnozili
koncentracijske vrednosti

Slika 8: Prikaz, kako smo pridobili koncentrate in izra¢unali koncentracijske vrednosti.
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Volumen vzorcev, ki smo jih koncentrirali, je znasal 500 ml oz. v nekaterih primerih 250
ml. Po koncentriranju je znaSal njihov volumen 1 ml, kar pomeni, da smo jih dejansko
skoncentrirali 500-kratno (0z. 250-kratno) glede na originalni vzorec. Izrazeno v odstotkih
pomeni, da smo po koncentriranju imeli 50000-odstotne (oz. 25000-odstotne)
koncentracijske vrednosti. Koncentrat smo nato redcili s faktorjem red¢itve 2, potem pa
smo dodali 200 ul kvasovk, kar je vse koncentracijske vrednosti znizalo. V nadaljevanju
bomo uporabljali koncentracijske vrednosti v odstotkih. Koncentracijske vrednosti, Ki so

manjse od 100 %, predstavljajo Ze redéene vrednosti originalnega vzorca.

3.3 POSTOPEK DEKONJUGACIJE

Dekonjugacijo smo izvedli z namenom, da aktiviramo morebitno neaktivne spojine z
estrogenskim delovanjem, saj so lahko le-te prisotne v vodnih vzorcih v konjugirani obliki

in so kot take biolosko neaktivne.

Koncetriranemu vzorcu z volumnom 1 ml v viali smo dodali 1 mL 0, 1 M acetatnega pufra
(pH = 5) in encim pB-glukoronidazo (100 000 enot glukoronidazne in 7500 enot
fosforilazne aktivnosti) proizvajalca Supelco. Sledila je inkubacija 24 ur pri 40 °C.
Reakcijo smo ustavili z dodatkom zakisane vode s pH = 3 in vzorec ponovno koncentrirali
po postopku, opisanem v poglavju 3.2.2. Tako pripravljen vzorec smo nato uporabili pri
testu YES.

3.4 TESTNI ORGANIZEM

3.4.1 Kvasovka SACCHAROMYCES CEREVISIAE

V nasih poskusih (test YES) smo uporabljali gensko spremenjeno kvasovko
Saccharomyces cerevisiae BJ1991, ki je last korporacije GLAXO (UK), kjer so jo razvili
pod vodstvom prof. dr. Sumpterja. Z njegovim privoljenjem smo dobili dovoljenje za
uporabo omenjene kvasovke za izvedbo testa YES v Laboratoriju za okoljske vede in

inzenirstvo na Kemijskem institutu v Ljubljani.
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34.1.1 Priprava gojis¢
34111 Priprava minimalnega gojisca (pH = 7,1)

V oklepaju so navedeni proizvajalci.
e 13,61 g KH,PO,4 (Merck)

e 1,98 g (NH4),SO,4 (Kemi¢na tovarna Podnart)
e 4,2 g KOH (Merck)

e 0,41 gMgSO, * 7 H,O (Merck)

e 1 ml Fey(SO,); raztopine (40mg/50ml H,0) (Merck)
e 50 mg leucina (Fluka)

e 50 mg histidina (Fluka)

e 50 mg adenina (Fluka)

e 20 mg arginina- HCI (Fluka)

e 20 mg metionina (Fluka)

e 30 mg tirozina (Fluka)

e 30 mg izoleucina (Fluka)

e 30 mg lizin- HCI (Fluka)

e 25 mg fenilalanina (Fluka)

e 100 mg glutaminske kisline (Fluka)

e 150 mg valina (Fluka)

375 mg serina (Fluka)

Vse kemikalije raztopimo v 1 | MiliQ vode.
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Minimalno gojisce razlijemo po 45 ml v 200 ml erlenmajerice in ga nato avtoklaviramo
(121 °C, 20 minut). Erlenmajerice z minimalnim gojis¢em hranimo na sobni temperaturi.
3.4.1.1.2 Priprava rastnega gojisca

Rastni medij pripravimo sterilno po spodnjem receptu, tako da dodamo ustrezne snovi v

minimalni medij (45 ml).

e 5 ml raztopine glukoze (Fluka)

1,25 ml raztopine aspartatne Kisline (Fluka)

0,5 ml raztopine vitaminov

0,4 ml raztopine treonina (Fluka)

125 ul bakrovega (II) sulfata (Carlo Erba reagenti)

34.1.13 Raztopina glukoze

Sterilizirali smo 20 % wi/v (20 g glukoze/100 ml destilirane vode) raztopino glukoze z
avtoklaviranjem 20 minut pri 121 °C in 1,1 bar ter jo shranili na sobni temperaturi.
34114 Raztopina aspartata

Raztopino aspartata (4 mg/ml) smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 1,1 bar ter shranili
na sobni temperaturi.

34115 Priprava raztopine vitaminov

e 8 mg tiamina (Sigma)

e 8 mg piridoksina (Sigma)

e 8 mg pantotenske kisline (Sigma)

e 40 mg inositola (Fluka)

Vse kemikalije raztopimo v 180 ml MiliQ vode ter dodamo 20 ml biotinske raztopine
(2mg/100mL miliQ H,0) (Fluka). Nato vitaminsko raztopino steriliziramo s filtriranjem

¢ez 0,2 um filter. Hranimo jo v hladilniku (4 °C).
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34.1.16 Raztopina treonina

Raztopino treonina (24 mg/ml) smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 1,1 bar ter shranili

pri temperaturi 4 °C.

34.1.1.7 Bakrov (I1) sulfat

20 mM bakrov (I1) sulfat smo sterilizirali s filtriranjem ¢ez filter z 0,2 pm porami in

shranili pri sobni temperaturi.

Tako pripravljeno rastno gojisce inokuliramo z 0,25 ml koncentrirane kulture kvasovk in
inkubiramo pri 28 °C od 24 do 28 h na orbitalnem mesalu (140 rpm), dokler absorbanca,
izmerjena pri 620 nm, ni priblizno 1.0, kar pomeni, da so kvasovke v logaritemski fazi

rasti.

3.5 NANOS VZORCA NA MIKROTITERSKO PLOSCO

Najprej smo si na posebni mikrotitrski plos¢i izven laminarija pripravili vzorce in vse
potrebne standarde. Na njej smo izvedli redéenje s faktorjem redéitve 2. Vzorce in
standarde smo red¢ili v etanolu. Nato smo po 10 ul vzorcev in standardov iz vsake luknjice
sterilno prenesli na novo mikrotitrsko plosco. Standard E2 je predstavljal pozitivno
kontrolo in standard P je predstavljal negativno. P je oznaka za progesteron, Ki je steroiden
hormon, vendar nima estrogenskega uc¢inka. Plos¢e smo nato pustili v laminariju odprte, da
je izhlapel ves etanol oz. metanol. Nato smo dodali 200 pul kvasovk, pripravljenih v
rastnem mediju z dodanim substratom CPRG. Poleg zgoraj omenjenih kontrol smo imeli
tudi kontrolo, s katero smo se prepricali, da je rastn0o gojis¢e primerno za rast kvasovk in
da v njem niso prisotne snovi, ki bi dale lazno pozitiven rezultat (Bb; kvasovke + rastni
medij). Za kontrolo CPRG-ja smo rastnemu gojis¢u dodali le CPRG. Za nicelne vzorce oz.
B (slepa kontrola) smo uporabili rastno gojisce s kvasovkami in CPRG-jem. Mikrotitrsko
plos¢o smo nato za 48 do 52 ur inkubirali pri 34 °C. Po konanem testu smo na

mikrocitalcu pri valovni dolzini 575 in 620 nm od¢itali absorbanco.
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3.6 IZRACUN ESTROGENSKE AKTIVNOSTI VZORCEV

Po dvodnevni inkubaciji vzorcev s kvasovkami pri 34 °C smo izmerili absorbanco pri 575
nm in pri 620 nm. Pri 575 nm smo merili absorbanco barve razgradnega produkta CPRG,
pri 620 nm pa smo merili absorbanco rasti kvasovk. Aktivnost encima, ki je razgradil

CPRG, smo nato izracunali po naslednjih korakih:
Ta = Asrs— (As20— Bpow) (1)
Kjer je Ta = aktivnost f-galaktozidaze

As7s = absorbanca, izmerjena pri 575 nm

Agy0 = absorbanca, izmerjena pri 620 nm

Bpovp = absorbanca povprecja ni¢elnega vzorca (izmerjena pri 620 nm)

Estrogensko aktivnost nasih vzorcev smo izracunali po naslednji enacbi:

EA Ta;X x 100 .2

Kjer je EA = estrogenska aktivnost vzorca (%)
T, = vrednost aktivnosti B-galaktozidaze, izraCunana po enacbi (1)

X = zaletna toCka intervala estrogenosti (ki je tocka na krivulji standarda E2,
najblizja krivulji ni¢elnega vzorca B)

A = interval estrogenosti, doloCen na krivulji standarda E2 z zaetno tocko X, ki je

tocka na krivulji standarda E2, najblizja krivulji nicelnega vzorca B, ter
konc¢no

toc¢ko v zadnji tocki krivulje standarda E2.
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Slika 9: Prikaz na¢ina izra¢una estrogenske aktivnosti
3.7 IZRACUN ZAVIRANJA RASTI KVASOVK

Zaviranje rasti kvasovk smo izrac¢unali s pomoc¢jo izmerjene rasti po enacbi (3). Rast smo
prikazali kot vrednosti absorbance posameznih vzorcev, izmerjene pri 620 nm, ki smo jih
delili s povprecno vrednostjo izmerjene absorbance pri 620 nm nic¢elnih vzorcev B in
dobljeno vrednost pomnozili s 100. Nato smo to vrednost odsteli od 100 in tako dobili
vrednosti zaviranja rasti. Pri vzorcih, Kjer je bilo prisotno ve¢ kot 50-odstotno zaviranje

rasti, nismo izracunali estrogenske aktivnosti.

-(3)

Zaviranje rasti (%) =100 _(Mj

povp
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4 REZULTATI

4.1 ZAVIRANJE RASTI KVASOVK IN ESTROGENSKA AKTIVNOST V
VZORCIH VTOKA IN IZTOKA CISTILNE NAPRAVE A

Pri Cistilni napravi A smo zaznali zaviranje rasti pri vzorcih vtoka, spranih z metanolom
(slika 10), medtem ko na iztoku nismo zaznali zaviranja rasti (slika 13). Estrogensko
aktivnost smo zaznali na vtoku in iztoku (sliki 11 in 14) v primeru spiranja vzorcev z
etilacetatom. Estrogenska aktivnost se je po dodatku encima povecala pri vzorcih iz vtoka
(slika 12), na iztoku (slika 13) se je izrazila tudi pri vzorcih, eluiranih z metanolom

(preglednici 1 in 2).

41.1 Vtok
41.1.1 Zaviranje rasti kvasovk

Zaviranje je bilo prisotno pri vzorcih, eluiranih z metanolom, vse do nizjih
koncentracijskih vrednosti 0z. ze pri red¢enih koncentracijskih vrednostih (78-odstotni

koncentrat).

100 -
90 ~ * * *

70 A
60 -
50 A L & MetOH

40 - = EtAc
30 A
20 A

10

0 - T T T T T s
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Koncentrat odpadne vode (%)

Zaviranje rasti (%)

Slika 10: Zaviranje rasti kvasovk S. cerevisiae izpostavljenih vzorcu vtoka na ¢istilni napravi A
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41.1.2 Rezultati testa YES

Kot lahko vidimo na sliki 11, estrogenska aktivnost (EA) pada z manjSanjem
koncentracijske vrednosti tako v primeru spiranja vzorcev z metanolom kot z etilacetatom.
Pri vzorcih, spranih z etilacetatom, je bila najvisja (69 %) pri koncentracijski vrednosti
1250 % (preglednica 1). Po dodatku encima se je EA poviSala pri najveéjih

koncentracijskih vrednostih (slika 12 in preglednica 1).

5 *  1250% EtAC
k- o 625% EtAc
B 29 . - <, + 312,50% BAC
£ 20 - - 156,25% BAC
= 15. A * m  7813% EtAc
A o S ~ 30,06% EtAC
——E2 e 10
= o 19,53% EtAc
o 05 * 78.13% MetOH
. . . 00— — : : i X = 30,06% MetOH
0,0 0,1 1,0 1 10 100 1000 10000 | & 19.53% MetOH
Koncentracija (pg/L) Koncentrat odpadne vode (%)

Slika 11: Aktivnost 3-galaktozidaze za vzorec vtoka &istilne naprave A, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni vzorec.

% 2500% BAc
x  1250% BAcC
o 625% EtAc

P A + 31250% EtAc
15 1 g - 156,25% EtAC
Ay B ._ g = 8" m & 4 o x 78,13% HAC

39,06% BAC
19.53% BAC
312,50% MetOH
156,25% MetOH
78,13% MetOH
39,06% MetOH
19.53% MetOH

20 4

R-gal.aktivnost

—o—E2

05
—=—P

fa¥al

r T T T
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Slika 12: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec vtoka Cistilne naprave A, eluiran z metanolom in etilacetatom,

po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni
vzorec.

Preglednica 1: Estrogenska aktivnost vtoka ¢istilne naprave A pred dodatkom in po dodatku encima (-
glukoronidaze, izraGunana glede na dobljeno vrednost B-gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne | 5500 00 |1250,00 |625,00 |312,50 |156,25 |78,12 39,06 19,53
vode (%)

Topilo Estrogenska aktivnost (%)
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Metanol (pred
dodatkom encima) | = * * * * 23

Etilacetat (pred
dodatkom encima) | = 69 67 67 60 55 48 37

Metanol

(po dodatku encima)

Etilacetat

) 103 98 100 65 47 26 16 0
(po dodatku encima)

*Zaviranje rasti je vecje od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo racunali.

4.1.2 Iztok
41.2.1 Zaviranje rasti kvasovk

Zaviranja rasti na iztoku Cistilne naprave A nismo zaznali (Slika 13).

100 -
90
80 -
70

60 -
¢ MetOH
50

B EtAc
40

30
20 +
10 [ ] ]
0 - T T T T T )
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Zaviranje rasti (%)

Koncentrat odpadne vode (%)

Slika 13: Zaviranje rasti kvasovk Saccharomyces cerevisiae izpostavljenih vzorcu iztoka ¢istilne naprave A
4.1.2.2 Rezultati YES testa
EA je bila prisotna le pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom (slika 14), vse tja do

koncentracijske vrednosti 625 %, kjer je znaSala 64 % (preglednica 2). Po dodatku encima

se je pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom, EA povecala za cca 30 %. Pojavila se je tudi pri
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vzorcih, eluiranih z metanolom (slika 15), kjer je pred dodatkom encima sploh nismo
zaznali.
x  2500% EtAc
x  1250% EtAc
o 625% BAC
+ 312,50% EtAc
——B " 23 - 156,25% EtAC
—=—T é 2,0 & B X - 7813% EtAc
B £ 15 & = + 3006% EtAc
. & W W —a - . Em 2 4 o m o m 1953% EtAc
o i
) ¢ 625% MetOH
0,5 m 312,50% MetOH|
r T T 00—+ — T T T ] o 156,25% MetOH
00 0,1 10 1 10 100 1000 10000 A 7813% MetOH
B % 39,06% MetOH
Koncentracija (pg/L) Koncentrat odpadne vode (%) i "oma iz

Slika 14: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec iztoka &istilne naprave A, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni vzorec.
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Slika 15: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec iztoka Cistilne naprave A, eluiran z metanolom in etilacetatom,
po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni

vzorec.
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Preglednica 2: Estrogenska aktivnost iztoka Eistilne naprave A pred dodatkom in po dodatku encima (-
glukoronidaze, izra¢unana glede na dobljeno vrednost -gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne | 2500,00 | 125,00 |625,00 |312,50 |[156,25 |78,12 39,06 19,53
vode (%)

Topilo Estrogenska aktivnost (%)
Metanol (pred | , .
dodatkom encima) 0 0 0 0 0 0
e e 70 64 50 27 11 0 0
dodatkom encima)
izl iy deckil PR 81 70 36 27 13 0 0
encima)
Etllgcetat (po dodatku 105 115 93 73 51 31 16 0
encima)

*Zaviranje rasti je ve¢je od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo rac¢unali.
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4.2 ZAVIRANJE RASTI KVASOVK IN ESTROGENSKA AKTIVNOST V
VZORCIH VTOKA IN IZTOKA CISTILNE NAPRAVE B

Tudi na Cistilni napravi B smo zaznali zaviranje rasti le pri vzorcih, eluiranih z metanolom
(sliki 16 in 19). Vegje zaviranje je bilo na vtoku kot na iztoku. Estrogensko aktivnost smo
zaznali pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom, in pri vzorcih, eluiranih z metanolom (sliki 17
in 20), dodatek encima je povecal EA na vtoku in iztoku pri vi§jih koncentracijskih

vrednostih (preglednici 3 in 4).

4.2.1 Vtok
4211 Zaviranje rasti kvasovk

Zaviranje rasti je bilo na vtoku cistilne naprave B (slika 16) prisotno pri vzorcih, eluiranih

z metanolom, do 1,56-kratnega koncentrata originalnega vzorca (0z. 156,25-odstotnega
koncentrata).

100 -
90
80 ¢
70
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® > @ MetOH
50
B HAC

404 o
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10{ %"y u = = "

Zaviranje rasti (%)
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Koncentrat odpadne vode (%)

Slika 16: Zaviranje rasti kvasovk Saccharomyces cerevisiae, izpostavljenih vzorcu vtoka ¢istilne naprave B.

421.2 Rezultati testa YES

EA smo zaznali tako pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom, kot vzorcih, eluiranih z

metanolom (slika 17 in preglednica 3). Pri vzorcih, eluiranih z metanolom, je bila najvisja
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pri 78,12-odstotnem koncentratu (znasala je 61 %). Dodatek encima je pri isti
koncentracijski vrednosti EA povisal na 63 %, najveéje povecanje vrednosti EA pa smo
zaznali pri koncentracijski vrednosti 156 % (povisala s 46 % na 81 %) (slika 18 in
preglednica 3). Pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom, je bila EA najvi$ja pri najvi§jem

koncentratu in je padala sorazmerno s koncentracijsko vrednostjo (slika 17), po dodatku

encima se je EA povecala le pri najveéji vrednosti koncentrata (za 17 %).
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Slika 17: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec vtoka ¢istilne naprave B, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni vzorec.
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Slika 18: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec vtoka ¢istilne naprave B, eluiran z metanolom in etilacetatom,
po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni
vzorec.
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Preglednica 3: Estrogenska aktivnost vtoka cistilne naprave B pred dodatkom in po dodatku encima (-
glukoronidaze, izra¢unana glede na dobljeno vrednost -gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne | 1250,00 | 625,00 |312,50 (156,25 |78,12 39,06 19,53 9,76
vode (%)

Topilo Estrogenska aktivnost (%)
Metanol (pred | . « . N
dodatkom encima) 46 61 58 47
Etilacetat ~  (pred 65 62 52 26 12 0 0 0
dodatkom encima)
Metanol (po dodatku |, 26 44 -3 81 63 28 0
encima)
Etllgcetat (po dodatku 82 55 38 29 0 0 0 0
encima)

*Zaviranje rasti je ve¢je od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo rac¢unali.
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422 Iztok

4.2.2.1 Zaviranje rasti

v

vrednosti vzorca, eluiranega z metanolom.
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Slika 19: Zaviranje rasti kvasovk Saccharomyces cerevisiae, izpostavljenih vzorcu iztoka &istilne naprave B.

42272 Rezultati testa YES

EA je bila na iztoku Cistilne naprave B najvisja (62 %) pri vzorcu, eluiranem z etilacetatom
najvisje koncentracijske vrednosti. Dodatek encima jo je povisal na 96 % (preglednica 4).

Estrogenska aktivnost je padala z manjSanjem koncentracijskih vrednosti (sliki 20 in 21).
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Slika 20: Aktivnost 3-galaktozidaze za vzorec iztoka ¢istilne naprave B, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni vzorec.
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Slika 21: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec iztoka Cistilne naprave B, eluiran z metanolom in etilacetatom
po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni

vzorec.

Preglednica 4: Estrogenska aktivnost iztoka cistilne naprave B pred dodatkom in po dodatku encima B-

glukoronidaze, izraGunana glede na dobljeno vrednost -gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne vode | 1250,00 | 625,00 |[312,50 |156,25 |78,12 39,06 19,53 9,76
(%)

Topilo Estrogenska aktivnost (%)

Metanol ~ (pred| 24 45 40 24 0 0 0

dodatkom encima)

Etilacetat (pred

dodatkom encima) 62 57 42 0 0 0 0 0

Me'ganol (po dodatku | 74 61 38 29 0 0 0

encima)

Etll_acetat (po dodatku 9% 74 50 34 18 16 0 0

encima)

*Zaviranje rasti je ve¢je od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo racunali.
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4.3 ZAVIRANJE RASTI KVASOVK IN ESTROGENSKA AKTIVNOST V
VZORCIH VTOKA IN IZTOKA CISTILNE NAPRAVE C

Pri ¢istilni napravi C smo zaznali najmanjSe zaviranje rasti na vtoku, medtem ko je bila rast
kvasovk na iztoku nemotena (sliki 22 in 25). EA smo na vtoku zaznali le pri vzorcih,
eluiranih z etilacetatom (slika 23). Dodatek encima (slika 24) v tem primeru ni poveéal EA
(preglednica 5). Na iztoku je bila EA zaznana le po dodatku encima (sliki 26 in 27), in
sicer pri obeh elucijskih topilih.

4.3.1 Vtok
43.1.1 Zaviranje rasti kvasovk

Zaviranje rasti kvasovk je bilo prisotno pri vzorcih, eluiranih z metanolom, le pri dveh

ey

vrednosti skoraj 90 % in pri 625-odstotni koncentracijski vrednosti dobrih 60 % (slika 22).
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Slika 22: Zaviranje rasti kvasovk Saccharomyces cerevisiae, izpostavljenih vzorcu vtoka istilne naprave C.

43.1.2 Rezultati testa YES

Estrogenska aktivnost je bila prisotna le pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom (sliki 23 in

24). Najvisja je bila pri najvi§ji koncentracijski vrednosti koncentrata in je padala z
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manjSanjem koncentracijske vrednosti, kar je lepo vidno na sliki 23. Dodatek encima
estrogenske aktivnosti ni povecal (slika 24), kar potrjujejo tudi izraCunane vrednosti

estrogenske aktivnosti v preglednici 5.
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Slika 23: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec vtoka ¢istilne naprave C, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni vzorec.
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Slika 24: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec vtoka Cistilne naprave C, eluiran z metanolom in etilacetatom,
po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni
vzorec.
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Preglednica 5: Estrogenska aktivnost vtoka cistilne naprave C pred dodatkom in po dodatku encima (-
glukoronidaze, izra¢unana glede na dobljeno vrednost B-gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne | 1250,00 |625,00 |[312,50 |156,25 |78,12 39,06 19,53 9,76
vode (%)

Topilo Estrogenska aktivnost (%)
Metanol (pred |, .
dodatkom encima) 0 0 0 0 0 0
Etilacetat ~  (pred 63 62 46 30 14 0 0 0
dodatkom encima)
Me'ganol (po dodatku 0 0 0 0 0 0 0 0
encima)
Etllgcetat (po dodatku 62 49 97 15 23 0 0 0
encima)

*Zaviranje rasti je ve¢je od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo rac¢unali.

4.3.2 Iztok
43.2.1 Zaviranje rasti kvasovk

Rast kvasovk je bila na iztoku ¢istilne naprave C nemotena. Zaviranja rasti kvasovk nismo

zaznali niti pri vzorcih, eluiranih z metanolom, niti pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom.
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Slika 25: Zaviranje rasti kvasovk Saccharomyces cerevisiae, izpostavljenih vzorcu iztoka ¢istilne naprave C.
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4322 Rezultati testa YES

Estrogenske aktivnosti brez dodatka encima nismo zaznali v iztoku cistilne naprave C
(slika 26), prisotna je bila po dodatku encima pri vzorcih, eluiranih z metanolom in
etilacetatom (slika 27), in je bila najvisja (61 %) pri najvisji koncentracijski vrednosti

vzorca, eluiranega z etilacetatom (preglednica 6).
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Slika 26: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec iztoka Cistilne naprave C, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja nicelni vzorec.
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Slika 27: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec iztoka Cistilne naprave C, eluiran z metanolom in etilacetatom,
po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni
vzorec.
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Preglednica 6: Estrogenska aktivnost iztoka &istilne naprave C pred dodatkom in po dodatku encima f-
glukoronidaze, izra¢unana glede na dobljeno vrednost 3-gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne | 1250,00 | 625,00 |312,50 |156,25 |78,12 39,06 19,53 9,76

vode (%)

Topilo Estrogenska aktivnost (%)

Metanol (pred

dodatkom encima) 0 0 0 0 0 0 0 0

Etilacetat (pred

dodatkom encima) 0 0 0 0 0 0 0 0

Me'ganol (po dodatku 55 47 31 19 12 0 0 0

encima)

Etilgcetat (po dodatku 61 39 1 10 17 10 0 0

encima)

*Zaviranje rasti je ve¢je od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo rac¢unali.
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4.4 ZAVIRANJE RASTI KVASOVK IN ESTROGENSKA AKTIVNOST V
VZORCIH VTOKA IN IZTOKA CISTILNE NAPRAVE D

Pri (cistilni napravi D smo na vtoku zaznali najvecje zaviranje rasti kvasovk, saj smo
zaviranje zaznali tudi pri redCeni vrednosti originalnega vzorca (slika 28). Zaviranje rasti je
bilo tudi na iztoku v primerjavi z ostalimi vzorci iz Cistilnih naprav visoko (slika 31).
Visoko zaviranje rasti na vtoku je onemogocilo zaznanje estrogenske aktivnosti, ki smo jo
zaznali Sele po dodatku encima. Na iztoku smo zaznali EA pri vzorcih, eluiranih z
etilacetatom, pri vseh koncentracijskih vrednostih, medtem ko smo pri vzorcih, eluiranih z

metanolom, zaznali EA pri nizjih koncentracijskih vrednostih (slika 32 in preglednica 8).

4.4.1 Vtok
44.1.1 Zaviranje rasti kvasovk

Na sliki 28 je prikazano zaviranje rasti kvasovk, ki je bilo prisotno pri vzorcih, eluiranih z
metanolom in etilacetatom. Zaviranje rasti kvasovk se pojavlja tudi pri nizkih

koncentracijskih vrednostih oz. Ze pri redCeni vrednosti originalnega vzorca. Prisotno je

tudi pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom.
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Slika 28: Zaviranje rasti kvasovk Saccharomyces cerevisiae, izpostavljenih vzorcu vtoka ¢istilne naprave D.
4412 Test YES

EA se ni pokazala v nobeni od koncentracijskih vrednosti, kar je razvidno na sliki 29 in

tudi v preglednici 7. Po dodatku encima se je zelo povecala le pri vzorcih, eluiranih z
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etilacetatom (slika 30). Najvi§ja vrednost je bila zaznana pri 6,25-kratnem koncentratu

originalnega vzorca, le-ta je znaSala 128 % (preglednica 7).
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Slika 29: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec vtoka Cistilne naprave D, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja nicelni vzorec.
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Slika 30: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec vtoka Cistilne naprave D, eluiran z metanolom in etilacetatom,

po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni
VZorec.
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Preglednica 7: Estrogenska aktivnost vtoka Cistilne naprave D pred dodatkom in po dodatku encima (-
glukoronidaze, izra¢unana glede na dobljeno vrednost -gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne | 1250,00 |625,00 |312,50 |156,25 |78,12 39,06 19,53 9,76
vode (%)

Topilo Estrogenska aktivnost (%)
Metanol (pred |, * - * -
dodatkom encima) 0 21 20
Etilacetat (pred | . -
dodatkom encima) 0 0 0 0 0 0
Metanol (po dodatku |, 0 0 0 0 0 0 0
encima)
SR o eEmkiu BR 93 128|115 |92 73 63 37
encima)

*Zaviranje rasti je ve¢je od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo rac¢unali.

4.4.2 Iztok
44.2.1 Zaviranje rasti kvasovk

Tudi pri vzorcu iztoka Cistilne naprave D je bilo prisotno zaviranje rasti kvasovk in se

pojavlja vse do koncentracijske vrednosti 625 % pri vzorcih, eluiranih z metanolom (slika
31).
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Slika 31: Zaviranje rasti kvasovk Saccharomyces cerevisiae, izpostavljenih vzorcu iztoka &istilne naprave D.
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4422

Rezultati testa YES

Na iztoku Ccistilne naprave D je bila EA prisotna pri vzorcih, ki smo jih eluirali z

metanolom (slika 32), najvisja (68 %) je bila pri koncentracijski vrednosti 78,12 %

(preglednica 8). Pri vzorcih, ki smo jih eluirali z etilacetatom, je bila EA vecja od 80 % pri

srednjih koncentracijskih vrednostih (preglednica 8). Dodatek encima je povisal EA pri

vzorcih, eluiranih z etilacetatom (slika 33), najve¢ (za ve¢ kot 100 %) se je povecala pri

najvisjem koncentratu (2500-odstotnem).
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Slika 32: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec iztoka Cistilne naprave D, eluiran z metanolom in etilacetatom.
E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni vzorec.
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Slika 33: Aktivnost B-galaktozidaze za vzorec iztoka Cistilne naprave D, eluiran z metanolom in etilacetatom,
po dodatku encima B-glukoronidaze. E2 predstavlja pozitivno kontrolo, P negativno, B pa predstavlja ni¢elni

VzZorec.
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Preglednica 8: Estrogenska aktivnost iztoka &istilne naprave D pred dodatkom in po dodatku encima (-
glukoronidaze, izra¢unana glede na dobljeno vrednost -gal pri najvisji koncentraciji E2.

Koncentrat odpadne vode | 2500,00 |1250,00 |625,00 |312,50 |[156,25 |78,12 39,06 19,53

(%)
Topilo Estrogenska aktivnost (%)
Metanol (pred
dodatkom encima) * * * 12 54 68 56 42
Etilacetat (pred
dodatkom encima) 28 56 69 86 89 82 56 36

Metanol (po dodatku
encima) 0 0 24 27 23 15 0 0

Etilacetat (po dodatku
encima) 138 95 101 93 92 94 60 40

*Zaviranje rasti je ve¢je od 50 %, zato estrogenske aktivnosti nismo rac¢unali.
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4.5 GC-MS

Z analizo na SPME/GC-MS smo zaznali E2 le pri vzorcu vtoka ¢istilne naprave D, Ki je bil

eluiran z metanolom. V vzorcu je bilo zaznati E2 v koncentraciji 0,02 pg/L.
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Slika 34: Kromatogram vzorca iz vtoka ¢istilne naprave D (analiza SPME/GC-MS).

Slika 34 prikazuje kromatogram za vzorec iz vtoka Cistilne naprave D, kjer x-0s predstavlja
retencijski Cas (Cas potovanja spojine po koloni GC), y-os pa povr§ino pod pikom

(pogostost pojavljanja spojine v vzorcu).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 TEST YES

511 Zaviranje rasti kvasovk

Na cistilno napravo A doteka meSanica komunalne, industrijske in padavinske odpadne
vode. Kar 37 volumskih % od celotne doto¢ne odpadne vode je industrijskega izvora iz
razlicnih  panog (farmacevtska, klavniSka, prehrambna, pohiStvena, kemijska,
kovinskopredelovalna, tekstilna industrija, pralnice tekstila, deponijska izcedna in odpadne
vode ostalih profitnih dejavnosti ter ostalega gospodarstva). NaSi rezultati merjenja
zaviranja rasti kvasovk, izpostavljenih temu vzorcu, so bili temu primerni. Rast kvasovk je
bila zelo slaba, visoko zaviranje rasti smo izmerili pri visjih vrednostih koncentratov
odpadne vode, zaviranje pa je bilo prisotno tudi pri visokih red¢itvah koncentrata (slika
10). Na iztoku iste Cistilne naprave zaviranja rasti ni bilo (slika 13). Pri tem je treba
omeniti razliko v zaviranju rasti v primeru uporabe razlicnega elucijskega topila. Pri
uporabi metanola kot elucijskega topila je bilo namre¢ zaviranje rasti zelo visoko, medtem
ko je bilo v primeru uporabe etilacetata zelo nizko 0z. ga ni bilo. Zaviranje na vtoku je bilo
najvisje pri 25-kratnem koncentratu originalnega vzorca (0z. 2500-odstotnem koncentratu)
in pri 12,5-kratnem koncentratu originalnega vzorca (0oz. 1250-odstotnem koncentratu),
eluirana z metanolom (88- in 89-odstotno), pri etilacetatu je bilo zaviranje najvisje (50-
odstotno) pri najvisjem koncentratu, 2500-odstotnem. Na iztoku je bilo prisotno 50-
koncentrata, 2500-odstotni, pri drugih vrednostih koncentratov zaviranja ni bilo. Pri
vzorcih, eluiranih z etilacetatom, je bilo zaviranje izredno majhno (cca 10 %) oz. ga ni
bilo.

Tudi pri analizi vzorca B, kamor dotekata tako gospodinjska kot industrijska odpadna
voda, opazimo razliko v zaviranju rasti na vtoku in iztoku. Zaviranje rasti kvasovk je bilo v
primeru izpostavljenosti le-teh vtoku vzorca B, eluiranem z metanolom, prisotno do 1,56-
kratnem koncentratu originalnega vzorca (0z. 156,25-odstotnega koncentrata). V primeru
izpostavljenosti kvasovk istega vzorca, eluiranega z etilacetatom, zaviranja rasti kvasovk ni

bilo zaznati (slika 16). Analiza iztoka vzorca B je pokazala, da je bilo zaviranje rasti
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kvasovk prisotno samo pri kvasovkah, izpostavljenim vzorcu, eluiranim z metanolom, pri

najvisji vrednosti koncentrata (1250 %) — ta je znasala 53 % (slika 19).

Pri analizi vzorca C, ki zbira gospodinjsko odpadno vodo, je bilo prisotno zaviranje rasti
kvasovk na vtoku pri vzorcih, spranih z metanolom, in sicer je bilo pri 1250-odstotnem
koncentratu 86,8-odstotno zaviranje rasti in pri 625-odstotnem koncentratu 62,7-odstotno
zaviranje rasti (slika 22). Na iztoku je bila rast kvasovk nemotena, tako v primeru uporabe

elucijskega topila metanola kot tudi v primeru etilacetata (slika 23).

Vrednosti zaviranja rasti kvasovk so bile najve¢je pri analizi vzorca D, pri katerem imamo
opravka z odpadno vodo iz objektov reje domacih zivali. Pri 1250- in 625-odstotnem
koncentratu vtoka, eluiranega z metanolom, je bilo zaviranje rasti kvasovk 91-odstotno,
najnizje (53,8 %) pa je bilo Ze pri redéeni vrednosti originalnega vzorca. V primeru
izpostavljenosti kvasovk vtoku vzorca D je bilo mogoce zaznati zaviranje rasti tudi v
vzorcih, eluiranin z etilacetatom. Pri najvi§ji vrednosti koncentrata, eluiranega z
etilacetatom, je bilo zaviranje rasti kvasovk zelo podobno vrednostim pri vzorcih, eluiranih
z metanolom (92 %) (slika 28). Tudi ob izpostavljenosti kvasovk iztoku iz ¢istilne naprave
D je bilo prisotno zaviranje rasti, vendar se v nasprotju z ostalimi odpadnimi vodami le-to

pojavlja vse do 6,25-kratnega koncentrata originalnega vzorca (slika 31).

Iz dobljenih rezultatov za zaviranje rasti kvasovk lahko sklepamo, da je bilo le-to najvecje
ob izpostavljenosti kvasovk vzorcem cistilnih naprav, v katere dotekajo poleg komunalne
odpadne vode tudi odpadne vode iz industrije. Na tem mestu Se posebej izstopa odpadna
voda iz vzorénega mesta D, saj je bilo zaviranje rasti kvasovk prisotno tudi na iztoku pri

nizjih vrednostih koncentrata.

Na splosno je bilo zaviranje rasti kvasovk pri vzorcih, eluiranih z metanolom, visje Kot pri
vzorcih, eluiranih z etilacetatom. Razlog za to je najverjetneje dejstvo, da smo kolone
najprej izpirali z metanolom, ki je iz kolone izpral strupene snovi, ki so zavirale rast
kvasovk. Pri drugem izpiranju, kjer smo uporabili etilacetat, je bilo le-teh posledi¢éno manj,
ker je oCitno ze metanol spral strupene snovi. Resitev najverjetneje ponuja dodaten korak
¢is¢enja vzorcev. V praksi se uporabljajo kolone s silika gelom (Ternes in sod., 1999),

HPLC frakcioniranje (Huang in Sedlak, 2001), frakcioniranje v amino (NHz) kolonah

(Belfroid in sod., 1999) in gelska kromatografija (Ternes in sod., 2002).
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Vzorcev, pri katerih je bilo prisotno ve¢ kot 50-odstotno zaviranje, nismo uporabili za

nadaljnje racunanje estrogenske aktivnosti.

512 Estrogenska aktivnost vzorceyv iz istilnih naprav

Cistilne naprave so v okolju pomemben tokovni vir hormonskih motilcev. Veliko
ksenoestrogenov se v iztokih pojavlja v rangu pg/l, medtem ko se naravni estrogeni
gibljejo v rangu ng/l. Mnogo avtorjev (Desbrow in sod., 1998; Koérner in sod., 2001; Onda
in sod., 2003; Routledge in sod., 1998) potrjuje, da so na iztokih komunalnih ¢istilnih
naprav prisotni steroli, naravna hormona E2 in E1 ter sinteti¢ni hormon EE2, ki so glavni

povzrocitelji estrogenske aktivnosti.

Pri analizi vzorca ¢istilne naprave A smo na vtoku zaznali estrogensko aktivnost (EA) pri
vzorcih, eluiranih z etilacetatom (slika 11), in ta je padala premo sorazmerno z manjSanjem
vrednosti koncentrata. Najvisja estrogenska aktivnost (70 %) je tako bila zaznana pri
12,50-kratnem koncentratu originalnega vzorca (oz. 1250-odstotnem koncentratu)
(preglednica 1), zaznali pa smo jo tudi Se pri redéenih vzorcih. Tudi na iztoku je bila
prisotna estrogenska aktivnost le pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom (slika 14), vse tja do
625-odstotnega koncentrata, kjer je znasala dobrih 64 % (preglednica 2). Pri 1250-odstotni
koncentracijski vrednosti je bila estrogenska aktivnost na iztoku enaka kot na vtoku. Pri

ostalih vrednostih koncentrata pa je bila EA na iztoku manjSa kot na vtoku.

Pri analizi vzorca ¢istilne naprave B smo estrogensko aktivnost zaznali pri vzorcih,
eluiranih z etilacetatom in metanolom. Na vtoku pri 1250-odstotnem koncentratu je bila
ugotovljena 65-odstotna estrogenska aktivnost in je sorazmerno padala z vrednostjo
koncentratov vse do 312,50-odstotnega koncentrata, kjer je znasala 52 % (preglednica 3).
Na iztoku (preglednica 4) je bila prisotna pri 1250-odstotnem koncentratu (62 %) in pri

625-odstotnem (57 %) pri vzorcih, ki smo jih eluirali z etilacetatom.

Tudi pri analizi vzorca ¢istilne naprave C smo estrogensko aktivnost zaznali le pri vzorcih,
eluiranih z etilacetatom. Opazili smo, da estrogenska aktivnost pada sorazmerno z
manjsanjem vrednosti koncentrata. Tako je bila najvisja EA (63 %) zaznana pri najvisjem
koncentratu (1250-odstotnem), pri 625-odstotnem koncentratu je bila zaznana nizja EA

(61 %) itn. (preglednica 5). Na iztoku iste Cistilne naprave (vzorec C) nismo zaznali
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nobene estrogenske aktivnosti, ne pri vzorcih, eluiranih z metanolom, kakor tudi ne pri

vzorcih, ki smo jih eluirali z etilacetatom (preglednica 6).

Vzorec iz vtoka Cistilne naprave vzorénega mesta D zaradi previsoke inhibicije rasti
kvasovk ni pokazal nobene estrogenske aktivnosti. Na iztoku, kjer je bilo manjse zaviranje
rasti kvasovk, pa se je pokazala estrogenska aktivnost. EA je bila prisotna pri vzorcih, ki
smo jih eluirali z metanolom, najvi§ja (68 %) pa je bila Ze pri redéenem vzorcu
originalnega vzorca (78,12-odstotnem koncentratu). Vzorci, ki so bili elurani z
etilacetatom, pa so pokazali najvisjo EA pri koncentratih 312,50 %, 156,25 % in 78,12 %,
kjer je le-ta znaSala ve¢ kot 80 % (preglednica 8).

Vzorce za analizo smo poskusali pripraviti isti dan, kot je potekala analiza, kar se je ze v
preteklosti pokazalo za dobro prakso (McArdell in sod., 2006). Pri pripravi vzorcev smo
naleteli na doloCene tezave, ki bi morda lahko imele vpliv na kon¢ne rezultate. Priprava
vzorcev za analizo je vkljucevala filtracijo, v¢asih pa je bilo treba vzorce predhodno tudi
centrifugirati. Zato smo pred postopkom SPE vzorce, ki so vsebovali veliko necisto¢ 0z.

usedljivih delcev, najprej filtrirali oz. zelo neciste vzorce smo pred tem Se centrifugirali.

Vzorce smo do analize hranili na 4 °C. V nekaterih eksperimentih so za hranjenje vzorcev
pred analizo uporabili tudi konzervanse, ki bi naj dodatno preprecili biolosko razgradnjo
estrogenov med samim hranjenjem vzorcev. Za to se uporablja postopek acidifikacije, s

katerim uravnamo pH na 3 ali 4 (Rutishauser in sod., 2004).

513 Estrogenska aktivnost vzorcev vode po dekonjugaciji

Pri vzorcu, odvzetem na vtoku cistilne naprave A, se je estrogenska aktivnost po dodatku
encima, ki dekonjugira estrogene, povisala pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom pri
je pri teh vzorcih dosegla skoraj 100 % estrogenske aktivnosti E2. Zanimivo je, da se je
podobno visoka estrogenska aktivnost pojavila pri 25-kratnem koncentratu originalnega
vzorca (2500-odstotni koncentrat), kjer je pred dodatkom encima rasti sploh ni bilo. Pri
manjsih vrednostih koncentrata se je estrogenska aktivnost nekoliko zmanjsala v
primerjavi z estrogensko aktivnostjo vzorca, ki ni bil izpostavljen procesu dekonjugacije.
Na iztoku (preglednica 2) smo po dodatku encima zaznali estrogensko aktivnost tudi pri

vzorcih, eluiranih z metanolom. Le-ta je bila visoka, 81 % pri 1250-odstotnem koncentratu.
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Pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom, se je estrogenska aktivnost povecala pri vseh
koncentratih, Kkjer je bila prisotna pred dodatkom encima (za cca 30 %), pojavila pa se je
tudi pri 156-odstotni koncentracijski vrednosti (znasala je 51 %), kjer je pred dodatkom
encima ni bilo. Vrednosti EA padajo sorazmerno z vrednostjo koncentrata — man;jsi je
koncentrat, manjsa je EA. Na splosno je na iztoku opaziti, da se po dodatku encima EA

zvisa pri vseh vrednostih koncentrata, medtem ko se je na vtoku ob dodatku encima

eyee

Analiza vzorca B po dodatku encima za dekonjugacijo estrogenov je podobno kot analiza
vzorca A pokazala, da se je EA zaradi dodatka encima na vtoku pri vzorcih, eluiranih z
etilacetatom, povecala le pri najvis§ji vrednosti koncentrata (za slabih 20 %), medtem ko se
je pri ostalih dveh vrednostih koncentrata EA znizala, pri 625-odstotnem koncentratu se je
znizala za 7 %, pri 312,50-odstotnem pa za dobrih 13 % (preglednica 3). Encim je povecal
Stevilo aktivnih spojin z estrogenim delovanjem pri vzorcih, eluiranih z metanolom.
Najvisja EA je bila pri 78,12-odstotnem koncentratu, in sicer 81 %. Na iztoku (preglednica
4) se je pojavila EA pri vzorcih, spranih z metanolom, Sele po dodatku encima (pri 625-
odstotnem koncentratu) je znasala dobrih 74 %, pri 312,50-odstotnem koncentratu pa 61
%. Pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom, se je EA po dodatku encima povecala pri vseh
vrednostih koncentrata. Najve¢, za 34 % se je povecala pri najvi§jem koncentratu (1250-
odstotnem). Tudi na iztoku vzorca B opazimo, da vrednosti po dodatku encima narastejo

pri vseh vrednostih koncentrata in da linearno padajo z vrednostjo koncentrata.

Dodan encim v vzorcu iz vtoka cistilne naprave C ni bistveno povecal EA pri vzorcih,
eluiranih z etilacetatom, pri vzorcih, eluiranih z metanolom, pa je povzrocil, da se je EA
sploh zaznala (preglednica 5). Ko smo vzorcem iz iztoka Cistilne naprave C dodali encim,
je bila ugotovljena EA pri vseh vzorcih, najvi§ja je bila pri vzorcu, eluiranem z
etilacetatom (pri najvi§jem koncentratu), in sicer je znaSala 62 %. Tudi tukaj rezultati
nakazujejo na soodvisnost med vrednostmi koncentrata in EA, saj EA pada z vrednostjo

koncentrata (preglednica 6).

Dodatek encima je na vtoku cistilne naprave D (preglednica 7) mo¢no spremenil sliko o
prisotnosti spojin z estrogenskim delovanjem, saj se je pokazalo, da so le-te prisotne,
vendar so bile v neaktivni obliki. Tudi v tem primeru smo zaznali EA le pri vzorcih,

eluiranih z etilacetatom. Po dodatku encima je bila le-ta zelo visoka. Najvisjo vrednost je
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dosegla pri 3,12-kratnem koncentratu originalnega vzorca, in sicer kar 128 %. Od te
vrednosti koncentrata EA pada sorazmerno z vrednostjo koncentrata. Pri prvih dveh
Cistilnih naprav je bila visoka $e pri redéenem vzorcu originalnega vzorca (64 % EA). Na
iztoku (preglednica 8) je dodatek encima povisal EA pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom,
in sicer je prislo do najvecje spremembe pri najvi§jem koncentratu (2500-odstotnem) za
ve¢ kot 100 % (z 28 % na 138 %). Pri 1250-odstotnem koncentratu se je povecala za
dobrih 40 % (s 56 % na 95 %), pri 312,5-odstotnem koncentratu za 7 % (s 86 % na 93 %),
povecala se je tudi pri drugih vrednostih koncentratov. Pri vzorcih, eluiranih z metanolom,
se estrogenska aktivnost ni povecala v nobenem primeru. Na podlagi dobljenih rezultatov

lahko podamo naslednje sklepe:

— Zaviranje rasti kvasovk je bilo vecje na vtokih na ¢istilne naprave kot na
iztokih iz distilnih naprav, kar pomeni, da obstojee Cistilne naprave

uc¢inkovito odstranijo strupene snovi, Ki zavirajo rast kvasovk.

— Vecje zaviranje rasti kvasovk je bilo pri bolj koncentriranih vzorcih

odpadne vode.

evee

prisotno zaviranje rasti kvasovk, ki je onemogoc¢ilo preverjanje prisotnosti
estrogenske aktivnosti v vzorcih. Za izboljsavo tega problema predlagamo

dodatno c¢iS¢enje z npr. uporabo kolon s silika gelom, s ¢imer bomo

odstranili Se ve€ strupenih snovi in s tem zmanjSali zaviranje rasti kvasovk.

— Estrogenska aktivnost se je pojavila v ve€ini primerov pri vzorcih, eluiranih

z etilacetatom, in je padala sorazmerno z manjSanjem vrednosti koncentrata.

— Po procesu dekonjugacije se je estrogenska aktivnost povecala, kar je lepo
vidno na iztokih. Najvisje povecanje EA smo zaznali pri 2500-odstotnem
koncentratu vzorca iz iztoka Cistilne naprave D (z 28 % na 138 %). Pojavila
se je tudi pri vzorcih, eluiranih z metanolom, kjer pred dodatkom encima

rasti kvasovk sploh ni bilo.
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V iztokih preiskovanih distilnih naprav se spojine z estrogenskim
delovanjem nahajajo delno ali pretezno v neaktivni obliki, medtem ko se na

vtokih nahajajo delno v neaktivnih oblikah.

Kemijska analiza s SPME/GC-MS-jem ni pokazala prisotnosti E2 0z. EE2 v
vzorcih iz Ccistilnih naprav A, B, C in D. Razlog se nahaja v tem, da
obstojeca analitska metoda ni dovolj obcutljiva. Izjema je vtok vzorca
Cistilne naprave D, Ki smo ga eluirali z metanolom, Kjer je bilo zaznati

spojino E2.

Z bioloskim testom YES smo zaznali spojine z estrogensko aktivnostjo, s
kemijsko metodo SPME/GC-MS pa le-teh nismo identificirali (izjema
vzorec vtoka Cistilne naprave D). Razloga sta dva. Prvi je ta, da estrogensko
aktivnost v naSih vzorcih povzrocajo druge spojine, ki jih z metodo
SPE/GC-MS nismo niti iskali. Drugi mozen vzrok pa je, da so bile
koncentracije E2 0z. EE2 v vzorcih tako nizke, da jih z obstoje¢o metodo

nismo mogli zaznati, so pa povzrocile estrogenski odgovor v testu YES.

Tudi v slovenskih odpadnih vodah so prisotne spojine z estrogenskim
delovanjem, najvisje vrednosti estrogenske aktivnosti smo zaznali na Cistilni

napravi D na iztoku pri 156,25-odstotnem koncentratu, kjer je znasala 89 %.

Glede na rezultate lahko:

1. potrdimo, da s testom YES lahko zaznamo estrogensko aktivnost v

odpadnih vodah;

2. potrdimo, da s testom YES lahko zaznamo prisotnost spojin E2 in

EE2 v vtokih in iztokih razli¢nih komunalnih ¢istilnih naprav;

3. potrdimo, da s testom YES lahko preverimo ucinkovitost €istilnih

naprav pri odstranjevanju estrogensko aktivnih spojin;

4. potrdimo, da se s procesom dekonjugacije z encimom B3-

glukuronidaza estrogenska aktivnost poveca.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaklju¢imo, da je test YES primerna metoda za

zaznavanje spojin z estrogenskim delovanjem. in predlagamo, da bi test uzakonili kot
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biolosko metodo pri oceni in kontroli kakovosti odpadnih voda. Skupaj z Ze uzakonjenimi
kemijskimi analitskimi metodami bi ta metoda dala bolj natan¢en in celovit odgovor o

prisotnosti ksenoestrogenov v slovenskih odpadnih vodah.

Predlagamo tudi, da bi detekcijski prag testa YES z ustreznimi metodami genskega
inzineringa $e znizali, da bi lahko zaznavali spojine z estrogenskim delovanjem tudi v pitni
vodi.
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6 POVZETEK

V skupino hormonskih motilcev spadajo naravni in sinteticni hormoni ter spojine, ki
oponasajo delovanje hormonov (pesticidi, fitofarmacevtska sredstva, povrSinske aktivne
snovi, organske kisikove spojine, poliklorirane spojine itn.). S svojim delovanjem vplivajo

predvsem na reprodukcijski sistem in posledi¢no na rast in razvoj celotnega organizma.

Za ugotavljanje prisotnosti in aktivnosti hormonskih motilcev v vodnih ekosistemih se
uporabljajo tako kemijske metode kakor tudi bioloske metode. Z uporabo bioloskega
preskusa dobimo bolj celovit pogled na to, kakSen vpliv ima dejansko meSanica kemikalij

v vzorcu na doloc¢en organizem v vodnem ekosistemu.

Iztoki cistilnih naprav predstavljajo pomemben vir onesnaZenja s steroli, naravnima
hormonoma E2 in El ter sinteticnim hormonom EE2, ki so glavni povzrocitelji
estrogenske aktivnosti. Glede na globalno prisotnost motilcev v vodnih okoljih smo
predvidevali, da tudi slovenski iztoki in reke niso izjema glede onesnazenja s hormonskimi

motilci.

V nalogi smo preverjali prisotnost hormonskih motilcev z estrogenskim delovanjem na
vtokih in iztokih razli¢nih Cistilnih naprav. Vzorce smo najprej koncentrirali s t. i.
postopkom ekstrakcije na trdnih nosilcih v kolonski izvedbi (SPE). Pri tej metodi smo
uporabili Water Oasis kolone in dve topili — metanol in etilacetat. Koncentrirane vzorce
smo analizirali na estrogensko aktivnost s testom YES. To je bioloski test, pri katerem za
ugotavljanje prisotnosti estrogenov in estrogensko aktivnih snovi v vodnih vzorcih

uporabljamo gensko spremenjene kvasovke Saccharomyces cerevisiae.

Izvedli smo tudi dekonjugacijo z dodajanjem encima B-glukoronidazo in nato opazovali,

ali se je estrogenska aktivnost vzorcev povecala.

Rezultati so pokazali, da je prisotno visoko zaviranje rasti kvasovk, ki je bilo po nasih
pricakovanjih vecje na vtokih kot na iztokih Cistilnih naprav. Vecje zaviranje rasti je bilo
pri vzorcih, eluiranih z metanolom, saj je bilo to prvo topilo, s katerim smo eluirali vzorce,

in je posledi¢no iz vzorca odstranilo vec¢ strupenih snovi kot pozneje etilacetat.
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Estrogenska aktivnost se je pojavila v vecini primerov pri vzorcih, eluiranih z etilacetatom,

in je padala sorazmerno z manjSanjem vrednosti koncentrata.

Po izvedbi dekonjugacije se je estrogenska aktivnost povecala, kar je lepo vidno na iztokih.
To pomeni, da Cistilne naprave ne odstranijo spojin z estrogensko aktivnostjo oz. da med
samim procesom Cis¢enja preidejo v neaktivno obliko in nato v vodno okolje, kjer je
mogoca njihova ponovna aktivacija. Pojavila se je tudi pri vzorcih, eluiranih z metanolom,

kjer pred dodatkom encima rasti kvasovk zaradi strupenih snovi sploh ni bilo.

S kemijsko analizo SPME/GC-MS smo zaznali E2 le pri vzorcu iz vtoka cistilne naprave

D, ki smo ga eluirali z metanolom.

Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da je test YES primeren za doloCevanje
hormonskih motilcev v vodah. Predlagamo dodatno ¢iséenje vzorca, s katerim bi iz
vzorcev odstranili strupene snovi, ki zavirajo rast kvasovk. Zaklju¢imo lahko Se, da so
hormonski motilci prisotni tudi v nasih odpadnih vodah in lahko po izpustih v povrSinske

vode vplivajo na vodne organizme in onesnazujejo vodne ekosisteme.
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