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Ze pred desetletji so znaweniki zaseli opozarjati na nepopolno odstranjevanje estro
aktivnih spojin iz odpadnih vod #wistilnih napravah in na posledice le-tega. Takovso
mnogih drZzavah ugotovili spremembe v spolnem raz¥ojrazmnoZzevanju ritki Zivijo v
rekah za iztoki4 ¢istilnih naprav ter dokazali povezavo med Skodfjivii¢inki na ribah ir
prisotnostjo estrogeno aktivnih spojin v vodah. &&mji trendi monitoringa odpadnih voda
teZijo k celostnemu pristopu, kar vidjuje tako kemijske analitske metode kot tudi bikéo3
metode. Za monitoring estrogene aktivnatbljskih vzorcev se danes velikokrat upora
test YES (Yeast Estrogen Screen). Z optimizacigtateYES je bila dokazana njegova
specifénost in olutljivost za zaznavanje estrogeno aktivnih spopose®bnihvezave n
estrogeni receptor, kot so f}éstradiol (E2), ld-etinilestradiol (EE2), bisfenol A (BPA
nonilfenol (NP), genistein (G) in metoksiklor (Mpolo¢eni so bili optimalni parametri
izvedbe testa YES. Z uvedenim testom YES je bilavgmena estrogena aktivnost
slovenskih odpadnih voda, ptemer je bilo ugotovljenoda so estrogeno aktivhe spo
prisotne tako na vtokih odpadnih voda distilne naprave kot tudna iztokih izistilnih
naprav, kar pomeni, daS¢enje odpadnih vod néstilnih napravah z obstajeni procesini
dovolj winkovito za odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin. Z rapo razlénih
oksidacijskih postopkov (ozonacija, Fentonova oksid, fotolitska/ fotokatalitske
oksidacija, mokra oksidacija/ katalitska mokra dksija) je bila opravijena Studi
odstranjevanja estrogeno aktivnih spojin (E2, BEBIPA) iz vodnih vzorceMJ¢inkovitost
teh oksidacijskih postopkov je bila preverjena sigko analizo (SPME/G®AS in HPLC)
in bioloSkim testom (test YES). Uporabljeni oksiifsld postopki so biliuspesni pi
pretvorbi naravnega in sinté&tiega estrogena E2 in EE2 ter ksenoestrogena Bf#ec
uporabljenih oksidacijskih postopkov se je za diakovitejSega izkazgbostopek katalitsk
mokre oksidacije ob uporabi katalizatorja Fi&@i Ru(3%)/TiQ, kjer je bila zaznangakc
popolna pretvorba E2 in BPA kot tudi popolna odsitev njune estrogene aktivnosti.
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AB Water pollution with endocrine disrupting compoufB®Cs), which are daily released i
aquatic environment, is gaining an increasing arhooin attention from scientis
worldwide. The presence of EDCs in effluents andase waters has been shown to re
in adverse effects on aquatic organisms. Therefare,efficient control of EDCs
wastewater based on biological and analytical tegls is required. In our stuc
optimization of a yeast estrogen screen (YES) absaybeen carried outhe optimize
YES assay was sensitive and responded speciftoathe selected estrogenic compouimds
aqueous samples, such asB-kstradiol (E2), la-ethinylestradiol (EEZ2), bisphenol
(BPA), nonylphenol (NP), genisteine (G) and metdigc (M). The introduced YES ass
was used to investigate the estrogenic activitynfiients and effluents from differe
wastewater treatment plants (WWTPSs) in Slovenia presence of EDGsas determine
in influents and effluents, which indicates thae tjpresent treatment processart
insufficient in removing all estrogens and xenamgtns fromwastewaters. Furth
different advanced oxidation processes (AORs)ch as ozonation, Fenton oxidat
photolytic/ photocatalytic oxidation, wet air/ cgtéic wet air oxidation,has been used 1
removal of different EDCs (E2, EE2 and BPA) fronuaqus samples. Efficiency of lat
processes has been studied by chemical analyticahiqgue (SPME/GGAS or HPLC) ani
biological technique (YES assay). AOPs mention abasere successfull inemoval o
natural and synthetic estrogens E2 and EE2 andes&mogen BPA. The highest efficiency
was determined for catalytic wet air oxidation Igyng TiO, or Ru(3%)/TiQ catalyst, sinc
total removal of E2 and BPA as well as total remhayatheir’s estrogenic activity wi
detected.
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hER Cloveski receptor za estrogen (Human Estrogen Redept

HPLC Tekadinska kromatografija visoke étivosti (High Performance Liquid
Chromatography; High Pressure Liquid Chromatography

logKow Logaritem koeficienta porazdelitve oktanol/vodal©@ctanol-Water
Partitioning Coefficient)

MeOH Metanol (Methanol)

P Progesteron (Progesterone)

PAH Policiklicni aromatski ogljikovodiki (Polycyclic Aromatic Hydcarbons)

PCB Poliklorirani bifenili (Polychlorinated Biphelsy

PFPA Anhidrid pentaflouropropionske kisline (Pentaflupropionic
Anhydride)

RIA Radio-imunski test (RadiolmmunoAssay)

RU/TiO, Rutenij na titanovem dioksidu (Rhutenium on TitamiDioxide)
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SiC Silicijev karbid, inerten material (Silica Catb, Inert Material)

SPE Ekstrakcija na trdni fazi (Solid Phase Extoamti

SPME Mikroekstrakcija na trdni fazi (Solid Phasechiextraction)

T Testosteron (Testosterone)

TiO, Titanov dioksid (Titanium Dioxide)

TOC Vsebnost celotnega organskega ogljika (Totgb@ic Carbon content)

uv Ultravijoli ¢na svetloba (Ultraviolet Light)

Vitg Vitelogenin (Vitellogenin)

WAO Mokra oksidacija (Wet Air Oxidation)

YES Test dol@anja estrogene aktivnosti s kvasovkami (Yeast GstidcGcreen
Assay)

A Valovna dolzina (Wavelength) (nm)
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1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZE

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Vsakodnevno v okolje izpustimo preceguvemikalij oz. onesnazeval kot jih okolje samo
lahko sprejme, kar je nadalje povezano s problenmramgradnje, saj vemo, da so
industrijsko proizvedene kemikalije v &iri tezko (bio)razgradljive. Kopenje le-teh v

okolju ima tako kratkoréne kot tudi in predvsem dolganoe posledice na zivljenske

zdruzbe v ekosistemu.

Ene izmed taksnih spojin z dolgéromi posledicami so spojine z estrogenim delovanjem
To so spojine, ki so sposobne z vezavo na estrageaptor in s tem z njegovo aktivacijo
0z. deaktivacijo, ali pa z vplivom na proizvodnj@nsformacijo, aktivnost in/ali iztanje
hormonov estrogenov, vplivati na ravnovesje hornvono telesu. Posledino lahko
porusSitev hormonskega ravnovesja poverdtevilne nepravilnosti v razvoju in
razmnoZevanju organizmov, posredno pa lahko tulivarma nastanek, razvoj in potek

dolocenih bolezenskih stan;.

Kot okoljski problem so se spojine z estrogenimodahjem z#&ele omenjati Zze v 90-tih
letih 20. stoletja. Prva alarmna spéita so priSla iz Velike Britanije Ze leta 1993, jeoza
iztokom ¢istilne naprave prislo do pojava hermafroditizmarfrah (ENDS, 1993, cit. po
De Mes, 2007). Sledile so prve znanstvene pubj&ata to temo, tako je v letu 1996
AmeriSka agencija za z&a® okolja objavila neZzelene zdravstvene vplive jspa
estrogenim delovanjem na organizme, ki so tem sawji izpostavljeni (Barlow, 2001).
Rezultat vseh teh raziskav je bila med drugim ta@intifikacija spojin z estrogenim
delovanjem, kamor spadajo tako naravne spojine,tldit spojine, ki jih je proizvedel
¢lovek (ksenoestrogenieprav véina spojin z estrogenim delovanjem ni vkgmih v
seznam prednostnih snovi, ki ga je zasnovala Ekeopmija v sklopu direktive o vodi
(Directive 2008/105/EC), so Stevilni raziskovalcrepricani, da potrebujejo posebno
pozornost, saj predstavljajo potencialno tvegange arganizme, ki zivijo v okolju
onesnazenem z estrogeno aktivnimi spojinami (Bunsctsod., 2004; Nicolopoulou-
Stamati in sod., 2000; Sumpter, 2005; Ternes in, 2094, idr.).
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1.2 ESTROGENO AKTIVNE SPOJINE

1.2.1 Endokrini (hormonski) sistem

Endokrini (hormonski) sistem, ki skupaj z &wm in imunskim sistemom predstavlja
glavni regulatorni mehanizem za nadzorovanje cklja funkcij v organizmu, s
proizvodnjo hormonov vpliva na Stevilne pomembnegufatorne, rastne in razvojne
mehanizme organizma. Del endokrinega regulatorseggama so tudi estrogeni hormoni,
ki jih proizvajajo zleze z notranjim izéanjem (janiki in testisi) ter skorja nadledine
Zleze, v manjSi meri pa nastajajo tudi periferno pretvorbi androstenediona in
testosterona v magbnih celicah (Lintelmann in sod., 2003). Iz predarja holesterola
nastajajo tri oblike estrogenov (Slika 1), in sid&B-estradiol (E2), estron (E1) in estriol

(E3) (Ruggiero in Likis, 2002).
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Slika 1: Produkcija steroidnih hormonov (med njimi tudi estrogenov E1, E2 in E3) (Richfield in
Héaggstrom, 2009)

Figure 1: Steroidogenesis (including production oéstrogen hormones E1, E2 and E3) (Richfield and
Héaggstrom, 2009)
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V krvi je le 2 % estrogenov v bioloSko aktivni dbliki se lahko veze na estrogeni receptor
(ER) in tako sprozi kaskado reakcij, kar v Enonfazi vodi do fizioloskih sprememb v
organizmu. Vpliv estrogenov na fizioloSke spremenweddvisen od kotine prostega
estrogena in od afinitete vezave estrogena na t@cegypi cemer ima najvgo afiniteto E2,
manjSo pa E1 in E3. Odgovor, ki ga receptor daimgm vezave estrogena na njegovo
aktivacijsko mesto, je lahko agoni&n (pospesSi nadaljne dogodke) ali antagaresti

(zavre potek nadaljnih dogodkov) (Lintelmann in.s@®03; Ruggiero in Likis, 2002).

V razliénih tkivih, tako moskih kot zensk, se pojavljataadipa estrogenih receptorjev,
ERa in ERB (Slika 2), ki imata le 58 % homologijo v vezavnenestu za ligand, kar
pomeni, da se nanju lahko vezejo strukturno &aelispojine (Lintelmann in sod., 2003).
ERa je izraZzen v maternici, jetrih, prsnem tkivu irdVgcah, ER pa se poleg izraZzanja v
razmnozevalnih tkivih, pojavlja Se v mozganih, lebstv tkivih seil in celo miSicah. Tako
bioloski odgovor, ki ga estrogeni sprozijo z vezans receptor, ni omejen izkjno na
reprodukcijo (Gustafsson, 1999).

AF-1 DNA binding Hinge Ligand binding/ AF-2
I L l 1 Il ]
I T T T T 1
1 180 263 302 553 595
RN _ s e 5 F il
1 144 227 255 500 530
EHB v _ g > g 2 .
% Homology 17% 97% 30% 55% 18%

Currend Opinion in Pharmacology

Slika 2: Dva tipa estrogenih receptorjev, ER (zgoraj) in ERB (spodaj); ter njune funkcijske domene:
AF 1in 2 (A/B in E)- aktivni mesti, C- DNA vezavnomesto, E- vezavno mesto liganda (estrogena oz.
ksenoestrogena), D- pregibno mesto (Leitman in sqd2010: 630)

Figure 2: Two types of estrogen receptors, EéRand ERB and their functional domains: AF 1 and 2-
Activation function; C- DNA-binding domain; D- Hing e; E- Ligand binding domain (Leitman et al.,
2010: 630)

1.2.2 Estrogeno aktivhe spojine 0z. spojine z estrogenidelovanjem

Estrogeno aktivhe spojine 0z. spojine z estrogediglovanjem (tudi t.i. hormonski
motilci) so organizmu n#loma tuje snovi, ki vplivajo na sintezo, transparézavo,
delovanje in izléanje naravnih hormonov v telesu, ki so odgovornivzarzevanje

ravnovesja v organizmu (U.S.EPA, 1997). Mednjetpvidmo tako naravne in sint@te
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estrogene hormone, vkijno s fitoestrogeni in mikoestrogeni, kot tudi uneeproizvedene
spojine, ki posnemajo delovanje estrogenov (Lingglmin sod., 2003). Koncept estrogeno
aktivnih spojin in njihove aktivnosti na organizrje postavila Colborn s sodelavci leta
1993, v naslednjih letih pa je sledilo vsedvabjav na to temo, tako s st&bSnjihove
detekcije, kot tudi moznosti njihovega odstranjgaan okolja (Sumpter, 2005).

1.2.2.1 Naravni in sintetini estrogeni hormoni
Naravni estrogeni hormoni (E1, E2 in E3) se proaatako v Zzenskem kot v moskem

telesu ter igrajo pomembno viogo pri vzdrZevanjtimalnega stanja organizma (Shimada
in sod., 2001). IZloveSkega telesa se i2Zlp s s€em in blatom, in sicer Zzenske 10 - 100
pug/dan, oz. Zzenske v menopavzi 5 - ddfdan, in moski 2 - 2qug/dan (Williams in
Stancel, 1996, cit. po De Mes, 2007). Sidtatiestrogen ld-etinilestradiol (EE2), ki je
glavni estrogen v oralnih kontraceptikih, je stk zelo podoben naravnemu estrogenu
E2 (Slika 3).

HO HO

Slika 3: Struktura 17R-estradiola (E2) (levo) in la-etinilestradiola (EE2) (desno) (Wikipedia
Common, 2007)

Figure 3: Structure of 17R-estradiol (E2) (left) anl 17a-ethynilestradiol (EE2) (right) (Wikipedia
Common, 2007)

Metabolizem estrogenov (tako naravnih kot sidmeti) v jetrih vkljwuje proces
konjugacije z glukoridno ali sulfatno skupino. Smtese povéa njihova topnost in
posledéno mobilnost v vodi, kar jim olajSa izlanje iz telesa. Vendar pa so konjugirani
estrogeni hormoni bioloSko neaktivni in niso esémog aktivni (Ingerslev in Halling-
Sgrensen, 2003). Estrogeno aktivnost lahko spdblpijo s procesom dekonjugacije, pri
katerem glavno vlogo odigrajo mikroorganizmi, ki svojimi encimi odstranijo
glukuronsko oz. sulfatno skupino iz molekule estrag hormonov (Dray in sod., 1972).
Estrogeni hormoni izlgeni iz telesa s sem so v neaktivni (konjugirani) obliki, izteni z

blatom pa so po i v aktivni (nekonjugirani) obliki.
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1.2.2.2 Ksenoestrogeni
V skupino ksenoestrogenov spadajo spojine, ki sazicne tako po kemijski strukturi kot

tudi po izvoru, skupno jim je le to, da stoveku tuje snovi in da lahko vplivajo na
ravnovesje hormonov v telesu. Tako v skupino kssinogenov spadajo fitoestrogeni,
mikoestrogeni, povrSinsko aktivne snovi, organskisikkve spojine, poliaromatski
ogljikovodiki (PAH), poliklorirani bifenili (PCB) pesticidi, itd.

Med dokazano estrogeno aktivne fitoestrogene inogsitogene (naravne spojine, ki jih
proizvajajo rastline oz. glive) Stejemo genistknmestrol, zeralenon, ekvol, resveratrol,
deoksimiroestrol itd. (Slika 4) (Collins in sod997; IEH, 2005; Mueller, 2002).
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Slika 4: Fitoestrogena genistein (levo) in kumestto(na sredini) ter mikoestrogen zeralenon (desno)
(Wikipedia Common, 2007)
Figure 4: Fitoestrogena genistein (levo) in kumestd (na sredini) ter mikoestrogen zeralenon (desno)
(Wikipedia Common, 2007)

HO

Med povrsinsko aktivne snovi spadajo alkilfenoltokesilati, nonilfenolne in oktilfenolne
spojine, ki se uporabljajo za mila in detergentesihipino organskih kisikovih spojin
spadajo dioksini, ftalati in bisfenoli, ki se upbljajo predvsem kot aditivi za mé&nje

plastike. Estrogeno aktivhost pa kazejo tudi tmzlipesticidi, herbicidi, insekticidi in

fitofarmacevtska sredstva, katerih seznam se izadaalan veéa (Slika 5) (IEH, 2005).
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Slika 5: Ksenoestrogeni: nonilfenol (zgoraj levo)dioksin TCCD (zgoraj na sredini), bisfenol A (zgorg
desno), polikloriran bifenil (PCB, spodaj levo), atracen (PAH, spodaj na sredini) in atrazin (herbicd,
spodaj desno) (Wikipedia Common, 2007)

Figure 5: Xenoestrogens: nonylphenol (upper left)dioxin TCCD (upper in the middle), bisphenol A
(upper right), PCB (down left), anthracene (down inthe middle) and atrazine (down right) (Wikipedia
Common, 2007)
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1.2.3 Estrogeno aktivne spojine v okolju

Vodno okolje je Se posebej dovzetno za onesnazevéako zaradi direktnih izpustov
onesnazeval v okolje preko odpadnih voda iz gospstéiv in razknih industrij, kot tudi
posredno zaradi spiranja onesnazeval iz zemljelgja (Sumpter, 2005). Zaradi §&nja
svetovnega prebivalstva in posk&th zaradi vé&e rabe pitne vode, se iz leta v letacae
koli¢ina odpadnih vod. Prav tako se iz leta v leto gajee Stevilo na novo proizvedenih
kemikalij. Oboje ima za posledico vednocye onesnazevanje okolja, tudi z estrogeno
aktivnimi spojinami, ki predstavljajo pergroblem v mnogih drzavalieprav véina teh
spojin ni vkljuenih v seznam prednostnih snovi, ki ga je zasnofai@pska unija v
sklopu direktive o vodi (Directive 2008/105/EC),tpbujejo posebno pozornost, kar so
potrdili Stevilni raziskovalci, ki so v njih prepoali potencialno tveganje za vodno okolje
(Kdrner in sod., 2001; Nilsson, 2000; Sumpter, 20G5nes in sod., 1999).

Pomemben vir spojin z estrogenim delovanjem sovs@d iztoki iz¢istilnih naprav,ki
onesnazujejgovrsinske vode in lahko prehajajo v tla in podtanizjeme paniso niti
netatkovni viri onesnazevanja, kot so npr. kmetijske r3oe. Zaradi lastnosti, kot so
slaba topnost v vodi in slaba biorazgradljivostestrogeno aktivne spojine v okolju dolgo
obstojne. Njihovo nepopolno odstranjevanje iz odpladvod dokazano vpliva na
hormonska ravnovesja ter posk&w na razvoj, razmnozevanje in obnaSanje organizmov
ki zivijo v vodotokih za iztoki teh odpadnih vod&4illette in sod., 2000; Jobling in sod.,
1998; Keiter in sod., 2006; Stahlschmidt-Allneswd., 1997; Sumpter, 2005).

V projektu COMPREHEND, v katerem so izvedli 3-le(@P99—-2001) monitoring iztokov
iz komunalnih gistilnih naprav v sedmih evropskih drzavah (Sviéaglija, Francija,
Nizozemska, Norveska, Svedska in Finska), so ugpta@a so spojine z estrogenim
delovanjem splosno razSirjene v odpadnih vodah. geiblizno tretjini preiskovanih
komunalnih odpadnih vod in tudi pri nekaterih ingliyskih odpadnih vodah (predvsem pri
odpadnih vodah iz kerme oz. farmacevtske industrije) so dalioprisotnost snovi z
estrogenim delovanjem, takoirz vivo in z in vitro testi, kot tudi s kemijskimi metodami.
Vpliv estrogeno aktivnih spojin so zaznali tudinifzah v rekah za iztokih odpadnih voda,

in sicer kot poviSano vsebnost proteina vitelogar{ivitg) (prekurzor j@nega proteina, ki
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se n&eloma izraza le pri zenskih osebkih) pri vrstah d@plogi¢ (Abramis brama), krap
(Cyprinus carpio) in rdeteoka Rutilus rutilus), ki vse spadajo v druzino krapovcev.
Nadalje so ugotovili, da se estrogena aktivnostaddgh vod n&agistilnin napravah po
sekundarnem biolosSketiisS¢éenju zmanjSa, najverjetneje zaradi adsorpcije miarak blato
in/ali razgradnje ter da se lahko estrogena aks/mm samo primarnemndiséenju (ki
vkljucuje le sedimentacijo grobih delcev) celo p&enajverjetneje zaradi dekonjugacije
naravnih in sintetinih estrogenov s strani mikroorganizmov v odpadodiv(kot npr.
Escherichia coli) (Eggen in sod., 2003). Vpliv dekonjugacije nar@ptno aktivnost so
opisali tudi Baronti in sod. (2000), Belfroid in&0(1999), D 'Ascenzo in sod. (2003),
Korner in sod. (2000), Pickering in Sumpter (20@8)Ternes in sod. (1999). In sicer,
konjugirani estrogeni hormoni se dekonjugirajo deoze na poti da&istiine naprave
(estrogeni hormoni konjugirani z glukoridno skupinpreostanek pa tekom procesov na
cistilni napravi (estrogeni hormoni konjugirani slfatho skupino). Odstranjevanje
estrogeno aktivnih spojin in njihove estrogenealdsti tekom procesé&séenja odpadnih
vod nacistilnih napravah oz. njihovo zmanjSanje, je omsad avtorjev, kot npr. Baronti
in sod. (2000), Behnisch in sod. (2001), Claraoid. $2004), Kérner in sod. (2000), Ternes
in sod. (1999), Ying in sod. (2008), idr. Velik dedga odstranjevanja je predvsem
posledica adsorpcije spojin na aktivno blato (Clarasod.,. 2004; Liu in sod., 2009;
Marttinen in sod., 2003), kar pa nadalje predstayioblem z odlaganjem odpadnega
aktivnega blata. Neodstranjene estrogeno aktivogreplahko tako zaznamo v iztokih iz
¢istilnih naprav (Gémez in sod., 2007; Sumpter, 300% povrSinskih vodah, kljub temu,
da se ob stiku z vodnim okoljem odpadne vode prex@gdijo (Baronti in sod., 2000;

Larsson in sod., 1999).

Ceprav se estrogeni hormoni v naravi pojavljajo vogm nizjih koncentracijah kot
ksenoestrogeni, npr. Larsson s sodelavci (1999)ocporo naslednjih izmerjenih
koncentracijah estrogenov in ksenoestrogenov: ¢/5EE2), 1,1 ng/l (E2), 5,8 ng/l (E1)
ter 840 ng/l (4-nonilfenol) in 490 ng/l (bisfenol),Apa so estrogeni hormoni zaradijee
afinitete do vezave z estrogenim receptorjev bstjogeno aktivni kot ksenoestrogeni in
zato prispevajo venski delez k estrogeni aktivnosti v odpadnih vo@dBesbrow in sod.,
1998; Onda in sod., 2002). Zato je tudiijeepozornost usmerjena prav na estrogene

hormone. Tako so bile izmerjene poupre celokupne koncentracije estrogenih hormonov
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E2, EE2, E1 in E3 na vtokih nastilne naprave okoli 150 ng/l v Italiji (Barontnisod.,
2000), 67 ng/l v Braziliji (Ternes in sod., 1998)do 200 ng/l na Nizozemskem (Johnson
in sod., 2000). Na iztokih izistilnih naprav so bile povpéae celokupne koncentracije
estrogenih hormonov nizje, in sicer do 105 ngAakjl (Baronti in sod., 2000), do 60 ng/I|
na Nizozemskem (Johnson in sod., 2000), do 154wigdnadi (Ternes in sod., 1999), do
88 ng/l v Nendiji (Ternes in sod., 1999) in do 130 ng/l v Anglifpesbrow in sod., 1998).

Zaenkrat v slovenski zakonodaji na paguo monitoringa kakovosti povrSinskih in
odpadnih voda, ki sledi evropski zakonodaji, pégrastrogeno aktivnih spojin ni docela
opredeljeno in urejeno (Ur.l. RS St. 40-2315/200L]. RS 5t. 74-3983/2007; Directive
2008/105/EC). Zato tudi ni zakonsko predpisanihtqusov ugotavljanja prisotnosti
estrogeno aktivnih spojin v odpadnih vodah in ppktwy njihovega odstranjevanja iz
odpadnih voda, preden le-te vstopijo v vodno okoljslovenskem programu monitoringa
odpadnih vod (Ur.l. RS St. 74-3983/2007) je preaipis le, da se izvaja monitoring
nekaterih ksenoestrogenov, kot so nonilfenoli, Iteipli, ftalati, ne pa tudi naravnih in
sinteténih estrogenih hormonov, kot so E2, E1 in EE2. Kljemu obstajajo podatki o
izmerjenih koncentracijah E1, E2 in E3 v slovensbaipadnih vodah, in sicer do 66,3 ng/l
E1l, 12,6 ng/l E2 in 115,9 ng/l E3 v vtokih ter dd @ég/l E1, 2,1 ng/l E2 in 98,4 ng/l E3 na
iztokih cistilnih naprav (Avbersek in sod., 2009).

1.3 METODE ZA UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI IN AKTIVNOSTI EBROGENO
AKTIVNIH SPOJIN

Sodobni trendi monitoringa odpadnih vod tezijo Kosthemu pristopu, ki vklguje
kemijske analitske in bioloSke metode. Temu sledip trendi za ugotavljanje prisotnosti
in aktivnosti estrogeno aktivnih spojin v odpadribdah. Tako z ustreznimi bioloSkimi
metodami ugotovimo morebitno estrogeno aktivnosbreev, nato pa s kemijskimi
analitskimi metodami identificiramo in kvantificmeo spojine, ki povzréajo Wwinke
estrogenosti. Zaradi kompleksnosti okoljskih vzercamreé s kemijskimi analizami ne
moremo izmeriti vseh prisotnih snovi v vodi, safimw@ma ne poznamo natare sestave
vzorcev. Z bioloskimi metodami pa dobimo neposreddgovor organizmov o delovanju
prisotnih estrogenih snovi v vzorcu (Kinnberg, 2088ier-Lauridsen in sod., 2005; Sun in
sod., 2008; Vigano in sod., 2008; Wharfe, 2004).
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1.3.1 BioloSke metode za dokazovanje prisotnosti estrogeraktivnih spojin

Z ustreznimi bioloSkimin vitro in in vivo metodami (Andersen in sod., 1999; Campbell in
sod., 2006; Eertmans in sod., 2003) ugotavljameetrtro estrogeno aktivnost vzorcev, s
¢imer dobimo neposreden odgovor organizmov o defovaseh prisotnih estrogenih

snovi in njihovih interakcijah (aditivizem, antagp@m, sinergizem) v vzorcu.

1.3.1.1 ImunoloSke metode
Imunonoloske metode, ki vkifujejo teste ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Agsa

in teste RIA (Radioimmunoassay), temeljijo na rgakcestrogenov s protitelesi. Estrogen
iz vzorca se veZe na ustrezna protitelesa, z dodatlencimsko ali radioaktivho
ozna&enega estrogena pa zapolnimo preostala prosta mestarotitelesih (Slika 6)
(Voulvoulis in Scrimshaw, 2003). S temi metodamirjezna tudi kvantifikacija estrogeno
aktivnih spojin (predvsem estrogenih hormonov instjpedov) v okoljskih vzorcih
(Fukuhara in sod., 2006; Meulenberg in sod., 19861 Emon in Lopez-Avila, 1992; Van
Emon in Gerlach, 1998).

Solid phase coated with

\'f Y Y Y Y Y Y Y YY anticedy for estrogen

b, l "f Add free and

ol v labelled estrogen
T PPN
|ﬂ e _.HEUE_' — rm
Color formation by
YYYYY ' ’ ? ’ ’ oxidation of substrate

into & colored compound

Slika 6: Postopek dol@anja estrogenov s testom ELISA (Voulvoulis in Scrirshaw, 2003: 61)
Figure 6: ELISA proccedure (Voulvoulis in Scrimshaw 2003: 61)
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1.3.1.2 Invitro testi
V skupino in vitro testov spadajo testi, ki vkBujejo pomnozevanje celic ("cell

proliferation assays"), testi s kompetitivno vezdigandov ("competitive ligand binding
assays") in testn vitro, ki temeljijo na ekspresiji genovi(i'vitro gene expression assays")
(Snyder in sod., 2000; Voulvoulis in Scrimshaw, 200Pri teh testih se estrogeni in
ksenoestrogeni (sposobni vezave na estrogeni mge@zejo na receptorje za estrogene

(ER) in s tem vplivajo na razle bioloSke aktivnosti (Voulvoulis in Scrimshaw 020).

Metode pomnozevanja celic temeljijo na pomnozevaglic zaradi indukcije s strani
estrogenov oz. ksenoestrogenov. Né&jvat uporabljene celne linije, ki se odzivajo na
estrogene so linijéloveskih celic MCF-7 (test E-screen). Spojine, &ise s tem testom
izkazale za estrogeno aktivne so r&slialkilfenoli (nonilfenol, butilfenol), bisfenol A

razlicni klorofenoli, organoklorove spojine (DDT, dieldrimetoksiklor), PCB in ftalati

(Voulvoulis in Scrimshaw, 2003).

Pri testih s kompetitivho vezavo gre za tekmovaajeezavo na estrogene receptorje med
(kseno)estrogeni v vzorcu in radioaktivno asmmEmi estrogeni (ponavadi*H]17B-
estradiol). Tako so potrdili estrogeno aktivnostlitaih PAH, alkilfenolov, ftalatov, itd.
(Voulvoulis in Scrimshaw, 2003).

Testi in vitro, ki temeljijo na ekspresiji genov, uporabljajo gko spremenjene celice
sesalcev (npr. test ER-Calux) ali gensko spremenjarasovke (test YES), ki so bile
transformirane z rekombinantno DNA, zaragksar ob izpostavitvi estrogenom oz.
ksenoestrogenom proizvajajo dééme proteine in encime. Test ER-Calux uporablja
gensko spremenjeridovesSke celice raka dojke, ki v prisotnosti estragaktivnih spojin
proizvajajo encim luciferazo. Ob dodatku substtatéferina potee reakcija z luciferazo,
kar zaznamo kot spremembo intenzitete lumini&eensvetlobe (Legler, 2002; Murk in
sod., 2002).

Pri testu YES (Yeast Estrogen Screen) uporabljarenskp spremenjene kvasovke
Saccharomyces cerevisiae, ki imajo v svoj genom vstavljen gen za humaniepor za

estrogen (hER) ter ekspresijski plazmid, ki nospigaza reporterski gen lac-Z. Ob



Bistan, M. Ugotavljanje prisotnosti in moznosti tdsjevanja estrogeno aktivnih spojin... 11
Dok.disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, 8iehniSka fakulteta, Interdisciplinarni Studij viaesokolja, 2013

prisotnosti in vezavi estrogena oz. ksenoestrog@nbER, se dimer (kseno)estrogen-hER
veze na del zaporedja DNA imenovan ERE (Estrogesp&esive Element). Le-to je pod
mocnim promotorjem v eskpresijskem plazmidu, pod kolotkaterega je tudi gen za lac-
Z, ki kodira zapis za encifirgalaktozidaza. Tako pride ob vezavi dimera (ksestopgen-
hER na zaporedje ERE do izrazafijmalaktozidaze. Ob dodatku substrata klorofenol-
rdete-D-galaktopiranozid (CPRG), ga omenjeni encim radgdo razgradnega produkta
klorfenol rdee (CPR), kar zaznamo kot barvno spremembo iz rumene-vijoli¢no,
hkrati pa odziv merimo tudi spektrofotomeétro pri valovni dolzini 540 nm (Routledge in
Sumpter, 1996) oz. 575 nm (Bistan s sod., 20132kgSl). Tako je torej preko merjenja
aktivnosti encimg-galaktozidaza omogeno merjenje aktivnosti estrogenega receptorja.
S testom YES in njegovimi raZlcami (Beck in sod., 2005; Li in sod., 2008; Sarsaw

in sod., 2005; Schultiz in Metzger, 2004) zaznastwogene in ksenoestrogene v vodi, Ki
SO se sposobni vezati na aktivacijsko mesto regepta estrogen (Collins in sod., 1997,
Fent in sod., 2006; Jungbauer in Beck, 2002).

PGK
promoter

Estrogen

Estrogen Receptor

Activated Receptar

2 d K 4

B-Galactosidase

CPRG

Nucleus

Cytoplasm

Slika 7: Shematski prikaz estrogeno aktiviranega epresijskega sistema v kvasovkBaccharomyces
cerevisiae (Routledge in Sumpter, 1996: 242)

Figure 7. Schematic of the estrogen-inducible expssion system in yeasSaccharomyces cerevisiae
(Routledge and Sumpter, 1996: 242)
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Izmedin vitro testov se za dotanje estrogenosti okoljskih vzorcev najket uporablja
test YES, kar so potrdili mnogi raziskovalci (Beoksod., 2006; Campbell in sod., 2006;
Denier in sod., 2008; Jirgens in sod., 2002; Kingp2003; Ma in sod., 2007; Miége in
sod., 2009; Murk in sod., 2002; Nelson in sod.,2®treck, 2009; Yang in Cicek, 2008).

V obsezni raziskavi so Andersen in sodelavci (192@nerjali razléne in vitro teste in
njihovo okEutljivost za razkne estrogene in ksenoestrogene in ugotovili, daajaimed
njimi do manjSih odstopanj. Testi s kompetitivnozaeo ligandov v nasprotju z "E-
Screen" testom ne dgo med agonistinimi in antagonistinimi vplivi preiskovanih spojin,
kvasne celice in celice iz cétie linije MCF-7 pa lahko pretvorijo nekatere spejirki v
osnovi nimajo estrogene aktivnosti, v estrogenavakt spojine (npr. metoksiklor in
bisfenol A dimetakrilat). Te pomanjkljivosti so gla razlog, zakaj je tezko izbrati in

standardizirati doléen test za dokazovanje estrogenosti (VoulvoulSdnmshaw, 2003).

Ceprav sdn vitro testi zelo uporabni predvsem za monitoring estrogt odpadnih voda,
ker so hitri, ponovljivi in cenovno ugodni, njihovezultate ne moremo ekstrapoliratiina
vivo teste, sajin vitro testi doldgamo samo estrogeno aktivnhe spojine, ki se vezejo z
estrogenim receptorjem, ne pa tudi spojine, kivgpi na ravnovesje hormonskega sistema
preko drugih mehanizmov, npr. preko vpliva na satali metabolizem hormonov. Prav
tako zin vitro testi ne doldimo estrogenegacinka spojin, ki Sele s pretvorbo v organizmu
postanejo estrogeno aktivne. Zato je potrebno tacdoje estrogenegaimka na okolje

uporabiti San vivo teste (Kinnberg, 2003).

1.3.1.3 Invivo testi
In vivo testi temeljijo na dokanju odgovora celotnega organizma, ki je bil izpelgen

vzorcu estrogeno aktivne spojine. Najkeat uporabljeni testni organizmi so rilanio
rerio, Cyprinodon variegatus, Oryzias latipes, Pimephales promelas, idr., pri katerih
opazujemo vpliv izpostavljenosti na razmnozevanje razlicnin stopnjah razvoja
organizma: proizvodnja j&gc, prezivetje in razvoj zarodkov do larve, daloje
sekundarnih spolnih zadnosti in dolaanje vitelogenina (Brion in sod., 2004; Folmar in
sod., 2002; Nash in sod., 2004; Papoulias in d899; Sumpter in Jobling, 1995; Hill in
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Janz, 2003; Weber in sod., 2003). Najpogosteje mrablja dolganje vitelogenina s
testom Vtg-ELISA (Vitellogenin Enzyme-Linked Immusarbent Assay), ki temelji na
dolocanju vitelogenina (Vtg) v krvi samcev in mladic ri rerio, P. promelas in O.
latipes (Brion in sod., 2002; Ebrahimi, 2005; Nilsen indso2004; Rose in sod., 2002).
Ve¢ oinvivo testu z ribami zebricami najdemo v podpoglavjuR P

1.3.2 Kemijske metode identifikacije in kvantifikacije esrogeno aktivnih spojin

1.3.2.1 Kromatografske metode
Najpogosteje uporabljene metode za identifikacijokvantifikacijo estrogeno aktivnih

spojin so predvsem raZtie kromatografske metode, kot so plinska kromafggréGC),
visoko tlana tek@inska kromatografija (HPLC) in njihove izpeljanke masnim
detektorjem (MS ali MS-MS), €imer se povéa speciftnost in olutljivost metode
(Gabet in sod., 2007; Miége in sod., 2009b; Voulouin Scrimshaw, 2003). Meje
detekcije estrogeno aktivnih spojin se pri teh rdatogibljejo v rangu ng/l (Ballesteros in
sod., 2006; Gabet in sod., 2007; Hernando in &@@4; Miege in sod., 2009b; Soliman in
sod., 2004; Streck, 2009). Izbira kromatografskéoke, stacionarne in mobilne faze,
detektorja ter kromatografskega programa je odvmhapojin, ki jih Zelimo zaznati ter

njihovih lastnosti (Voulvoulis in Scrimshaw, 2003).

Nekateri avtorji (Ballesteros in sod., 2006; Mowsatm-Souali in sod., 2003; Stuer-
Lauridsen in sod., 2005) opisujejo predhodno dégsaijo estrogeno aktivnih spojin z
razlicnimi derivatizacijskimi spojinami, kot npr. PFPAng@drid pentaflouropropionske
kisline) ali meSanica BSTFA/TMCS, kar bi naj poak njihovo hlapnost in lazje

dolocanje s plinsko kromatografijo.

1.3.3 Detekcija estrogeno aktivnih spojin v okoljskih voahih vzorcih

1.3.3.1 Koncentriranje estrogenov in ksenoestrogenov inifodzorcev
Ker se estrogeni in ksenoestrogeni pojavljajo vljoke sledovih (t.j. v ng/l oz.ug/l
koncentracijah), je za kemijsko analizo in bioloSkeeizkuse potrebno predhodno

koncentriranje spojin iz vodnih vzorcev. Le-to oprao z razlénimi postopki ekstrakcije
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(Ballesteros in sod., 2006; Gabet in sod., 200Tintam in sod., 2004; idr.), med katerimi
je najvekrat uporabljen postopek ekstrakcije na trdni fazkolonski izvedbi (SPE
postopek) (Ballesteros in sod., 2006; Brossa in,iD5; Gabet in sod., 2007; Hernando
in sod., 2004; Janex-Habibi in sod., 2009; Li inl.s®007; Lopez de Alda in Barcel9,
2001; Nakada in sod., 2004; Poole, 2003).

Osnovni princip ekstrakcije na trdni fazi je poraldv komponent iz vzorca med trdno
fazo, ki jo predstavlja kolona z ustreznim polnilon tekao fazo, ki jo predstavlja

vzorec. Postopek sestoji iz petih faz: kondiciomeakolone(s ¢cimer aktiviramo nosilce v

koloni) in odstranitev aktivacijskega topila (s ®&ko, ki ima podobno sestavo kot

preiskovani vzorec), nanos vzor@ajvekrat ob ustvarjenem nadtlaku), spiranje niibte

sestavin(z vodo ali ustreznim pufrom) in_spiranje (elutijgkanih spojin s primernim

organskim topilom(Slika 8). Za dinkovito izvedeno ekstrakcijo je kfmega pomena

izbira kolone s primernim polnilom in primerneggita za spiranje iskanih spojin (Poole,
2003; Wells, 2000; Wells, 2003).
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Slika 8: Postopek ekstrakcije in koncentriranja z netodo SPE (Sorbtech, 2011)
Figure 8: Solid-phase extraction proccedure (Sorbth, 2011)

Za ekstrakcijo in koncentriranje estrogeno aktivsipojin se uporablja SPE kolone z
razlicnimi polnili, najvekrat silikagel z vezanimi oktilnimi skupinami (C-18 kolonah
LiChrolut RP-18 (Merck (Darmstadt, Germany) (Bakees in sod., 2006; Lopez de Alda

in Barceld, 2001) ali polimere kolonah Oasis® HLB (Waters Oasis Corporation, ,MA
ZDA) (Ballesteros in sod., 2006; Gabet in sod., Z2d8ernando in sod., 2004) in Strata-X
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) (Ballesteros in,s#@D6; Gabet in sod., 2007).
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Lahko pa za ekstrakcijo estrogeno aktivnih spoporabimo tudi t.i. mikroekstrakcijo na
trdno fazo (Solid-Phase Micro Extraction oz. SPMBRabet in sod., 2007; Eisert in
Levsen, 1996; King in sod., 2003; Yang in sod., @@afra in sod., 2003). Ekstrakcija
spojin v tem primeru poteka na vlakno igle, ki gagpimo v vzorec, termalna desorpcija

pa nato v injektorju plinskega kromatografa (SERdEisert in Levsen, 1996).

Extraction procedure Desorption procedure

Slika 9: Postopek mikroekstrakcije: adsorpcija v vali (levo) in desorpcija v injektorju plinskega
kromatografa (desno) (Supelco, 1998: 1)

Figure 9: Solid-phase microextraction (SPME) procedre: adsorption on the SPME needle in the vial
(left) and desorption in GC injector (right) (Supeko, 1998: 1)

P 4%

1.3.3.2 Dodatnociséenje ekstraktov vzorcev s silikagelom

Pri dolatanju estrogeno aktivnih spojin v okoljskih vodnikovcih z visoko vsebnostjo
organskih spojin je dasih potrebno tudi dodatn&iS¢enje ekstraktov, npr. pri vzorcih
vtokov nacistilne naprave, saj bi v nasprotnem primeru drjpgedvsem organske) spojine
motile tako zaznavo estrogene aktivnosti kot tuaing identifikacijo in kvantifikacijo
estrogeno aktivnih spojin. V ta namen se uporablja@lone s silikagelskim polnilom,
spiranje pa poteka z organskimi topili kot so atietat, heksan, meSanica cikloheksana in
acetona, idr. (Gabet in sod., 2007; Streck, 2008)postopek je predvsem uporaben npr.
pri detekciji estrogeno aktivnih spojin s testomS'@Beck in sod., 2006; Ma in sod., 2007;
Sun in sod., 2008).
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1.3.3.3 Dekonjugacija vzorcev

Za dolatanje vseh estrogenov (tako nekonjugiranih kot kgingunih) v vodnih vzorcih je
potrebna Se hidroliza oz. dekonjugacija konjuginamaravnih in sintetnih estrogenov, ki
jo lahko izvajamo pred ali po ekstrakciji vzorc&BE. Postopek dekonjugacije poteka z
encimomp-glukuronidaza (HP-2 izolirana iz velikega vrtnggaZaHelix pomatia), ki ima
tako glukoronidazno kot tudi sulfatazno aktivnoBelfroid in sod., 1999; Mouatassim-
Souali in sod., 2003).

1.3.3.4 Izgube estrogenov med analizo

Pri postopkih priprave vzorcev za kemijske in b#e analize prihaja tudi do izgub, kar je
pomembno predvsem pri analizi vzorcev, kjer sogbnis majhne kotine estrogenov oz.
ksenoestrogenov. Walker in Watson (2010), ki seujmvala adsorpcijo estrogenov na
laboratorijski material, sta ugotovila, da se egro najbolje vezejo na plastiko ali
nerjavee jeklo, do najmanjSih izgub (tako prostih kot kanjanih estrogenov) pa prihaja
ob shranjevanju vzorcev v steklenih posodah. Daibzgrav tako prihaja pri filtriranju
vzorcev(kadar imamo v vzorcu ¥g delce, je pripordjivo vzorec najprej prefiltrirati, s

tem se izognemo masSenju SPE kolon) (Wells, 2000pgstopku SPE koncentriran{ad

4%

2 do 27 % izgub; Stuer- Lauridsen in sod., 2009)rir€iS¢enju vzorca na silikagel(od 7
do 24 % (Stuer-Lauridsen in sod., 2005) oz. okét o poréanju Aerni in sod. (2004) in
Hajkova in sod. (2007)).

Ker se ¥asih postopkov obdelave vzorcev ne moremo lotidjftaje potrebno vzorce za
dolocen ¢as shraniti. Baronti s sodelavci (2000) je ugotodh je najboljSi n&n
shranjevanja vzorcev z estrogeno aktivnimi spojineamnSPE kolonah (po nanosu vzorca
In spiranju néisto¢ kolone posusimo z majhnim pretokom dusSikg, Mi jih shranimo na -
20°C. S tem postopkom shranjevanja se po 60 dnemio®3 % E1, 89 % E2, 92 % E3 in
92 % EE2.
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1.4 METODE ZA ODSTRANJEVANJE ESTROGENO AKTIVNIH SPOJIN

Odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin iz vodmiorcev je mozno z razhimi
bioloskimi in fizikalno-kemijskimi ter naprednimiksidacijskimi postopki.

1.4.1 Biorazgradnja in fotorazgradnja estrogeno aktivnih spojin

Nekateri estrogeni (E1, E2, E3) in ksenoestrogbisfénol A, 4-nonilfenol) so lahko
deloma biorazgradljivi, vendar je proces biorazgjad/ primerjavi s kemijskimi procesi

dolgotrajnejsi in manj &inkovit.

Jurgens in sodelavci (2002), ki so Studirali radgia E2 in EE2 v rekah v Angliji so
ugotovili, da se E2 razgradi tako v aerobnih koaeaobnih pogojih ter da je razgradnja

EE2 slabSa kot razgradnja E2, oba pa sta razgradijdi na svetlobi.

Gaulke s sodelavci (2008) in Khunjar s sodelav@1@ trdijo, da so za razgradnjo
estrogenih hormonov v aktivnem blatu zasluzni gpggimikroorganizmi, ki rastejo in se
razmnoZujejo p&asi in rabijo za svoje delovanje prisoten amonipdaij oksidiraj@e
bakterije), kot npr.Nitrosomonas europaea. Na drugi stranicedalje ve raziskovalcev
meni, da biorazgradnja estrogenih hormonov potekatsrotrofnimi mikroorganizmi, ki
S0 prisotni v aktivnem blatu (Shi in sod., 2004gBall in sod., 2012; Larcher in Yargeau,
2012), kot so nprBacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous in Rhodococcus
zopfii (Larcher in Yargeau, 2012). Shi s sodelavci (200ddtavlja, da razgradnja E2
potee do intermediatov (npr. E1, nitro-estrogeni) zifikiatorji kot je N. europaea, le-te

pa nato doko¥no razgradijo heterotrofni mikroorganizmi. Nistilnih napravah s&asno z
biorazgradnjo poteka tudi proces adsorpcije na vaéti blato, predvsem zaradi
hidrofobnosti estrogenov in ksenoestrogenov (UreseKikuta, 2004). Biorazgradnja
naravnih estrogenov E1, E2 in E3, ne pa tudi sifmega estrogena EE2, se lahko vrSi tudi
v anaerobnih pogojih z Zelezo (Fe(lll)) reducitaoi bakterijami (lvanov in sod., 2009)
0z. metanogenimi ter nitrat ali sulfat reducitaoi bakterijami (Czajka in Londry, 2006),
pri cemer pa se E2 razgradi do E1 inndestradiola, ki sta Se vedno estrogeno aktivna.

Nadalje se je izkazalo, da je tudi ksenoestrogefebol A biorazgradljiv v aerobnih in v
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anaerobnih pogojih, in sicer z mikroorganizmi rd@hcillus sp. GZB (Li in sod., 2012) do

kon¢nih produktov, ki niso weestrogeno aktivni.

Tudi lignocelulozne glive I(pex lacteus 617/93, Bjerkandera adusta 606/93,
Phanerochaete chrysosporium ME 446, Phanerochaete magnoliae CCBAS 134/I,
Pleurotus ostreatus 3004 CCBAS 278, Trametes versicolor 167/93, Pycnoporus
cinnabarinus CCBAS 595 inDichomitus squalens CCBAS 750) so sposobne razgraditi
nekatere estrogeno aktivne spojine, kot so 4-nHewral, 4-nonilfenol, bisfenol A, EE2 in
triklosan (Cajthaml in sod., 2009). 8&oma pa za ksenoestrogene velja, da so pmive
slabo biorazgradljivi in zato v okolju dobro obstoj

V vodnem okolju lahko pride tudi do fotorazgradnjekaterin estrogenov in
ksenoestrogenov (Barbieri in sod., 2008; Burrowsad., 2002; Chowdhury in sod., 2011,
Peng in sod., 2006; Zou in sod., 2004),gemer igrajo pomembno viogo huminske kisline
oz. raztopliene organske spojine in/ali ioni (kg@r.nFé* in NOs). Ti omogdijo oz.
pospesSijo nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti,ndto omogeijo razgradnjo estrogenov
0z. ksenoestrogenov (Barbieri in sod., 2008; Chawyglhn sod., 2011; Peng in sod.,
2006).

1.4.2 Odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin s fizikaho - kemijskimi postopki

Med fizikalno-kemijske postopke, ki se uporabljaja ¢iS¢enje odpadnih voda, spadajo
procesi sedimentacije, koagulacije, ré&zii membranski procesi (nanofiltracija,
ultrafiltracija, reverzna osmoza) ter uporaba aileya oglja. Carballa in sod. (2004) trdijo,
da sta za 65 % odstranitev E2 tekdistenja nacistilni napravi kriva tako razgradnja E2
(do E1, saj se je koncentracija slednjega na izfodwetala) kot adsorpcija na aktivno
blato. Farmacevtski ostanki (kot npr. diklofenairdamazepin, bezafibrat in primidon) se
s flokulacijo z Fe(d ne odstranijo, se pa skoraj popolnoma odstranigmzorbcijo oz.
absorpcijo na aktivho oglje. Prav tako je neuspgienes koagulacije, kar je na primeru
estrona (E1) dokazal Chang s sodelavci (2004). déarBruggen in Vandecasteele (2003)
opisujeta uporabo nanofiltracije za odstranjevama@icnih onesnazeval, kot so razli

pesticidi, organske spojine, nitrati in celo zataalgevanje virusov in bakterij pri pripravi
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pitne vode. Prav tako Nghiem in sodelavci (2004js@pjo do 95 % odstranjevanje
estrona (E1) in 1¥Festradiola (E2) z uporabo nanofiltracije ali rearex osmoze, Fukuhara
in sod. (2006) pa opisujejo odstranjevanje istibjigpz adsorpcijo na aktivnho oglje (z
razlicnimi karakteristikami), preemer se E1 boljSe adsorbira na aktivno blato Ro{#a 8
% veija adsorpcija E1). Yoon in sodelavci (2003) so tvakm oglijem odstranjevali E2,
EE2 in BPA in ugotovili, da je metodainkovita v 31 do 99 %, odvisno od tipa in
koncentracije aktivhega oglja ter od prisotnih oggenih organskih spojin, ki so motile
adsorpcijo E2, EE2 oz. BPA. Ugotovili so tudi, dagdsorpcija teh spojin potekala po
naslednjem vrstnem redu E2 > EE2 > BPA, kar je wskladu z lo¥, vrednostmi teh

spojin.

Ceprav so nekateri fizikalno-kemijski postopki (predm razkne membranske tehnike in
uporaba aktivnega ogljagmkoviti (Fukuhara in sod., 2006; Nghiem in sod)02; Snyder

in sod., 2007; Yoon in sod., 2003), pa imamo pockoem procesu problem ostanka
skoncentriranih onesnazeval npr. na aktivnem ogljuna membrani. Zato so danes

VVVVV

oksidacijski procesi, ki onesnazevala dejanskoresdip.

1.4.3 Odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin z naprednini oksidacijskimi

postopki (advanced oxidation processes-AOP)

Napredni oksidacijski postopki so postopki, pri ékdt nastajajo zelo reaktivni in
neselektivni prosti hidroksilni radikali (OH"), kb sposobni kompleksne organske spojine
pretvoriti v manj kompleksne organske spojine alicelo do ogljikovega dioksida in vode.
Namre prosti hidroksilni radikali (OH) imajo viSji okdacijski potencial v primerjavi z
ostalimi oksidanti kot so kisik, vodikov peroksid@zon (Preglednica 1) ter izredno kratko
Zivljenjsko dobo, zato so reakcije hitre. ¢ibkovitost oksidacije je odvisna od
koncentracije OH  radikalov, kisika in onesnazevda koncentracijo OH radikalov
vplivajo temperatura in pH, pri katerih ¢& oksidacija (sobna temperatura, razen v
primerih mokre oksidacije, kjer je temperatura \akterju do 350°C), ter fizikalno-
kemijske lastnosti onesnazevala in prisotnost ipmka¥ npr. bikarbonatni ioni, ki motijo
tvorbo OH’ radikalov (Munter, 2001; Parson, 2004).
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Preglednica 1: Oksidacijski potenciali nekaterih m@nih oksidantov (Parson, 2004: 4)

Table 1: Oxidation potential of common species (Paon, 2004: 4)

Oksidant Oksidacijski potencial (V
Flor 3,03
Hidroksilni radikal 2,80
Kisik 2,42
Ozon 2,07
Vodikov peroksid 1,78
Perhidroksilni radikal 1,70
Permanganat 1,68
Hipobromova kislina 1,59
Klorov dioksid 1,57
Hipoklorova kislina 1,49
Klor 1,36

Med napredne oksidacijski postopke spadajo kaya#acozonacija in kombinacija
ozonacije z drugimi postopki gV ali Os/H,0,), oksidacija z vodikovim peroksidom
(H20,) in njene razliice (HO,/UV ali H,O//ultrazva:na oksidacija)i-entonova oksidacija
(H,O./F€Y) in njene razliice (HO./FE/UV), fotoliza in fotokataliza ter katalitska mokra
2004). Pri

(katalitska) mokra oksidacija in Fentonova oksigagre za indirektno oksidacijo, saj ti

oksidacija (Parson, postopkih kot so itkaiyja, fotoliza, fotokataliza,
postopki temeljijo na produkciji OH radikalov, kiato reagirajo z onesnazevalom,
medtem ko ozonacija in oksidacija s@4 temeljita na direktni oksidaciji onesnazeval ali
indirektni s tvorbo OH" s pond UV svetlobe ali ultrazvoka.

Vsi zgoraj omenjeni postopki so bili uspesno upbeaib za razgradnjo razinih skupin
spojin (antibiotiki, razkine fenolne in aromatske spojine, farmacevtski dstagresticidi,
estrogeno aktivne spojine, itd.) iz r&pih virov odpadnih voda, kot npr. bolnigne
odpadne vode, izcedne vode iz deponij, odpadne wod@snazene z barvili itd., kar je

opisano v podpoglavjih pri vsakem postopku.
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1.4.3.1 Kavitacija

Kavitacija je proces, pri katerem gre za oblikoeanjast in kolaps zelo majhnih
mehutkov (t.i. mikromehutkov) v zelo kratkinéasovnih intervalih (10 ns), ptemer se
sprosti velika koltina energije, ki nato omogotvorbo OH’ radikalov iz vode (Gogate and
Pandit, 2004; Kalumuck in Chanine, 1998). V praltai najvékrat uporabljeni akustha
0z. ultrazv@na kavitacija (tvorba mikromehtkov poteka z uporabo visokih frekvenc
zvoka) in hidrodinantina kavitacija (tvorbo mehé&kov povzr@a potovanje raztopine pod
visokimi tlaki skozi ventil ali Venturijevo cev) (@ate in sod. 2001; Gogate in Pandit,
2004); obe sta bili uporabljeni v praksi na realokoljskih vzorcih (Braeutigam in sod.,
2012; Gogate, 2008; Kalumuck in Chanine, 1998;Be&901).

1.4.3.2 Elektrokemijska oksidacija

Poteka na anodah iz grafita, platine (Pt), titameD$), iridija (IrO,), bor-diamantnih
elektrodah itd., v prisotnosti primernega elekteoli(najv€krat NaCl). Razgradnja

organske spojine poteka po enem izmed dveh mehamjzmsicer kot direktna oksidacija

na anodi kjer se onesnazevalo adsorbira na povrsino aimode razgradi zaradi prenosa

elektronov s kovine na onesnazevalo, ali indirekiksidacija v tekéi fazi, kjer poté€e

oksidacija onesnazevala indirektno preko elektrajsi@m tvorbe oksidantov kot so £l
HCI', OH', G ali H,O, (Klavarioti, 2009). Elektrokemijska oksidacija gcer redkeje
uporabljena kot ostali napredni oksidacijski pokitppvendar pa je prav tako zelo
u¢inkovita kot samostojna metoda (Murunganantharoth,2007; Pauwels in sod., 2006;
Rodrigo in sod., 2010) ali v kombinaciji z drugipostopki (Ding in sod., 2012; Kim in
sod., 2002).

1.4.3.3 Oksidacija z vodikovim peroksidom §{B8,)

Vodikov peroksid je m&an oksidant, vendar je zelo nestabilen. V pretéksesje uspesno
izkazal za razgradnjo manj kompleksnih organskijisps milejSih oksidacijskih pogojih
(Ayling in Castrantas, 1981 cit. po Gogate in s@®04), danes pa sedmeoma uporablja
v kombinaciji z drugimi metodami kot UV obsevangonacija, ultrazvina oksidacija

(Andreozzi in sod., 1999; ljeplaar, 2000; VogelpohKim, 2004) in seveda v prisotnosti
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Fe* soli (Fentonova oksidacija), ki pospesijo tvorbaktivnih hidroksilnih radikalov in

tako pospesijo samo reakcijo oksidacije (Slika(@)gate in sod., 2004).
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Slika 10: Weinkovitost naprednih oksidacijskih postopkov s HO,, Os, UV obsevanjem in njihovimi
kombinacijami (Vogelpohl in Kim, 2004: 35)

Figure 10: Efficiency of AOPs including HO,, Os, UV irradiation and their combinations (Vogelpohl
and Kim, 2004: 35)

Ostali napredni oksidacijski procesi (ozonacija,ntbaova oksidacija, fotolitska in
fotokatalitska oksidacija ter mokra in katalitskeokra oksidacija) so predstavljeni v
podpoglavjih 2.1.3, 2.1.4in 2.1.5ter 2.2.1.2.

Odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin z napradroksidacijskimi postopki kot so
ultrazvaina kavitacija, elektrokemijska oksidacija, ozorecijotolitska in fotokatalitska
oksidacija, idr., se je izkazalo za zeltinkovito (Arafia in sod., 2002; Belgiorno in sod..
2007; Chiang in sod., 2004, Jiang in sod., 2006)dgeno aktivhe spojine E1, E2, EE2 in
BPA so se bolj ali manj uspesno odstranile s pidd®H ,O, oksidacije (Rosenfeldt in
Linden, 2004), ozonacije in kombinacije ozonacij@)¥¢ oksidacijo (Chen in sod., 2007,
Irmak in sod., 2005), elektrokemijske oksidacijeufMngananthan in sod., 2007; Pauwels
in sod., 2006) ter fotokatalitske oksidacije (Karaan sod., 2007).
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15

HIPOTEZE

NaSe delovne hipoteze in cilji raziskovanja so:

a)

b)

d)

Optimizacijain vitro testa z gensko spremenjenimi kvasovke@accharomyces
cerevisiae (test YES) telin vivo testa z ribami zebricanidanio rerio za dol@anje
prisotnosti estrogeno aktivnih spojin v vodnih vabr

Uvedba kemijske analize (GC-MS, HPLC) za idendifiko in kvantifikacijo spojin
z estrogenim delovanjem.

Ugotavljanje potencialne estrogene aktivnosti efmkih odpadnih voda z
optimiziranim testom YES.

Preizkus raztinih postopkov za odstranjevanje spojin z estrogetéovanjem iz
vodnih  vzorcev (ozonacija, Fentonova oksidacija, tolftska/fotokatalitska
oksidacija, mokra oksidacija, katalitska mokra dksija). Njihovo dinkovitost

odstranjevanja teh spojin bomo preverili s testoa8Yn s kemijsko analizo.
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2 ZNANSTVENA DELA
2.1 OBJAVLIENA ZNANSTVENA DELA

2.1.1 Uporaba testa YES (Yeast Estrogen Screen) za déamje estrogene aktivnosti

vodnih vzorcev

Yeast Estrogen Screen Assay as a Tool for DeteEtstigpgenic Activity in Water Bodies
BISTAN Mirjana, PODGORELEC Mojca, MARINSEK LOGAR Rmna in TISLER
Tatjana

Food Technology and Biotechnology, 2012, 50, 3:-438

Prisotnost estrogeno aktivnih spojin v odpadnihalgdpovrSinskin vodah, podtalnici in
celo v pitnih vodah, je skrb zbuj& povsod po svetu, saj le-te negativno vplivajo tak
Zivali kot tudi na ljudi. Zato je potrebno estrogeaktivne spojine odstraniti iz voda,
preden le-te dosezejo podtalnico, ki je lahko viing vode. Prav tako je potrebna
ucinkovita kontrola estrogeno aktivnih spojin v odpémdvodah, tako s kemijskimi kot tudi
Z bioloSkimi testi. V naSem delu je predstavljeroptimiziran t.i. test YES (yeast estrogen
screen) z namenom dokazovanja potencialne estrogdnanosti v vodah. Najprej smo
optimizirali trajanje testa, koncentracijo dodanegdstrata v testni medij ter déilo
optimalno valovno dolzino za merjenje absorbanegnagenega substrata. Spegifst in
obxutljivost testa YES smo preverjali z naslednjimiogpami: 17-estradiol, 1d@-
etinilestradiol, bisfenol A, nonilfenol, genisteinhidrokortizon, dieldrin, atrazin,
metoksiklor, testosteron in progesteron. Optimizitast YES se je spedifio odzval na
izbrane estrogeno aktivne spojine in spojine, knajdo estrogene aktivnosti. Potencialno
estrogenost dotokov na in iztokov iz dveéistiinin naprav smo dol@li po predhodni
ekstrakciji vodnih vzorcev na trdni fazi (SPE eakuija), in sicer z uporabo kolon Odsis
HLB in metanola kot elucijskega topila. V vzorcilotdkov nacdistilne naprave smo
dolccili do 90 % relativne estrogene aktivnosti. Prakotamo estrogeno aktivnost doilo
tudi v vzorcih iztokov iz¢istilnih naprav. Iz pridobljenih rezultatov sklepanda je test
YES primerna metoda za preverjanje morebitne estasti v vodah, ki se iztekajo v
povrSinske vode.

Kljuche besede: motilci endokrinega sistema, estrogena aktivnostitoring, ekstrakcija

na trdni fazi, preizkus estrogene aktivnosti, vode
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2.1.2 Dolo¢anje estrogene aktivnosti v odpadnih vodah v Slovgnz bioloSkim

preizkusom

Detection of estrogenic activity in Slovenian wasdters by bioassay
BISTAN Mirjana, MARINSEK LOGAR Romana in TISLER Tjaha
Central European Journal of Biology, 2011, 6 (29-837

V razlicnih drzavah sveta potajo tako o prisotnosti estrogeno aktivnih spojinodnih
okoljih, kot tudi o posledicah njihovega delovang organizme, ki v tem okolju zivijo. V
Sloveniji teh podatkov ni zaslediti, saj v programonitoringa kakovosti povrsinskih in
odpadnih voda ni predpisanih mejnih vrednosti zatdkado naravnih in sintetnih
estrogenov. Zato smo se v naSem delu osrétiota detekcijo estrogene aktivnosti v
odpadnih vodah trelistiinih naprav s testom YES (Yeast Estrogen Sqre¥nprvem
vzorkenju zaradi visokega zaviranja rasti kvasovk, kosl@dico prisotnosti strupenih
organskih in/ali anorganskih snovi, nismo moglirmsz estrogene aktivnosti. Zato smo se
v drugem vza¥enju posluzili dodatneg&iscenja vzorcev na silikagelu, &mer smo
odstranili strupene snovi, ki so zavirale rast kw&sin motile zaznavanje estrogene
aktivnosti. V odpadnih vodah smo doilo do 95 % relativne estrogene aktivnosti.
Postopek dekonjugacije ni bistveno vplival na deffeksame estrogene aktivnosti,cesar
sklepamo, da so bili naravni in sinteti estrogeni hormoni v preiskovanih odpadnih vodah
v dekonjugirani obliki. Estrogeno aktivnost smo estom YES tako zaznali v &iei
vzorcev odpadnih vod, tako vtokov kot iztokov, desar lahko sklepamo, da obstoje
odstranjevanju estrogenov in/ali ksanoestrogenowdizadnih vod. Test YES se je sicer
izkazal za primerno metodo za monitoring estrogenasda, vendar pa za ddanje
vpliva na okolje in v njem Ziv@ organizme sam test YES ni dovolj, v tem primegu s
moramo posluziti Se drugilm vitro kot tudi, in predvsemnin vivo biotestov.

Klju éne besedeestrogena aktivnost, dekonjugacij&cenje s silikagelom, ekstrakcija na
trdni fazi, odpadne vode, test YES (Yeast Estrdgeneen)
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2.1.3 Odstranjevanje estrogenov iz vodnih vzorcev z Ru/T, katalizatorjem v

procesu katalitske mokre oksidacije

RU/TiO, catalyst for efficient removal of estrogens froguaous samples by means of
wet-air oxidation

BISTAN Mirjana, TISLER Tatjana in PINTAR Albin

Catalysis Communications, 2012, 22: 74-78

Splosna razSirjenost estrogeno aktivnih spojin dnem okolju je predvsem posledica
njihovega nepopolnega odstranjevanja v postogigtenja nacistilnin napravah. Eden
izmed obetavnih postopkov odstranjevanja estrogedtivnih spojin je katalitska mokra
oksidacija, kjer pride do oksidacije onesnazevateaktivnimi kisikovimi zvrstmi v
prisotnosti katalizatorja. V nasih eksperimetnihosizvedl|i oksidacijo 1f-estradiola (E2)
v trifaznem reaktorju pri temperaturi do 230 °C\vinprisotnosti katalizatorja TiQali
Ru/TiO,. Ugotovili smo, da je potekala tako katalitska kadi nekatalitska pot oksidacije
E2. S katalitsko mokro oksidacijo v prisotnostidtetatorja Ru/TiQ smo dosegli popolno
razgradnjo E2 kot tudi popolno odstranitev estregaktivnosti.

Klju ¢ne besedekatalitska mokra oksidacija, estrogenpdstradiol, estrogena aktivnost,

test YES (Yeast Estrogen Screefi§¢enje voda
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2.1.4 Pretvorba in estrogenost 1pB-estradiola med fotolitsko/ fotokatalitsko

oksidacijo in katalitsko mokro oksidacijo

Conversion and Estrogenicity of @-estradiol During Photolytic/Photocatalytic Oxidati
and Catalytic Wet-air Oxidation

BISTAN Mirjana, TISLER Tatjana in PINTAR Albin

Acta Chimica Slovenica, 2012, 59: 389-397

Estrogen 1f-estradiol (E2), ki ga proizvajdovesko telo, z izldanjem iz telesa prehaja v
komunalne odpadne vode. E2 wa®o v skupino motilcev endokrinega sistema, ki so
slabo biorazgradljivi. Cilj raziskave je bil ugoitvucinkovitost odstranjevanja E2 iz
vodnih vzorcev s heterogenima procesoma katalitskekre oksidacije in
fotolitske/fotokatalitske oksidacije. Katalitsko kro oksidacijo smo izvedli v trifaznem
kapalnem reaktorju pri temperaturah do 230 °C ntiplnem tlaku kisika 10 bar z uporabo
katalizatorjev TiQ in Ru/TiO,, fotolitsko in fotokatalitsko oksidacijo pa v rdaku z
go&o Vv prisotnosti katalizatorja TiOP-25 (Degussa), obsevanega bodisi z vidno bodisi
UV svetlobo. Odstranjevanje E2 in njegove estrogakte/nosti smo spremljali z analizo
HPLC in s testom YES. Popolno odstranitev estrogekievnosti smo zaznali v vzorcih,
obdelanih s fotolitsko/fotokatalitsko oksidacijo/ svetlobo § = 365 nm) in v vzorcih
tretiranih s fotokatalitsko oksidacijo z vidno debb. Prav tako smo popolno odstranitev
E2 in njegove estrogene aktivnosti zaznali v vzgrabdelanih s katalitsko mokro
oksidacijo v prisotnosti katalizatorja Ti@ Ru/TiO..

Klju ¢ne besede:katalitska mokra oksidacija, estrogeno aktivne iggoj1B-estradiol,

estrogena aktivnost, fotolitska/fotokatalitska diesiija, test YES (Yeast Estrogen Screen)
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2.1.5 Katalitska in fotokatalitska oksidacija vodne raztopine bisfenola A:

razgradnja, strupenost in estrogenost

Catalytic and Photocatalytic Oxidation of AqueouspBenol A Solutions: Removal,
Toxicity, and Estrogenicity

BISTAN Mirjana, TISLER Tatjana in PINTAR Albin

Industrial & Engineering Chemistry Research, 2(8112,8826-8834

Katalitska mokra oksidacija vodne raztopine bisfanA (BPA) je potekala v trifaznem
reaktorju pri temperaturi do 230 °C in parcialnelaka kisika 10 bar v prisotnosti
katalizatorjev TiQ in Ru/TiO,. V prisotnosti katalizatorja Ru(3%)/T§Osmo dosegli
popolno razgradnjo BPA in vekot 96 % odstranjevanje organskih snovi (TOC).
Ucinkovitost odstranjevanja BPA iz vodnih vzorcev spreverjali s strupenostnimi testi,
ki so vkljucevali organizme iz razinih taksonomskih skupin, ter z gensko spremenjenimi
kvasovkami, s katerimi smo preverjali estrogendgiotovili smo, da je bila oksidacija, pri
kateri smo uporabili katalizator Ru(3%)/TiOnajuspesnejSa, saj se je v vzorcih po
oksidaciji zmanjSala tako akutna strupenost koit ésttogenost. Za primerjavo smo izvedli
tudi fotolitsko in fotokatalitsko oksidacijo (s laizatorjem TiQ Degussa P-25). Ugotovili
smo, da je v primeru fotokatalitske oksidacije lprido popolne pretvorbe BPA, kljub temu
pa smo Se vedno zaznali tako akutno strupenogsulloestrogenost, kar kaze na nastanek
strupenih in estrogenih intermediatov v procesaKatalitske oksidacije.

Klju ¢ne besedebisfenol A, katalitska mokra oksidacija, fotok#tha oksidacija, HPLC,
estrogena aktivnost, test YES, strupenost, ba&tdfiprio fischeri, alge Desmodesmus

subspicatus, vodni rakiDaphnia magna, ribe zebricdDanio rerio
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2.2 OSTALO POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO
V tem poglavju so predstavljeni rezultati izposjawosti rib zebrid. rerio v in vivo testu,

kjer smo dol@dali vitelogenin (Vtg) z indirektno ELISA metodo.&rtako so predstavljeni
rezultati odstranjevanja estrogeno aktivnih spglir-estradiola (E2), lo-etinilestradiola

(EE2) in bisfenola A (BPA)) iz vodnih vzorcev z omxijo 0z. Fentonovo oksidacijo, ki so
bili pridobljeni v sodelovanju z Jano Nakrst in ddc. Andrejo Zgajnar Gotvajn iz Katedre
za kemijsko, biokemijsko in ekoloSko inZenirstvoakbltete za kemijo in kemijsko

tehnologijo, Univerze v Ljubljani.

2.2.1 Uvod

2.2.1.1 Invivotest z ribami zebricand. rerio
Ribe zebriceD. rerio, predhodno imenovan®&rachydanio rerio, spadajo v druzino

krapovcev Cyprinidae. Zebrice so tropske ribice, ki zivijo v pritokireke Ganges v
jugovzhodni Aziji, zato jih gojimo na temperaturd 2C. Odrasle ribe merijo 3-5 cm,
zrelost pa doseZzejo v treh mesecih (Nagel, 2002eldgenin, ki ga doltgamo pri
zebricah, je prekurzor japega rumenjaka, ki se praviloma izraza le pri sami¥ primeru
prisotnosti estrogeno aktivnih spojin v vodi, pavselogenin izraza tudi pri samcih in
mladicah zaradi interakcije estrogeno aktivnih Bpaj estrogenimi receptorji (Slika 11)
(OECD, 2009; Sumpter in Jobling, 1995).
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Slika 11: Indukcija proizvodnje vitelogenina (Vtg) pri samcih D. rerio (Cosmo Bio Co., 1997)

Figure 11: Production of vitellogenin (Vtg) in malezebrafishD. rerio (Cosmo Bio Co., 1997)
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Test Vtg-ELISA deluje po principu indirektne ELISAetode in je osnovan na spetiii
vezavi vitelogenina s protitelesi ozemimi z markerji. Encimska aktivnost markerja na
protitelesu je proporcionalna koncentraciji vitedagha in jo  doléamo

spektrofotomettino (Slika 12) (Sumpter in Jobling, 1995).

Antigen- Specific antibody Enzyme-linkad Substrate is added and
coated well pinds to antigen antibody binds to converted by enzyme into
specific antibody colored product; the rate

of color formation is
proportional to the amount
of specific antibody

Slika 12: Shematski prikazin vivo Vtg-ELISA testa (Chakravarthy A., 2011)
Figure 12:1n vivo bioassay Vtg- ELISA (Chakravarthy A., 2011)

Prisotnost Vtg pri ribjih samcih in mladicah je aeflober in uporaben biomarker za
dolocanje estrogene aktivnosti okoljskih vzorcev, nppovrSinskih vodah (reke), v katere

se izlivajo odpadne vode éstilnih naprav (Jobling in sod., 1998; Hansenod.s1998).

2.2.1.2 Odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin z ozooacij
Mehanizmi kemijskih reakcij ozona in organskih arezeval so zelo kompleksni in lahko

potekajo preko direktnih reakcij (kot so npr. oligsko-redukcijske reakcije) ali preko
mehanizmov veriznih reakcij, pri katerih se tvor@ad™ radikali. Ozon je nestabilen, zato
ga tvorimo na mestu uporabe, in sicetigtega kisika, zmesi kisik/zrak ali le iz zraka ter
ga sproti dovajamo v reaktor (Slika 13).

Water inletI

i Water inlet

Water outlet

Water outlet

Slika 13: Ozonacija v koloni z mehutki (levo) in Ottovem aparatu (desno) (Gogate in sod2004: 533)
Figure 13: Ozonation in bubble coloumn (left) andn Otto aparatous (right) (Gogate et al., 2004: 533)
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Ozonacija se je v preteklosti uporabljala predvzandezinfekcijo pitne vode, danes pa se
v kombinaciji z drugimi oksidacijskimi postopki u@blja za odstranjevanje biolosko
slabo razgradljivih mikroonesnazeval (tudi estragektivnih spojin) v povrsinskih in
izcednih deponijskih vodah, odpadnih vodah v fammwéski, kozmetini in tiskarski
industriji ter v industriji papirja, tekstila in usnih materialov (Altmann in sod., 2012;
Arslan in Balcioglu, 2001; Gogate in sod., 2004}y@s in sod., 1995; Reungoat in sod.,
2012; Schaar in sod., 2010). Alum in sodelavci @G dokazali, da je ozonacija 100 %
ucinkovita pri odstranjevanju tako E2 in EE2 kot tu8PA, medtem ko se njihova
estrogena aktivnost le delno zmanjSa. Najverjetasfegena aktivnost vzorcev E2 in EE2
po ozonaciji ostaja zaradi tvorbe intermediatovjilkiv svojem delu opisujeta Huber s
sodelavci (2004) in Irmak s sodelavci (2005).

2.2.1.3 Odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin s Fentoraksidacijo
Fentonova oksidacija, ki je bila ptvpredstavljena ze leta 1894, sodi skupaj s svojimi

izpeljankami (foto-Fenton, elektro-Fenton) med ogpsteje uporabljene oksidacijske
procese. Fentonov proces je sestavljen iz 4 delksidacija, nevtralizacija, flokulacija in
separacija trdno-teke, in temelji na tvorbi OH" radikalov po dodatku*F@n H,O, v
kislem mediju, kar povz&o oksidacijo organskih snovi (Deng in Englehard@0@).
Celotno reakcijo Fentonove oksidacije lahko povzame naslednjo etho (Andreozzi,
1999):

Fe* +H,0, - Fe*" + OH™ + OH"

V primeru obsevanja z UV-VIS svetlobd. & 300 nm) tekom procesa Fentonove
oksidacije (Foto- Fenton) je celokupna reakcijaidésije hitrejSa, saj v tem primeru
poteka redukcija Féionov ist@&asno z oksidacijo P&éionov (Andreozzi in sod., 1999).
Fentonova oksidacija se uporablja za razgradnjo taganskih kot anorganskih spojin v
bolniSnenih odpadnih vodah (Kajitvichyanukul in Suntronvip@006), odpadnih vodah
tekstilne industrije (Karthikeyan in sod., 2011snjarske industrije (Mandal in sod.,
2010), farmacevtskih odpadnih vodah (Tekin in s@@Q6), idr.
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Ceprav ima Fentonova oksidacija veliko prednostit ko nizka cena in dostopnost
reagentov F& in H,O,, homogenost reakcije in izvedba pri sobni tempeiapa ima tudi

pomanijkljivosti. In sicer, med procesom Fentonoksideacije se tvori odpadno blato, ki
vsebuje raztine zelezove soli in hidrokside, in na katero sedisajo organske snovi, kar
onemogadi zanesljivo oceno razgradnje in dodatno povarproblem nevarnosti vnosa

nevarnih snovi v okolje (Deng in Engelhardt, 20B&rson, 2004; Zhang in sod., 2005).

2.2.2 Materiali in metode

2.2.2.1 Dolocanje vitelogenina (Vtg) pri ribah zebric8hrerio z in vivo testom

Pri uvajanju in optimizaciji testa Vtg-ELISA smoanabili mladice oz. samce rib zebific
rerio Hamilton Buchanan, ki smo jih kupili v trgovini kwaristiénim materialom (Tukano
d.o.0.). Najmanj 7 dni pred &tkom testa smo ribe prilagajali na laboratorijskemere
(aklimatizacija) v termostatiranem prostoru, ogreema na 26 + 2C, z umetno osvetlitvijo
z rezimom 12 h svetlobe (fluorescentna zarnica)drh teme (ISO 7346-1, 1996). Ribe

smo hranili trikrat dnevno s hrano Nutrafin max qbete flake food (Hagen, Francija).

2.2.2.2 lzpostavljanje rib zebri®. rerio estrogeno aktivnim spojinam
Mladice oz. samce rib zebric smo izpostavili namxn estrogenemu hormonu (317

estradiolu (E2) (Sigma- Aldrich) v koncentracijat2m®; 2,72 in 27,2 pg/l. Zalozne
osnovne raztopine E2 so bile pripravljene v etandklovne raztopine E2 pa v postani
vodovodni vodi (in so vsebovale 0,01 v/v % etanolaysakem testu smo izvedli tudi 2
kontroli, in sicer kontrolo K (ribe v postani vodmini vodi brez dodane testne spojine ali
etanola) in kontrolo K+EtOH, v katero smo dodaéredl (100 ul), tako da je bila kéma
koncentracija etanola v vodi 0,01 v/iv %. Akvarip bili namesgeni v termostatiranem
prostoru s temperaturo 20 °C, zato smo akvarijeeklj ogrevali na temperaturo 26 + 2
°C, kar smo dnevno preverjali s termometri. Za zagfEnje zadostne kdiine kisika v
vodi (60 % nasienje s kisikom) smo akvarije prepihovali z zrakoen tinevno merili
koli¢ino raztopljenega kisika z oksimetrom (WTW Oximet®X| 96). Po potrebi smo iz

akvarijev tudi odstranjevali ostanke hrane in dkie.
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Kratkotrajen test z ribami zebricami je trajal 4 60 7346-3:1998). V akvarij smo nalili
1 | postane, termostatirane vodovodne vode (26@)2ter dodali ustrezno kélho E2. V

¢asu trajanja testa rib nismo hranili.

Dolgotrajen test z ribami zebricami je trajal 21 @nje v majhnih odstopanjih potekal v
skladu z navodili standarda OECD (2009). V 5 | post vodovodne vode z dodano
ustrezno koliino E2 smo dali 9 samcev ribic zebric. Ribe smaitiravakrat dnevno s
hrano Nutrafin max complete flake food (Hagen, Eija). Preténi sistem (0,2 I/h) je
omogaal konstanten pritok in odtok vodne raztopine ixaaka, ki smo jo pripravljali

dnevno. Vsebina akvarija se je zamenjala v enemudne

Ribe smo po kotanem testu evtanazirali z anestetikom MS-222 (Sigidach) in jih do
nadaljne uporabe shranili na -20 °C. Pred izvedistatELISA smo ribice odmrznili, jim
odstranili glave in repe, ter jih homogenizirali.

Pred izvedbo testa smo preverili vsebnost vitelogen 5-ih ribah po aklimatizaciji. Ribe
smo evtanazirali, homogenizirali, déilb koli ¢ino proteinov ter z metodo ELISA dalt

koli¢ino vitelogenina.

2.2.2.3 Homogenizacija rib
Homogenizacija rib zebric je potekala v pufru ELISA% BSA v PBS in 1 mM PMSF

(pH 7,3) v razmerju 1 : 2). Homogenizirane ribioaoscentrifugirali s centrifugo Universal
32 R (Hettich, Boston, MA, ZDA) na 4 °C pri 3000rabh 15 min, da smo &ii tekogi
del od preostanka. Te&iodel smo do nadaljne analize shranili v Eppendoif@pruvetah
na -20 °C (Brion in sod., 2002). Sledilo je dtdaje koltine proteinov in izvedba testa
ELISA za dol@anje prisotnosti in katine vitelogenina (Vtg).

2.2.2.4 Dolocanje proteinov
Za izvedbo testa ELISA smo morali najprej datiokoli ¢ino proteinov v vzorcih. To smo

naredili s komercialno dostopnim kitom BCA (PiétcBCA Protein Assay Kit) po

navodilih proizvajalca (Thermo Fisher ScientificcInIL, ZDA). Iz umeritvene krivulje
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(Priloga A) smo dolali kolicino vzorca, ki smo ga nadalje uporabili za dalge
prisotnosti vitelogenina s testom ELISA. Koncenim@roteinov v vzorcu, ki smo ga
uporabili za test ELISA (10-100g vseh proteinov/ml), smo dobili z r&hjem osnovnega

vzorca s pufrom C (ki je opisan v poglavju 2.2.2.5)

2.2.2.5 Postopek indirektnega testa Vtg-ELISA
Priprava raztopin za izvedbo Vtg-ELISA

Pufer C; pH 9,6V destilirani vodi (1 ) smo raztopili 1,59 g M2O; in 2,93 g NaHC®in
shranilina 4 °C.

Pufer PBS; pH 7,3Raztopili smo 1,15 g N&POy; 0,2 g KHPOy; 8,0 g NaCl in 0,2 g
KCI v 800 ml destilirane vode, uravnali pH na M3diodali destilirano vodo do 1 litra ter

shranili na 4 °C.

Raztopina za spiranje TPBRaztopili smo 1 ml Tween 20 v 2000 ml pufra PBSE te

shranili na 4 °C.

Raztopina B (»blocking solution«® % BSA (goveji serumski albumin, »bovine serum

albumin«) smo raztopili v pufru PBS. Shranili smeo°C (uporabno le za nekaj dni!).

Raztopina primarnih protiteles (AbPrimarna Ab (»Mouse Anti-Zebrafish Vitellogenin

Monoclonal Antibody«; Biosense Laboratories AS,d&ar, Norveska) smo raztopiliv 1 %
BSA v pufru PBS in sicer v razmerju 1: 1000. Pryirasmo svezo raztopino in jo takoj
uporabili.

Raztopina sekundarnih protiteles (ASekundarna Ab (»ImmunoP{r&oat Anti-Mouse

IgG, (H+L), Peroxidase Conjugated«; Thermo Fishere@ific Inc., IL, ZDA) smo
raztopili v 1 % BSA v pufru PBS in sicer v razmeru 3000. Pripravili smo svezo
raztopino in jo takoj uporabili.

Raztopina D (»developing solutior);04 % OPD ¢-phenylenediamin dihydrochloride) in
0,012 % HO,; 15 mg OPD smo raztopili v 37,5 ml destilirane &ad dodali 15ul 30 %
H20O5. Pripravili smo svezo raztopino in jo takoj upahab

Raztopina S (»stop solutiond:N H,SOy; 53 ml SO, (95-97 %) smo raztopili v 500 ml

destilirane vode.
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Za dolaanje vitelogenina smo izvedli indirekten test ELISpo postopku opisanem
spodaj (Brion in sod., 2002).

1.

Na mikrotitrske plo& (Nunc Maxisorp, eBioscience, CA, ZDA) smo nanesli
100 ul vzorca (10-10Qug vseh proteinov/ml). PIgé smo inkubiralicez n@
(16 h) na 4 °C.

Plo&o smo sprali z raztopino za spiranje TPBS (2003-krat in dodali
raztopino B (10Qul). Inkubirali smo 45 - 60 min na sobni T (20 °C).

Plo&o smo sprali z raztopino za spiranje TPBS (2003-krat in dodali
raztopino primarnih protiteles (1Q0). Inkubirali smo 60 min na 37 °C.
PloZo smo sprali z raztopino za spiranje TPBS (2005-krat in dodali
raztopino sekundarnih protiteles (10I). Inkubirali smo 60 min na sobni T
(20 °C).

PloZo smo sprali z raztopino za spiranje TPBS (2005-krat in dodali
raztopino D (10Qul). Inkubirali smo 5 -30 min v temi.

Dodali smo 5Qul 4 N H,SOq in izmerili absorbanco na spektrofotometru pri
A =492 nm.

S pomgjo standardne raztopine vitelogenina smo &tlameritveno krivuljo (Priloga A),

iz katere smo nato po kéenem testu ELISA iztaunali koncentracijo Vtg v nasih vzorcih.

2.2.2.6 Obstojnost E2 meih vivo testom
S kemijsko analizo smo preverili obstojnost tesspmjine E2 tekom trajanja testa.

Analizirali smo sveze pripravljeno vodno raztopiB@, vodo iz akvarija in vodo, ki je

iztekala iz akvarija. E2 smo najprej koncentrilSEPE (glej poglavje 2.2.2.10) ter nato

analizirali s HPLC opisano v Bistan in sod. (201)b-
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2.2.2.7 Ozonacija
Pri eksperimentalnem delu ozonacije smo uporabgini spojini 1B-estradiol (E2) in

170-etinilestradiol (EE2) (Sigma-Aldrich), katerih @sme raztopine so bile pripravljene v
96 v/v % etanolu, delovne raztopine pa v uist vodi (Purelab Option, Elga, Veolia
Waters Solution and Technology, Velika Britanijas€bnost etanola je bila 0,04 v/v %).
Delovne koncentracije E2 so bile 27,2 mg/l in 0,2@@/1 ter EE2 2,9 mg/l in 0,29 mg/l.
Eksperimenti ozonacije so potekali v koloni z mekurVisina kolone z mehdki je bila
20 cm, notranji premer reaktorja 9 cm in volumeskagiske zmesi 250 ml. Za proizvodnjo
ozona smo uporabili generator ozona Lifetech (kibt Ceska) z maksimalno keino
proizvedenega ozona 5 |/h. Za proizvodnjo ozona spurabili konstantni pretok kisika
20 I/h. V meSanici zraka in ozona, ki smo jo vpidlbw reaktor, je bilo 30 % ozona.
Reakcijski¢asi izpostavitve testne spojine ozonaciji so hii,@, 5, 10, 15, 20, 60 in 120
min. Za merjenje koncentracije ozona v plinski feio uporabili UV detektor ozona Life
ODU 100 (Lifetech) (Nakrst in sod., 2011).

2.2.2.8 Fentonova oksidacija
Pri eksperimentih Fentonove oksidacije smo upoaiitigstne spojine Brestradiol (E2),

170-etinilestradiol (EE2) in bisfenol A (BPA) (Sigmalekich), ki so bile pripravljene v
ultrgisti vodi (Purelab Option, Elga, Veolia Waters Smn and Technology, Velika
Britanija); ter kemikalije: FeS®7H,0 (Fluka Analytical), 30 % m/v ¥D, (Belinka), HCI
(Merck) in NaOH (Merck). Delovne koncentracije E2lsle 27,2 mg/l in 0,272 mg/l; EE2
29,6 mg/l in 0,296 mg/l ter BPA 20 in 0,228 mg/erftonova oksidacija je potekala pri
sobni temperaturi (22 + 2 °C) in ob enakomernemamjesna mesalu (200 rpm). Razmerja
in koli¢ine Fentonovih reagentov (Fe®@H,0 in H,0,) so zapisane v Preglednici 2. Pred
dodatkom reagentov smo uravnali pH (2,5 - 3,0)o mat vzorce za analizo odvzemali pri
razlicnin ¢asih (0, 5, 10, 30, 45/50, 60/70 in 90 minutah)alkkgo smo ustavili z
zviSanjem pH vrednosti nad 12. Za odstranitev pgedega peroksida smo vzorce prevreli
(10 minut) in jih nato Se filtriraléez filter papir za hitro filtriranje @#ni trak« z velikostjo
por 12 - 15um, Sartorius) (Nakrst in sod., 2010; Zgajnar Gatvajsod., v tisku).
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Preglednica 2: Razmerja Fentonovih reagentov upordfena v eskperimetnih oksidacije

Table 2: Ratio of reagents used in Fenton oxidation

- Razmerje Fentonovih reagentg\Koncentracije Fentonovih reagentpv
Testna spojina
(FE€" : H0) (FE* : H,0,)

27,2 mg/l (E2) 1:0,5 1M:05M

29,6 mg/l (EE2) 1:10 001M:1M

20 mg/l (BPA) 1:20 0,06 M:1M

0,272 mg/l (E2) 1:05 0,001 M : 0,0005 M
0,296 mg/l (EE2) 1:10 0,001 M: 0,01 M
0,228 mg/l (BPA) 1:20 0,0005M:0,01 M

2.2.2.9 SPME/ GC-MS analiza
Preostanek spojin E2 in EE2 po ozonaciji smo &blz metodo SPME/GC-MS.

Vzorcevanije je potekalo z avtomatiziranim vezevalnikom Gerstel MultiPurposeSampler,
analiza pa je potekala na plinskem kromatografemjdnim z masnim spektrometrom
GC-MS Agilent 6890N/5973 (Agilent Technologies, tlatFalls, DE, ZDA). Vzorce po
ozonaciji oz. Fentonovi oksidaciji (18 ml) smoritléali skozi filtre z velikostjo por 0,3m

in nato izvedli mikroekstrakcijo na nitki (Solid &e Microextraction oz. SPME).
Ekstrakcija spojin na poliakrilatno nitko (PA §&) je potekala 30 min pri temperaturi 55
°C in konstantnem mesSanju 250 rpm. Nato je slaetbsorpcija (3 min) v injektorju pri 250
°C, in latevanje spojin na GC koloni HP-5MS (30 m x 0,25 mn®,5 um) (Agilent
Technologies) z naslednjim programom: 80 °C, 4 maraganje temperature 15 °C/min
do 300 °C, 10 min. Helij s konstantnim pretokom fnlfmin smo uporabili kot nosilni
plin. Temu je sledila detekcija, ptemer smo uporabili MSD analizator, s katerim smo
merili ione zm/z od 30-550. Retencijsktasi in fragmentni ioni (v oklepaju) so bili
nasledn;ji: 16,89ryz 213 in 228) za BPA; 19,63n(z 272 in 213) za E2 in 20,0z
296 in 213) za EE2.

Odstotek razgradnje testnih spojin (%) smodareli po enébi 1.

VZOrec po ozonaciji (,Ug / l)

c
Razgradnja (%)= x 100 . (1)

vzorec pred 0zonacijo (/Jg / l)
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2.2.2.10SPE koncentriranje
Vzorce za analizo s testom YES smo pred izvedboegantesta koncentrirali oz.

ekstrahirali z metodo SPE. Pri tem smo uporabilioke Waters Oasis® s polnilom
Oasis® HLB 60 um/500 mg (Waters Oasis Corporatid,, USA). Kondicioniranje
kolon je potekalo s 4 ml metanola (MeOH), sleddospiranje topil s 4 ml ultégste vode
(Purelab Option, Elga, Veolia Waters Solution arethinology, Velika Britanija), nanos
vzorca ter spiranje kesto¢ s kolone s 4 ml 5 % MeOH in suSenje kolon z neznim
pretokom dusSika. Sledila je elucija spojin iz kolboMeOH (4 ml) in dodatno prepihovanje

z duSikom do ko#nega volumna 1 ml.

2.2.2.11Test YES
Estrogenost posameznega vzorca po ozonaciji smeenidres testom YES, kjer

uporabljamo gensko spremenjen sev kvaso8keerevisiae, ki so ga pod vodstvom
profesorja Sumpterja (Genetics Department of GMbadllcome, Stevenage, UK) razvili za
ugotavljanje prisotnosti estrogenov in estrogenvalt snovi v vodnih vzorcih. Pridobili
smo dovoljenje za uporabo kvasovk za izvedbo téBi& v Laboratoriju za okoljske vede
in inZenirstvo na Kemijskem institutu v Ljubljafostopek testa YES in izian estrogene

aktivnosti vzorcev je opisan v Bistan in sod. (2810.

2.2.3 REZULTATI IN DISKUSIJA

2.2.3.1 Obstojnost E2 meih vivo testom

Z analizo sveze pripravljenih vodnih raztopin E@drih raztopin E2 odvzetih iz akvarijev
in vodnih raztopin E2, ki smo jih zbirali na iztoku akvarijev, smo ugotovili, da se med
izvedbo testa del E2 izgubi. V vodi iz akvarija sd@ctili le Se 65 % z&etne koltine E2

in na iztoku iz akvarija le Se 40 %cedne koltine E2, kar nakazuje na do 60 % izgubo E2
tekom izvedbe testa z ribami. Ker je naravni egnogpormon E2 hidrofobna spojina, ki se
rada adsorbira na ragtie materiale (Walker in Watson, 2010), sklepamoselge del E2
adsorbiral na steklene povrSine akvarijev oz. piastpovrSine cevk, po katerih je vodna
raztopina E2 potovala v akvarij 0z. iz njega. MoZedudi, da se je del E2 razgradil na
svetlobi (Chowdhury in sod., 2011).
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2.2.3.2 Kratkotrajenin vivo test z ribami zebricani. rerio
Z Vtg-ELISA testom v ribah zebricah izpostavljenia? v kratkotrajnem testu nismo

nikjer zaznali Vtg, najverjetneje zaradi prekratkepostavljenosti rib naravnemu
estrogenemu hormonu E2. Ugotovili smo tudi, da dlbzetesta ne more in ne sme biti

statten sistem, sagasoma ribam za@e primanjkovati kisika zaradi razgradnje iztrebkov

2.2.3.3 Dolgotrajenin vivo test z ribami zebricanid. rerio
Kljub doslednemu uposStevanju vseh parametrov izeddbta z ribami zebricami (OECD,

2009) smo ugotovili, da se del E2 (do 60 %) tekarskpisa izgubi, najverjetneje zaradi
fotorazgradnje in/ali adsorpcije na steklo ali pgkage cevi in to kljub temu, da je bil test
izveden s pretmim sistemom in da je v akvarije konstantno pritekaveza vodna
raztopina E2. Prav tako smo ugotovilicvikot 10 % umrljivost rib med izvedbo testa,
zaradicesar je bil test neveljaven. Vtg smo sicer diilgri ribah izpostavljenih testni
spojini E2 v koncentraciji 27,2 in 2,42/l (Priloga B).

Odlacili smo se, da v nadaljnih raziskavah testa z ribasbricami za dokazovanje
prisotnosti estrogeno aktivnih spojin ne bome iz&ajali, ker je test dolgotrajen, za test so
potrebne velike kotine vzorcev in ne omoga stalne koncentracije testne spojine kljub
pret@énemu sistemu. Ker smo potrebovali za naSe nadajnskave enostaven in hiter
test, smo se odédi, da bomo v prihodnje za dalanje estrogene aktivnosti uporabljali test
YES.
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2.2.3.4 Ozonacija
Ozonacija E2

Pretvorba E2 (v z#tni koncentraciji 27,2 mg/l) v danih pogojih ozoijpa (pretok kisika
20 I/h in 30 % ozona) doseze vrednost 92 % ze pih Winutah (Nakrst in sod., 2011).
Vendar pa se kljub visokim odstotkom pretvorbe &2m ozonacije estrogena aktivnost
(REA) vzorcev ne spreminja in ostaja vedno 100 %zI&y za to je dejstvo, da je
koncentracija E2 kljub maksimalni pretvorbi 96,5 86 60-ih minutah Se vedno zelo
visoka - 0,952 mg/l. Minimalna koncentracija E2 Ski povzréi estrogeno aktivnost je 15
ng/l, in koncentracija E2, ki povztbmaksimalni estrogeni odziv je enaka 340 ng/l (&ms
in sod., 2012a), zato lahko sklepamo, da 100 % RB¥eraia ostanek E2 (0,952 mg/l -
6,09 mg/l) v vzorcih.

Na Sliki 14 je predstavljen potek pretvorbe E2 vetai koncentraciji 0,272 mg/l v danih
pogojih ozonacije (pretok kisika 20 I/h in 30 % oad. Vidimo, da se Ze po 15 sekundah
pretvori ves E2 0z. ga z metodo SPME/GC-MS nt maznati (meja detekcije E2 metode
SPME/GC-MS je 272 ng/l). Kljub temu, da z metodoMHEGC-MS v vzorcih ne
zaznamo E2, pa je estrogena aktivnost, ki jo wigdrcih zaznamo, Se vedno zelo visoka
in se giblje med 79,9 in 98,9 %. Glede na to, danjeimalna koncentracija E2, ki Se
povzrai estrogeno aktivnost, 15 ng/l (Bistan in sod., 28)] in da E2 z dano metodo
SPME/GC-MS, ki ima mejo detekcije E2 272 ng/l, rezrramo, sklepamo da je E2 v
vzorcih prisoten v koncentraciji < 272 ng/l, ki $& vedno lahko estrogeno aktivha. K
estrogeni aktivnosti pripomore tudi intermediat bafienon, ki nastane med procesom
ozonacije (in scasom ozonacije celo nata$ in ima sposobnost vezave na estrogeni
receptor (IEH, 2005). Njegovo prisotnost smo pditsliSPME/GC-MS analizo (Salinger,
2009).
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Slika 14: Pretvorba E2 (¢ = 0,272 mg/l) (%) in relativha estrogena aktivnos{REA, %) v vzorcih po
ozonaciji

Figure 14: Removal of E2 (g = 0,272 mg/l) (%) and relative estrogenic activit{REA, %) in samples
after ozonation

Ozonacija EE2

Pretvorba EE2 (v Z&tni koncentraciji 2,9 mg/l) v danih pogojih ozoipadcpretok kisika
20 I/h in 30 % ozona) doseze maksimalno vredno& 99 po 120-ih minutah (Nakrst in
sod., 2011). Kljub visokemu delezu pretvorbe EB®te ozonacije se estrogena aktivnost
(REA) vzorcev ne spreminja in ostaja vedno 100 %zI&y za to je dejstvo, da je
koncentracija EE2 kljub 99,6 % pretvorbi zelo viaoK0,116 mg/l). Minimalna
koncentracija EE2, ki povzéo estrogeno aktivnost je 15 ng/l, in koncentradgg?2, ki
povzrai maksimalni estrogenski odziv je enaka 370 ngist@ in sod., 2012a), zato
sklepamo da 100 % REA vrednost pova@stanek EE2 v vzorcih, ki se giblje med 0,116
mg/l in 0,264 mg/l (Nakrst in sod., 2011).
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Na Sliki 15 je predstavljena pretvorba EE2 (¢etai konc. 0,296 mg/l) v danih pogojih
ozonacije (pretok kisika 20 I/h in 30 % ozona). i¥fid, da po 15 sekundah ozonacije EE2
vec ne zaznamo, Se vedno pa zaznamo estrogeno akt{Ries), ki po 120 min tretiranja
pade le za 12 %. Glede na to, da je minimalna kureeija EE2, ki Se povztoestrogeno
aktivnost 15 ng/l (Bistan in sod., 2012a), in d&2EEdano metodo SPME/GC-MS, ki ima
mejo detekcije EE2 pri 296 ng/l, ne zaznamo, sktepada REA v vzorcih povzia
preostanek EE2, ki je prisoten v koncentraciji 6 2@/l. K izmerjeni estrogeni aktivnosti
pripomore svoj delez tudi estrogeno aktiven intetiaie dibutilftalat (IEH, 2005), ki
nastane pri procesu razgradnje EE2 med ozonacgbn(®r, 2009). Sasom njegova
koncentracija nar&a, kar smo potrdili s SPME/GC-MS analizo.
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Slika 15: Pretvorba EE2 (¢ = 0,29 mg/l) (%) in relativna estrogena aktivhos{REA, %) v vzorcih po
ozonaciji

Figure 15: Removal of EE2 (g = 0,29 mg/l) (%) and relative estrogenic activitfREA, %) in samples
after ozonation

Potek pretvorbe E2 0z. EE2 med ozonacijo je zeldopen (Nakrst in sod., 2011). Na
zatetku se sicer v 1. minuti pretvori 12 %¢vEE2 kot E2 (okoli 91 %, E2 pa le 78 %),
vendar nato pretvorba enakomerno n&ag obeh primerih, in tako se po 15 minutah
pretvori ze vé kot 95 % E2 oz. EE2. Ker sta E2 in EE2 struktupoalobni spojini, iz
dobljenih rezultatov sklepamo, da je mehanizemresthtge E2 in EE2 podoben.
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2.2.3.5 Fentonova oksidacija

Fentonova oksidacija E2

Pri odstranjevanju E2 (v 2atni koncentraciji 27,2 mg/l) sta bilicinkoviti le razmer;ji
reagentov 1:10in 1: 20, kjer se je ze takoglpdatku reagentov odstranilocvieot 30 %
E2, po 60-ih minutah pa vsaj 80 % E2. Pri uporaiglje razmerju reagentov 1 : 0,5 do
odstranitve E2 ni priSlo (Nakrst in sod., 2010)tr&gena aktivhost se tekom Fentonove
oksidacije ni zmanjSala ali odstranila, saj je bilvzorcih Se vedno prisoten E2 v
koncentracijah med 2,7 in 20,1 mg/l, v katerih gevédno zelo estrogeno aktiven (Bistan
in sod.., 2012a).

Pri odstranjevanju E2 v Zatni koncentraciji 0,272 mg/l s Fentonovo oksidacjmo
opazili naslednje. Odstranitev E2 in estrogenevaksti (REA) je bila uspeSna pri
uporabljenih razmerjih reagentov 1 : 10 in 1 : 80,pa tudi pri razmerju 1 : 0,5, saj je v
tem primeru po 70 minutah Fentonove oksidacije &&ne zaznati 75 % E2 in 100 %
REA. V primeru razmerij reagentov 1 : 10 in 1 : Bbko govorimo o zelo dobrem
odstranjevanju E2, saj takoj po dodatku reagent@anamo le okoli 10 oz. 20 % REA, kar
pomeni da so bili vzorci le Sibko estrogeni (An@ersn sod., 1999). Glede na to, da je
meja detekcije estrogene aktivnosti (15 ng/l) pagjardetekcije E2 z metodo SPME/GC-
MS (272 ng/l), lahko sklepamo, da estrogeno aksvnovzorcih povzréa ostanek E2 <
272 ng/l.
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Slika 16: Odstranjevanje E2 (Odstr., %) (¢ = 0,272 mg/l) s Fentonovo oksidacijo pri raztnih
razmerjih oksidantov Fe** in H,0, (glej Preglednico 2) in relativna estrogena aktivnst (REA, %)

Figure 16: Removal of E2 (%) (¢ = 0,272 mg/l) during Fenton oxidation at differentreagents ratios
(see Table 2) and relative estrogenic activity (REA%)

Fentonova oksidacija EE2

Pri odstranjevanju EE2 (v etni koncentraciji 29,6 mg/l) sta razmerji reagent : 10 in

1 : 20 podobno uspesni, saj se po 70 minutah adstsaj 99,1 % EE2, medtem ko se pri
razmerju reagentov 1 : 0,5 po 70 minutah odsr8B8 % EEZ2. Estrogena aktivnost se ne
odstrani,éetudi se EE2 deloma razgradi. Glede na to, datpnek EE2 v vzorcih po 70
minutah Se vedno med 0,296 in 6,275 mg/l, lahkekino, da estrogeno aktivnost v
vzorcih povzréa preostanek EE2.
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Iz Slike 17 je vidno, da je bila odstranitev EE2 A&etni koncentraciji 0,296 mg/l)
najuspesnejSa pri razmerju reagentov 1 : 10, dajgeugotovljeva 100 % odstranitev EE2
iz vzorcev Ze po 5 oz. 10 minutah. Prav tako opaziumpad v preostanku estrogene
aktivnosti, po 70 minutah zaznamo le Se 44 % RERAmMAN] @inkoviti razmerji reagentov

sta se izkazali razmerji 1 : 0,5 in 1 : 20, sajs#aEE2 in estrogena aktivnost le delno
odstranila.
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Slika 17: Odstranjevanje EE2 (Odstr., %) (¢ = 0,296 mg/l) s Fentonovo oksidacijo pri raztnih
razmerijih oksidantov Fe** in H,0, (glej Preglednico 2) in relativna estrogena aktivnst (REA, %)

Figure 17: Removal of EE2 (%) (¢ = 0,296 mg/l) during Fenton oxidation at differentreagents ratios
(see Table 2) and relative estrogenic activity (REA%)
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Fentonova oksidacija BPA

Odstranjevanje BPA (v 2atni koncentraciji 0,228 mg/l) s Fentonovo oksi@age
prikazano na 18. Vidimo, da je razmerje reagente§’ F H,0, = 1 : 0,5 najmanj
ucinkovito, saj se je BPA le delno odstranil. Bodinkoviti sta bili razmerji reagentov 1 :
10in 1: 20, kjer se je ze takoj po dodatku reémendstranilo 55 oz. 75 % BPA. Pri obeh
razmerjih po 90 minutah nismo &eolcatili BPA. Podobne rezultate smo opazili tudi pri

odstranjevanju BPA v zatni koncentraciji 20 mg/l (Zgajnar Gotvajn in sodtisku).

Estrogene aktivnosti (REA) nismo zaznali niti vtin@nih vzorcih niti v zéetnem vzorcu

(0,228 mg/l) zaradi Sibke estrogene aktivnosti EB&stan in sod., 2012a).
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Slika 18: Odstranjevanje BPA (Odstr., %) (¢ = 0,228 mg/l) s Fentonovo oksidacijo pri raztnih
razmerijih oksidantov Fe** in H,0, (glej Preglednico 2)

Figure 18: Removal of BPA (%) (¢ = 0,228 mg/l) during Fenton oxidation at differentreagents ratios
(see Table 2)
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Na sliki 19 vidimo primerjavo poteka odstranitve, EE2 oz. BPA (rezultati dobljeni pri
vi§jih za&etnih koncentracijah testnih spojin) ter preostaREkA (rezultati dobljeni pri

nizjih zatetnih koncentracijah testnih spojin) tekom Fent@mksidacije, ko je bilo

uporabljeno razmerje reagentov’FeH,0, = 1 : 20 (0,05 M: 1 M oz. 0,0005 : 0,01 M),
kjier je lepo viden¢asovni potek odstranjevanja testnih spojin in hi@atmanjSevanje
REA.
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Slika 19: Odstranjevanje E2, EE2 oz. BPA (Odstr., % in relativna estrogena aktivnost (REA, %)
tekom Fentonove oksidacije pri uporabljenem razmernj reagentov Fé* : H,0, =1 : 20

Figure 19: Removal of E2, EE2 and BPA and relativeestrogenic activity (REA) during Fenton
oxidation at reagent ratio Fé": H,0,=1: 20
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2.2.3.6 Adsorpcija testnih spojin na blato Zelezovih oksi@dohidroksidov med
Fentonove oksidacije

Med Fentonovo oksidacijo pride do nastanka Zeldzokisidov in hidroksidov, na katere
se lahko adsorbirajo preiskovane spojine, za katengo, da imajo sposobnost adsorpcije
na razléne materiale (Clara in sod., 2004; Fent in sodQ320ohapatra in sod., 2010,
Zeng in sod., 2006; Kim in sod., 2011, Yoon in sd&D03). Tako smo naredili tudi
poskuse, v katerih smo preverili adsorpcijo E2, EEBPA na nastalo blato Zelezovih
oksidov in hidroksidov. Rezultati so bili v soavdtwu objavljeni v Nakrst s sod. (2010) in
Zgajnar Gotvajn s sod. (v tisku), kjer pdamo o visokih odstotkih adsorpcije E2 in EE2
(26 - 50 % za E2 in 20 - 76 % za EE2) ter BPA (300-%) na nastalo blato tekom
Fentonove oksidacije. Delez adsorpcije je odvisdrrazlinih parametrov, kot npr. od

kontaktneg&asa, koncentracije nastalega blata, temperaturdigaiPreglednica 3).

Preglednica 3: Delez adsorpcije in oksidacije tekonFentonove oksidacije pri razlénih razmerjih
reagentov (Nakrst s sod., 2010).

Table 3: Adsorption and oxidation of E2 and EE2 atdifferent molar ratios of regents in Fenton's
oxidation (Nakrst s sod., 2010).

Substance C(mgL™) Ratio of pH C of sludge Adsorption/Oxidation
reagents used in FO formed (g L) (%0l %)
E2 0.272 0.0003M:0.01M (1:33) 2.7 0.06 26/74
0.0005M:0.01M (1:20) 2.7 0.12 38/62
0.0005M:0.005M (1:10) 2. 0.11 37163
0.001M:0.01M (1:10) 2.7 0.16 44/56
0.001M:0.0005M (1:0.5) 2.7 0.37 60/40
27.2 0.03M:1M (1:33) 2.7 3.25 50/50
0.05M:1M (1:20) 2.7 6.00 57/40
0.1M:1M (1:10) 2.7 10.22 64/17
0.2M:2M (1:10) 2.7 6.55 58/39
IM:0.5M (1:0.5) 2.7 90.01 99/1
EE2 0.296 0.0003M:0.01M (1:33) 2.7 0.15 19/28
0.0005M:0.01M (1:20) 2.7 0.24 24776
0.0005M:0.005M (1:10) 2. 0.16 20/80
0.001M:0.01M (1:10) 2.7 0.30 27173
0.001M:0.0005M (1:0.5) 2.7 0.24 24720
29.6 0.03M:1M (1:33) 2.7 4.61 76/23
0.05M:1M (1:20) 2.7 6.03 81/19
0.1M:1M (1:10) 2.7 13.29 96/4
0.2M:2M (1:10) 2.7 24.22 100/0
IM:0.5M (1:0.5) 2.7 126.65 7710
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Adsorpcija je ve&ja pri viSjih pH vrednostih, kot tudi pri ¢g koli¢ini nastalega blata (kar
pomeni pri nizjih razmerjih reagentov, saj pri imzjazmerjih reagentov nastane\®@ata).

Pri visjih pH vrednostih je v postopku Fentonovesidicije favorizirana adsorpcija tako
E2 in EE2 kot tudi BPA, pri nizjih pH vrednostih pksidacija. Pri viSjih razmerjih
reagentov (npr. 1 : 20) ¥e del odstranjevanja pripada oksidaciji, saj seritvman]
odpadnega blata (Nakrst in sod., 2010). Adsorp€l2 na nastalo blato je manjSa in
pocasnejSa kot adsorpcija E2 (Nakrst in sod., 2018),j& najverjetneje posledica slabSe
topnosti E2 v vodi (Shareef in sod., 2006). BPAskdo veze na nastalo blato Zelezovih
oksidov in hidroksidov, zaradesar bi lahko prislo kasneje do desorpcije (Zgafhatvajn

in sod., v tisku).

Ce povzamemo vse rezultate in pri tem upoStevamojpdgvedbe Fentonove oksidacije,
pri katerih se tvori najmanj odpadnega blata in pmoji dobro regulirani, lahko
zakljwimo, da se pri Fentonovi oksidaciji adsorbira v83j% E2 oz. EE2 in vsaj 30 %
BPA ter tako dejansko oksidira do 80 % E2 oz. HE@d 70 % BPA (Nakrst in sod., 2010;
Zgajnar Gotvajn in sod., v tisku). Zato je potrebramisliti o dejanski &inkovitosti
Fentonove oksidacije, saj se z nastalim blatomzoeid oksidov in hidroksidov del E2,
EEZ2 in BPA spet vrne v okolje.
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI

3.1 RAZPRAVA

Pri naSem delu, kjer smo preverjali tako estrogeoksljskih vzorcev (odpadnih vod) kot
tudi vzorcev testnih spojin po obdelavi z nekatéenraprednimi oksidacijskimi postopki,
smo uporabljali test z gensko spremenjenimi kvaaoulS. cerevisiae, t.i. test YES. Za

dolocanje koncentracije testnih spojin v vodnih vzorsiho uporabili metodo SPME/GC-
MS ali HPLC.

3.1.1 Optimizacija testa YES za dold@anje estrogene aktivnosti in metode SPE za

koncentriranje vodnih vzorcev

Optimizacija testa YES je zajemala tako @algje olgutljivosti in speciftnosti testa YES
in optimizacijo parametrov izvedbe omenjenega fektd tudi sam postopek priprave
vzorcev za nadaljno obravnavo s testom YES, kiwkie ekstrakcijo in koncentriranje
spojin z metodo SPEjScenje ekstraktov vzorcev na silikagelu in dekonjujgaestrogenih

hormonov.

Specifénost testa YES smo preverjali z naslednjimi spojinal 7B-estradiol (E2), 1d-
etinilestradiol (EE2), bisfenol A (BPA), nonilfendNP), genistein (G), hidrokortizon
(HC), dieldrin (D), atrazin (A), metoksiklor (M)estosteron (T) in progesteron (P) (Bistan
s sod., 2012d). Dejstvo, da je estrogeni receptdorad ohranjen med vrstami in da je
njegovo vezavno mesto za estrogen fleksibilno #)evkot sama molekula Bestradiola
(Brzozowski in sod., 1997; Kuruto-Niwa in sod., ZpO0omog@a vezavo razénih, 17-
estradiolu strukturno podobnih spojin (t.i. kseriaEgenov) na njegovo vezavno mesto.
Tako smo dokazali speaifiost testa YES za vezavo naravnega in simega estrogena
(E2 in EEZ2), industrijskihn kemikalij (BPA in NP),itdestrogenov (G) in nekaterih
pesticidov (M). Na drugi strani pa smo preverjgliv homologije hormonov na vezavo na
estrogeni receptor in ugotovili da le-ta nima vplivNamre, hidrokortizon (HC),
testosteron (T) in progesteron (P), katerih sinfgz& tako poteka iz holesterola (Slika 1),
se ne vezejo na estrogeni receptor in torej nimEgtrogene aktivnosti. Pri zgoraj

omenjenih spojinah, ki so se izkazale za sposol®zawe na estrogeni receptor (0z. za
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estrogeno aktivne), smo dokazali, da je njihovarogsiha aktivnost odvisna od
koncentracije (v& je (kseno)estrogena, e estrogeno aktivnost povaziip ter dolcili
ob¢utljivost testa YES za te spojine. Rezultatéudhivosti testa YES smo podali podobno
kot Kuruto-Niwa in sod. (2007) kot koncentracije,do povzr@ile minimalni estrogeni
odziv, maksimalni estrogeni odziv in 50 % maksinegia odziva (Bistan in sod., 2012a).
Tako se je izkazalo, da je @liljivost testa YES za naravni in sinteti estrogeni hormon
podobna (meja detekcije estrogene aktivnosti jdpmg/l) ter da je alutljivost testa YES
za ostale ksenoestrogene dosti niZja, in sicerab+#izja za NP (meja detekcije estrogene
aktivnosti je pri 73 ng/l), wekot 5000- krat nizja za BPA in G (meja detekcigtregene
aktivnosti je pri 78 oz. 3129/l) ter v& kot 100000-krat nizja za M (meja detekcije
estrogene aktivnosti je pri 2 mg/l). Podobno spé&uifst in oliutljivost testa YES so
opisali tudi drugi avtorji (Daston in sod., 19978y in sod. 2002; Routledge in Sumpter,
1996 in Ternes in sod., 1999).

Z dolatanjem parametrov testa YES, kot ngas trajanja testa YES, kaiha (oz.
koncentracija) dodanega substrata CPRG v testniijnedizbira valovne dolzine za
merjenje absorbance razgradnega produkta CPR, shal dolciti pogoje izvedbe testa
YES za pridobitev optimalnih rezultatov. Tako smoladili, da v testu uporabimo
kvasovke, ki so v rastnem mediju ob konstantnemamag140 rpm) pri 28 °C rasle 18 do
24 ur in pri tem dosegle (optio gostoto merjeno pfi= 620 nm) Ol = 0,8 — 1,3
(Priloga C). Trajanje testa YES smo omejili na 4858 ur; v tem¢asu se razvije barva
razgradnega produkta CPR in odziv kvasovk je kotmaeijsko odvisen (kar vidimo iz
sigmoidne krivulje). Ob podaljSanjtasa trajanja testa YES na 72 ur je opazno {@mpa
sigmoidne krivulje in odziv kvasovk weni koncentracijsko odvisen (Bistan in sod.,
2012a). Nadalje, pri optimizaciji kéline dodanega substrata CPRG v testni medij smo
ugotovili, da smo zadovoljive rezultate dobili zé dodatku 200 ul substrata CPRG
(Bistan in sod., 2012a), ter da z merjenjem absudaazgradnega produkta CPR pri
valovni dolziniA = 575 nm dobimo 75 % ¥g odziv kot z merjenjem absorbance pr&
540 nm, kar predlagata Routledge in Sumpter (1996%iv kvasovk smo nato predstavili
kot aktivnost encim@-galaktozidaza, prtemer izl@¢imo (odstejemo) vpliv rasti kvasovk

na njihov estrogeni odziv v testu YES. Natrepliv na rast kvasovk ima lahko za
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posledico lazno pozitivhe rezultate testa YES (Asee in sod., 1999; Bistan in sod.,
2012a).

Ekstrakcijo in koncentriranje spojin z metodo SPEoSzvajali na kolonah, ki vsebujejo
silikagel z vezanimi oktilnimi skupinami (C-18), teo Supelcledf' ENVI 18-SPE
(Supelco, Sigma-Aldrich, ZDA) in kolonah s polimem polnilom Oasi€ HLB SPE
(Waters Milford, MA, ZDA), podobno kot Ballesterossod. (2006), Gabet in sod. (2007),
Hernando in sod. (2004) ter Lopez de Alda in Barcg@001). Za kondicioniranje in
spiranje/elucijo smo uporabili polarni organski itopnetanol (zelo polarno topilo) in
etilacetat (srednje polarno topilo). Ugotovili snai@ so izkoristki koncentriranja za testne
spojine 1PB-estradiol (E2), la-etinilestradiol (EE2), bisfenol A (BPA) in genisie(G)
podobni (> 80 %), tako pri obeh uporabljenih kolon&ot tudi pri obeh uporabljenih
topilih (Bistan s sod., 2012a). V primeru uporabiaeetata kot elucijskega topila, smo pri
preverjanju estrogene aktivnosti s testom YES dipada se ob stiku etilacetata z
mikrotitrsko plogo tvori bela oborina, zato smo nadalje etilacetaeloiciji posusilili in ga
nadomestili z metanolom (Bistan s sod., 2012a)pdidagi teh opazanj smo se adllp da
bomo v prihodnje uporabljali kolone OdSisiLB SPE (Waters Milford, MA, ZDA) in
topilo metanol, ki smo ju tudi uporabili pri preyesmju izkoristkov koncentriranja z metodo
SPE za raztine koncentracije spojin E2, EE2 in BPA. Ugotoviting da so pri nizjih
uporabljenih koncentracijah testnih spojin (0,188 E2, 0,148.9/| EE2 in 2,5 mg/l BPA)
vecje izgube tekom postopka koncentriranja, saj sazlsaristki gibali med 60 in 80 %,
medtem ko so pri visjih koncentracijah testnih sp§i3,6 ng/l E2, 14,8ug/l EE2 in 10
mg/l BPA) izkoristki testnih spojin bili vsaj 99,%. Podobne rezultate so objavili tudi
Ballesteros in sod. (2006), Lopez de Alda in Bar¢2D01), idr.

3.1.2 Doloéanje estrogene aktivnosti Zn vivo testom Vtg-ELISA
S testom Vtg-ELISA smo zeleli dali vpliv estrogeno aktivnih spojin na mladice oz.

samce rib zebriD. rerio in sicer z doléanjem vitelogenina z indirektnim testom ELISA.

Ugotovili smo, da kratkotrajen test ni bil uspesSeaj nikjer nismo zaznali vitelogenina,
kljub izpostavljenosti rib visokim koncentracijanamavnega estrogenega hormona E2 (do
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272 ug/l). Najverjetneje je bila izpostavljenost rib riebspojini E2 prekratka (OECD,
2006), namré E2 izzove proizvodnjo Vtg pri samcih oz. mladicab zebric Ze v
koncentracijah > 21 ng/l (Brion in sod., 2002; Fainm sod., 2002; Rose in sod., 2002).
Prav tako ni bil uspeSen dolgotrajen test izpogtaeksti rib zebric naravnemu
estrogenemu hormonu E2, saj je test dolgotrajeradzéesar imamo lahko probleme z
umrljivostjo rib zebric tekom poskusa. Ugotovili srtudi, da se med izvedbo testa del E2
izgubi (do 60 %), najverjetneje zaradi fotorazgjadiChowdhury in sod., 2011) oz. zaradi
adsorpcije na steklene povrSine akvarijev oz @astpovrsSine cevk (Walker in Watson,

2010), po katerih je vodna raztopina E2 potovadkwarij 0z. iz njega.

Tako smo zakljtili, da v prihodnje testa za daanje estrogene aktivnosti z ribami
zebricami za naSe potrebe ne bomo uporabljalijesamenjeni test prevedolgotrajen,
zanj potrebujemo velike kd&ine vzorca in ne omoga stalne koncentracije testirane
spojine v vodni raztopini. Zato smo se aflip da bomo za dokanje estrogene aktivnosti
uporabljali test YES, s katerim dobimo hiter odgowo estrogeni aktivnosti testiranih
vzorcev. Seveda pa se je potrebno v primeru ugatgal estrogenih dinkov na okolje

posluziti tudiin vivo testov (Kinnberg, 2003).

3.1.3 Dolo¢anje estrogene aktivnosti okoljskih vzorcev s testo YES

Test YES se je Ze vkrat izkazal kot primeren za ddlanje estrogenosti okoljskih
vzorcev, kar so v svojih delih potrdili mnogi rakawalci (Beck in sod. 2006; Eggen in
sod., 2003; Fernandez in sod., 2007; Jurgens in 8002; Ma in sod., 2007; Miége in
sod., 2009a; Murk in sod., 2002; Nelson in sod072(btuer-Lauridsen in sod., 2005; Yang
in Cicek, 2008). Uporabimo ga lahko tudi za ugqtayk estrogenosti komunalnih in
industrijskih odpadnih voda (Bistan in sod., 20h12012a). V ta namen smo okoljske
vzorce najprej ustrezno pripravili, kar je vidgvalociS¢enje vzorcev na silikagelu (Beck
in sod., 2005; Ma in sod., 2007; Sun in sod., 2008)ostopek dekonjugacije (Belfroid in
sod., 1999; Mouatassim-Souali in sod., 2003). Bst@pkuciscenja vzorcev smo uporabili
kolone Silikagel 60 (Merck, Netija) in po navodilih proizvajalca topilo etilacewz. 5 %
aceton v etilacetatu. Za detekcijo vseh estrogdtako nekonjugiranih kot konjugiranih),

0z. za doloanje celokupne estrogene aktivnosti okoljskih vewerge potrebno izvesti Se
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postopek dekonjugacije (Belfroid in sod., 1999; Mtassim-Souali in sod., 2003), saj se
estrogeni hormoni (tako naravni kot sintat) iz telesa izl¢ijo v konjugirani obliki in zato

v okolju nimajo estrogene aktivnosti (IngerslevHalling-Sgrensen, 2003), jo pa ponovno
pridobijo ob stiku z mikroorganizmi v okolju ali peacistilni napravi. Estrogeno aktivnost
okoljskih vzorcev smo primerjali z estrogeno ak@stjo naravnega estrogenega hormona
E2 in jo nato podali kot relativno estrogeno aktish (REA) (Bistan in sod., 2011 in
2012a).

Na cistilni napravi A, kamor pritekajo komunalne odpadwode in odpadne vode iz
farmacevtske, lesne, ketne, tekstilne in kovinske industrije smo v koncatitr vzorca
vtoka zaznali do 62 % REA pred dekonjugacijo in gekonjugaciji do 87 % REA
vrednost, kar nakazuje na prisotnost konjugirarstrogenih hormonov. V koncentratih
vzorca iztoka smo zaznali do 91 % REA pred dekagyg in po dekonjugaciji do 81 %
REA; razlika je v tem primeru lahko posledica izgukseno)estrogenov med
ponavljaj&imi se SPE postopki (po dekonjugaciji vzorec zoatcentriramo po SPE
postopku). Opazimo lahko tudi, da sed®enju vzorca iztoka na silikagelu REA pdae
za do 55 %, in to brez postopka dekonjugacij€erar lahko sklepamo, da séi&enjem
na silikagelu znebimo drugih organskih in/ali arasrgkih spojin, ki sicer niso motile rasti
kvasovk, so pa vplivale na zaznavanje estrogengnalsti. 1z teh rezultatov vidimo, da
nam postopekiscenja na silikagelu omoga zaznavanje estrogene aktivnosti, kadar so v
vzorcu prisotne Se druge organske in/ali anorgaspkgne, ki motijo rast kvasovk, saj se

P 4%

le-teh pociscenju s silikagelom znebimo (Bistan s sod., 2011).

Na cistilni napravi B, kamor pritekajo komunalne odpadwode in deZevnica, smo v
koncentratih vzorca vtoka zaznali do 87 % REA pde#onjugacijo in 100 % REA po
dekonjugaciji, kar kaze na prisotnost konjugiraggtrogenih hormonov. Opazimo tudi, da
so visoke vrednosti REA zaznane tudi v niZjih konicatih, kar nakazuje na prisotnost
estrogenov in ksenoestrogenov v odpadnih vodatpo@podinjstev), ki prispejo nastilno
napravo. V koncentratih vzorca iztoka, ki smo gas&oncentrirali z metodo SPE (ne pa
tudi cistili na silikagelu), smo zaznali do 60 % REA pmekonjugacijo in do 95 % REA
po dekonjugaciji, torej do 35 % paianje REA po dekonjugaciji, kar kaze na prisotnost

konjugiranih estrogenih hormonov. Prav tako smmahzZREA v najnizjem koncentratu
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vzorca iztoka B, kar nakazuje na prisotnost estrogen ksenoestrogenov v odpadni vodi,
ki se je iztekala v povrSinsko vodo. Vendar, ko lpdgmo rezultate koncentratov vzorca
iztoka, ki smo jih po koncentriranju z metodo SP& dodatnodistili s silikagelom,
opazimo da estrogena aktivnost pred in po dekogjjigastaja enaka, izesar bi lahko
sklepali, da v vzorcih ni prisotnih konjugiranihtregienin hormonov. Prav tako vidimo, da
v nizjih koncentratih vzorca iztoka ¥@e zaznamo REA, kar bi pomenilo, da je postopek
¢is¢enja odpadne vode néstilni napravi B uspeSen v odstranjevanju estrogem
ksenoestrogenov 0z. njihove estrogene aktivnostitejT prihaja medciScenjem na
silikagelu do izgub estrogenov in ksenoestrogerzavadicesar bi lahko podali napae
sklepe, da jetistiina naprava B uspeSna pri odstranjevanju estregaktivnosti. Zato
sklepamo, da je postope€lScenja vzorcev na silikagelu smiseln samo takratakad v

vzorcih prisotne strupene organske in/ali anorgarssiovi, ki zavirajo rast kvasovk.

Na cistilni napravi C, kamor pritekajo odpadne vodepraStereje, smo opazili visoko

zaviranje rasti kvasovk, tako ob izpostavitvi kwadséoncentratom vzorca vtoka kot tudi
vzorca iztoka, kar je posledica prisotnih strupeoianskih in/ali anorganskih spojin v
vzorcih. REA vzorcev odpadne vode tidstiine naprave C smo zaznali le pred
dekonjugacijo in sicer na vtoku 66 % REA in na ki85 % REA, medtem ko REA po
dekonjugaciji (ne na vtoku, ne na iztoku) nismonadiz Rezultati kaZzejo, da so se prisotni
(kseno)estrogeni, ki so pred dekonjugacijo posiirestrogeno aktivnost izgubili tekom

postopkov dekonjugacije in koncentriranja z met&RE (po dekonjugaciji) (Bistan in

sod., 2011).

S testom YES smo torej ugotovili, da so tako v iidéot tudi na iztokih iZistilnih naprav
prisotni estrogeni in ksenoestrogeni, ki po¥ajo estrogeno aktivnost. Tako smo zaznali
REA v vi§jih koncentratih vzorcev (12,5-x in 6,3-x) nekaterih primerih pa tudi v
najnizjem koncentratu (1,6-x), kar nakazuje naqtnisst estrogeno aktivnih spojin v

vodah, ki pritéejo nacistilno napravo kot tudi v iztokih igistilnih naprav.

Ugotovili smo, da s procesotiscenja vzorcev na silikagel kolonah odstranimo stngpe
organske in/ali anorganske spojine, ki zavirajomadno rast kvasovk v testu YES ter da z

dekonjugacijo doléimo celokupno estrogeno aktivnost vzorcev. Tako groalodatnem
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¢iséenju s silikagelom zaznali estrogeno aktivhost ¥inievzorcev odpadnih vod. V
nekaterih primerih se je REA v vzorcih p&cenju na silikagelu celo povala in sicer za
15 - 55 % (Bistan in sod., 2011), kar lahko raziuZiz dejstvom, da se teko¥iscenja s
silikagelom znebimo strupenih organskih in/ali ayasrskih spojin, ki ne samo, da zavirajo
rast kvasovk, temvetudi vplivajo na zaznavanje estrogene aktivhoStpazno je tudi
poveanje REA po dekonjugaciji (Tabela 2- vtok in Tab&tatok v Bistan in sod., 2011),
kar nakazuje na prisotnost konjugiranih naravnifsimtettnih estrogenih hormonov, ki
postanejo aktivni Sele po dekonjugaciji. V vzora@tokov REA pred in po dekonjugaciji
ostaja ista, kar pomeni, da so se konjugirani marav sintettni estrogeni hormoni
dekonjugirali tekom proces#scenja odpadne vode v aktivnem blatu. Podobna opasan]
v svojih delih opisali tudi Baronti in sod. (200@elfroid in sod. (1999), D Ascenzo in
sod. (2003), Korner in sodelavci (2000), PickeringSumpter (2003) ter Ternes in sod.
(1999). Iz primerjave REA dekonjugiranih vzorcevebriséenja in sciscenjem na
silikagelu (iztok vzorca B, Tabela 3 v Bistan irdsd@011) opazimo razliko 30 %, kar nam
nakazuje na mozne izgube tekom proc&iS&nja na silikagelu, demer so poréali ze
Aerni in sod. (2004), Hajkova in sod. (2007) in Gtliauridsen in sod. (2005). Dodatno
¢is¢enje na silikagelu je torej uporabno le v primead#&r je po koncentriranju z metodo
SPE v vzorcih Se vedno prisotnih préwrupenih spojin, ki motijo rast kvasovk in s tem

zaznavanje estrogene aktivnosti.

S kemijsko analizo (SPME/GC-MS) smo v vzorcih odphd/od zaznali nekatere ftalate
in fenole, ki so tudi estrogeno aktivni, vendaraki meri, da bi povzmli REA kot smo

jo zaznali s testom YES. Estrogenih hormonov z gemen metodo nismo zaznali,
najverjetneje zaradi premajhnecoljivosti same metode. Vendar, ker obstajajo pladat

izmerjenih koncentracijah E1, E2 in E3 v slovensbaipadnih vodah, in sicer do 66,3 ng/l
E1l, 12,6 ng/l E2 in 115,9 ng/l E3 v vtokih ter dd ég/l E1, 2,1 ng/l E2 in 98,4 ng/l E3 na
iztokih ¢istilnih naprav (AvberSek in sod., 2009), lahkoegdmo da so tudi v naSih
vzorcih prisotni estrogeni hormoni in da so predvsk-ti odgovorni za estrogeno

aktivnost, ki smo jo zaznali (Desbrow in sod., 1998da in sod., 2002).
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3.1.4 Odstranjevanje estrogeno aktivnin spojin z napredmni oksidacijskimi
postopki
Nekatere estrogeno aktivne spojine so lahko deloiorazgradljive (Czajka in sod., 2006;
Gaulke in sod., 2008; Ivanov in sod., 2009; Jurgarsod., 2002; Khunjar in sod., 2008;
Larcher in sod., 2012; Li in sod., 2012; Shi in .sd2D04), vendar je proces bioloSke
razgradnje estrogeno aktivnih spojin dolgotrajepagojen z dejavniki kot so temperatura
in pH okolja, prisotnost drugih organskih spojine(krazgradnja Wkrat poteka v
kometabolizmu), zadrzevalndas (nacistilnin napravah), itd. Prav tako so le deloma
ucinkoviti fizikalno - kemijski postopki, kot so presi sedimentacije, koagulacije, rénii
membranski procesi ter uporaba aktivhega oglja iGha sod., 2004; Fukuhara in sod.,
2006; Nghiem in sod., 2004; Snyder in sod., 200&n \der Bruggen in Vandecasteele
2003; Yoon in sod., 2003), ki oneshazevala le adgty iz vod (in prenesejo na
membrano, aktivno oglje, itd.), ne pa tudi dejanskzgradijo. Zato smo se v naSem delu
osredotdili na odstranjevanje estrogeno aktivnih spojin apmrednimi oksidacijskimi
postopki. Uporabili smo naslednje postopke: o0zgoaciFentonovo oksidacijo,
fotolitsko/fotokatalitsko oksidacijo in mokro/kattsko mokro oksidacijo ter testne spojine
17B-estradiol (E2), ld-etinilestradiol (EE2) in bisfenol A (BPA). Kemijskanalizo
ostankov testnih spojin smo dodi z metodo SPME/GC-MS o0z. metodo HPLC,
estrogeno aktivnost v vzorcih pa smo dalo s testom YES, préemer smo estrogeno
aktivnost vzorcev po oksidacijskih postopkih prijakrglede na estrogeno aktivnost

zaetnih vzorcev in jo nato podali kot relativno egegoo aktivnost (REA).

3.1.4.1 Ozonacija

V procesu ozonacije, kjer smo uporabili testni spdj7p-estradiol (E2; 27,2 mg/l) in b7
etinilestradiol (EE2; 2,9 mg/l) smo ugotovili, da ¢ danih pogojih (pretok ozona 20 I/h in
30 % ozona) po 60-ih minutah ozonacije pretvorb%, E2 in po 120-ih min 99,6 % EE2
(Nakrst in sod., 2011). Odstranjevanje oz. pretadfE2 tekom ozonacije je v primerjavi z
E2 na z&etku hitrejSa, saj se v 1. minuti razgradi 12 % &2 kot E2, vendar pa nato
pretvorba obeh spojin enakomerno n&saso 120. minute (Nakrst in sod., 2011). Pri
nizjih zatetnih koncentracijah E2 in EE2 (0,272 mg/l in Or@8/l) po ozonaciji v vzorcih

nismo dolgili ne E2 niti EE2, vendar pa smo kljub temu v olpgimerih zaznali estrogeno



Bistan, M. Ugotavljanje prisotnosti in moznosti tdsjevanja estrogeno aktivnih spojin... 58
Dok.disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, 8iehniSka fakulteta, Interdisciplinarni Studij viaesokolja, 2013

aktivnost (Slika 14 in 15). REA je bila po 120-ihmatah v vzorcih z E2 > 80 % o0z. v
vzorcih z EE2 > 88 %. Visoke vrednosti REA je p@é&drostanek nerazgrajenih E2 oz.
EE2 ali pa estrogeno aktivni intermediati, ki setali tekom procesa ozonacije. Glede na
to, da je meja detekcije estrogene aktivnosti zanE2E2 pri koncentraciji 15 ng/l (Bistan
s sod., 2012a) ter da je meja detekcije metode SBRIEMS 272 ng/l za E2 0z. 296 ng/l
za EE2, je verjeten vzrok za zaznano estrogenwradgt (REA) ostanek E2 oz. EE2 (> 15
ng/l in < 272 oz. 296 ng/l), ki ju z metodo SPME/MMS nismo zaznali. K estrogeni
aktivnosti vzorcev po ozonaciji svoj delez prispgavéudi intermediata benzofenon oz.
dibutilftalat, ki sta nastala med procesom ozomafalinger, 2010) in imata sposobnost
vezave nha estrogeni receptor (IEH, 2005).

3.1.4.2 Fentonova oksidacija

Pri procesu Fentonove oksidacije smo uporabilineestipojine 1f-estradiol (E2; 0,272
mg/l in 27,2 mg/l), 1d-etinilestradiol (EE2; 0,296 mg/l in 29,6 mg/l) msfenol A (BPA,
0,228 mg/l in 20 mg/l) ter reagente FeSH,0 in H,O, v razmerjih, ki so prikazana v
Preglednici 2. Winkovitost Fentonove oksidacije smo preverjali zzode SPME/GC-MS
in testom YES. Ugotovili smo, da odstranjevanje EE2 in BPA tekom Fentonove
oksidacije g£asom nara® in da so raztha razmerja reagentov razip uspesna (Slika 16-
18). Razmerje 1 : 0,5 se je pri vseh treh uporalhljéestnih spojinah izkazalo za najmanj
ucinkovito, saj je le v primeru EE2 in BPA priSlo dielnega odstranjevanja, kar gre
najverjetneje pripisati adsorpciji spojin na nastatpadno blato, ki ga pri tem razmerju
reagentov nastane najv@Nakrst in sod., 2010; Zgajnar Gotvajn in sodisku). Razmerje
reagentov 1 : 20 se je izkazalo za priblizno enadqmesno pri vseh treh spojinah (Slika 19),
vecje razlike pa je opaziti pri razmerju reagentov1D; ki se je izkazalo zamkovito pri

odstranjevanju EE2 in BPA, manjinkovito pa za odstranjevanje E2.

Fentonova oksidacija je bila najhitrejSa in gaplovitejSa pri odstranjevanju BPA, kjer se
je ze takoj po dodatku reagentov odstranilo od 6578 % BPA ter 100 % po 90-ih
minutah. Sledi odstranjevanje EE2, kjer se je tampodatku reagentov odstranilo od 45
do 80 % EE2 ter do 100 % po 70-ih minutah, ter radgtvanje E2, kjer se je takoj po
dodatku reagentov odstranilo od 32 do 80 % E2aet@D % po 60-ih minutah. Kar sédi
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odstranjevanja estrogene aktivnosti je bila Fentanoksidacija bolj &inkovita pri
odstranjevanju estrogene aktivnosti v vzorcih z $8,se je REA zmanjSala za 80 do 100
%, medtem ko je v vzorcih z EE2 REA zmanjSala |€3alo 60 %. Seveda je pri vsem
tem treba upoStevati tudi delez adsorbcije testpijin na nastalo blato zelezovih oksidov
in hidroksidov, ki pa ni zanemarljiv (Nakrst in sp@010; Zgajnar Gotvajn in sod., v
tisku). Delez adsorpcije je odvisen od uporablj@negzmerja reagentov (pri nizjih
razmerjih reagentov nastanetudata, zato pride do ¥g adsorpcije), tako prihaja tekom
Fentonove oksidacije do 26 - 50 % adsorpcije E20nr 76 % adsorpcije EE2 (Nakrst in
sod., 2010) ter do 30 - 70 % adsorpcije BPA (Zgaj@®tvajn in sod., v tisku).
Ucinkovitost Fentonove oksidacije je zato pod vprasgjsaj se z adsorpcijo E2, EE2 in

BPA na nastalo blato Zelezovih oksidov in hidroksidlel teh spojin ne razgradi.

3.1.4.3 Fotolitska in fotokatalitska oksidacija ter mokrekiatalitska mokra oksidacija

Pretvorbo 1B-estradiola (E2; 0,272 mg/l) in bisfenola A (BPA, &g/l) smo Studirali tudi
s fotolitsko in fotokatalitsko oksidacijo ter z mokin katalitsko mokro oksidacijo.
Fotolitsko in fotokatalitsko oksidacijo smo izvajal dvo- oz. trifaznem reaktorju ob
konstrantnem mesSanju (360 rpm) in prepihovanjuakam (45 I/h) ter obsevanju z vidno
svetlobo (halogenska Zarnica, 150 W) ali UV svail@dV 150 W Zarnica). = 365 nm in
UV 17 W zarnica) = 254 nm) in/ali uporabi katalizatorja TiMegussa P-25. Mokro in
katalitsko mokro oksidacijo smo izvajali v trifaznereaktorju s konstantnim pretokom
testne spojine skozi reaktor (0,5 ml/min), pri temguri 200 °C oz. 230 °C in ob
prisotnosti inertnega materiala SiC (mokra oksidaciali katalizatorja TiQ oz.
Ru(3%)/TiG (katalitska mokra oksidacija). duhkovitost fotolitske in fotokatalitske ter
mokre in katalitske mokre oksidacije smo preverjmlmetodo HPLC in testom YES.
Ugotovili smo, da so bili vsi omenjeni postopki ydalno uspesni tako pri odstranjevaniju
testnih spojin (E2 in BPA) kot tudi pri zmanjSeuvamjihove estrogene aktivnosti (Bistan
in sod., 2012b, c in d).

Iz poteka fotolitske in fotokatalitske oksidacije2 EPriloga D) je opazno ujemanje
pretvorbe E2 s sasnim zmanjSevanjem njegove estrogene aktivnosti.fdolitski

oksidaciji z vidno svetlobo (VS) vidimo postopnaaganje pretvorbe E2, ki po 6-ih urah
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doseze 45 %, hkrati pa se estrogena aktivnost remsga, saj je v vzorcu Se vedno
prisoten E2 (> 0,15 mg/l), ki povafiomaksimalni estrogeni odziv kvasovk (Bistan s sod.
2012a). Pri fotolitski oksidaciji z UV svetlodo= 365 nm (UV) vidimo, da se po 15-ih
minutah pretvori ze 50 % E2 ter po 120-ih minut@® % E2; hkrati tudi upada estrogena
aktivnost, ki se popolnoma odstrani po 300-tih rtahu Pri fotokatalitski oksidaciji z
vidno svetlobo (VS + kat.) se E2 popolnoma pretvtgi po 60-ih minutah, njegova
estrogena aktivnost pa se popolnoma odstrani $el80p-tih minutah. Pri fotokatalitski
oksidaciji z UV svetlobd. = 365 nm (UV + kat.) smo opazili najhitrejSo pratvo E2, saj
se ze po 5-ih minutah pretvori kot 90 % E2, hkrati pa opazimo tudi najhitrejSe
upadanje estrogene aktivnosti, ki se ze po 1804iutah popolnoma odstrani. V obeh
primerih fotokatalitske oksidacije (tako z vidnotko UV svetlobo) in tudi pri fotolitski
oksidaciji z UV svetlobo lahko sklepamo, da se ifeointermediati E2, ki Se imajo
estrogeno aktivnost, ter da se estrogena aktivpogblnoma odstrani Sele z njihovo
razgradnjo. Ohko s sod. (2002) je v svojem deldgtavil pot razgrajevanja E2 tekom
fotokatalitske oksidacije v prisotnosti TiDegussa P-25 (1 g/l) in obsevanju z UV
svetloboA = 365 nm in nastale intermediate, ki s@-10a-dihidroksi-1,4-estradien-3-one

(DEO), 4,16-dien-3-one (ADO) in razhe testosteronu podobne spojine.

Ce povzamemo rezultate fotolitske in fotokatalitskesidacije, vidimo, da smo po 6-ih
urah pri fotolitski oksidaciji E2 z vidno svetlolimsegli 45 % pretvorbo E2, medtem ko se
estrogena aktivnost ni zmanjSala zaradi ostanka(GGP49 mg/l), ki je bil Se vedno
estrogeno aktiven. Pri fotolitski oksidaciji z UVetlobo § = 365 nm) ter fotokatalitski
oksidaciji s TiQ Degussa P-25 (tako ob vidni kot UV svetlobi), snooGaih urah dosedgli
100 % pretvorbo E2 kot tudi popolno odstranitewaggtne aktivnosti, kar nakazuje na
pospeSeno pretvorbo E2 ob prisotnosti katalizatdifd, Degussa P-25 (Bistan s sod.,
2012c).

Ker sta si E2 in EE2 strukturno podobna, verjetamja veljajo podobni mehanizmi
pretvorbe tekom procesa fotolitske oz. fotokatléit®ksidacije, saj smo pri primerjavi
nasih rezultatov oksidacije E2 z rezultati oksigadtE2 (Kralchevska in sod., 2012),
opazili podobnosti. In sicer po 60-ih minutah fikde oksidacije z UV svetlobb = 365

nm se je pretvorilo 80 % EE2 (tudi mi smo doseglP8 pretvorbo E2 po 60-ih minutah), z
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UV svetloboX = 254 nm pa celo 92 % EEZ2. Pri fotokatalitski disiji se je ves EE2
pretvoril Ze po 30-ih minutah, v nasih eksperimemia se je po 30-ih minutah pretvorilo

99,6 % E2, popolnoma pa se je E2 pretvoril po 1#0(Bistan in sod., 2012c).

Za uspesen postopek odstranjevanja E2 in njegduegesosti se je izkazal tudi postopek
mokre in katalitske mokre oksidacije (Priloga E)erksmo dosegli 70 % o0z. 90 %
pretvorbo E2 v procesu mokre oksidacije ter vsap@pretvorbo E2 v procesu katalitske
mokre oksidacije. Estrogeno aktivhost smo zaznaltarcinh po mokri oksidaciji (kjer je
bila razgradnja 70 0z 90 %) ter v vzorcu po katkiitmokri oksidaciji, ki smo jo izvajali
pri temperaturi 230°C in ob prisotnosti TL(®3 % pretvorba E2). Preostalo estrogeno
aktivnost vzorcev pojasni ostanek nerazgrajenega &#2orcih, ki je bil od 0,08 mg/l do
0,02 mg/l; E2 je v teh koncentracijah Se vedno zdtrogeno aktiven (Bistan in sod.
2012a). V prisotnosti katalizatorja Ru(3%)/Ti€no pri obeh temperaturah (200 in 230°C)
dosegli tako 100 % pretvorbo E2 kot tudi popolnostaghitev njegove estrogene

aktivnosti, kar nakazuje na popolno razgradnjo B&téan in sod., 2012b).

Fotolitska in fotokatalitska oksidacija ter moknakiatalitska mokra oksidacija BPA so bile
manj uspesne tako v odstranjevanju BPA kot tudjoye estrogene aktivnosti (Bistan in
sod., 2012d) v primerjavi z E2 (Bistan in sod., 201n c).

Iz poteka fotolitske in fotokatalitske oksidacij@®B (Priloga F) vidimo, da sta fotolitski
oksidaciji z vidno svetlobo in z UV svetlobo= 365 nm potekali zelo gasi in sta bili
manj uspesni. V procesu fotolitske oksidacije zneidsvetlobo je bila po 6-ih urah
pretvorba BPA le 3 %, z UV svetlobo pa 16 =365 nm) oz. 84 %\ (= 254 nm). Ob
dodatku katalizatorja TigDegussa P-25 se je odstotek pretvorbe v obeh phmere&al
za okoli 80 % (Bistan in sod., 2012d). Tako smo ¥W@retvorbo BPA zaznali v primeru
fotokatalitske oksidacije ob osvetljevanju z UV teko A = 365 nm in v prisotnosti
katalizatorja TiQ Degussa P-25. Hkrati smo v vseh vzorcih po oksjslabi procesih
zaznali estrogeno aktivnost (REA), ki se je gibalad 22 in 100 %. NajmanjSo REA
vrednost (22 %) smo zaznali v vzorcu po fotolitsksidaciji z UV svetlobd. = 254 nm,
kjer je priSlo do 84 % pretvorbe BPA. Delno zmanjgaestrogene aktivnosti (REA) smo
zaznali tudi v vzorcih po obdelavi z vidno svetlo® % REA), z UV svetlob@ = 365
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nm (52 % REA) ter v vzrocih po obdelavi z UV svetioh = 365 nm v prisotnosti
katalizatorja TiQ Degussa P-25 (77 % REA). Estrogena aktivnost vzpocabdelavi z
vidno svetlobo v prisotnosti katalizatorja Li@egussa P-25 pa je ostala enaka kot v
zaetnem vzorcu (100 % REA). V primerih fotolitske @ecije (tako z vidno kot z UV
svetlobo) je za preostanek REA kriv ostanek BPAzereu, ki je bil od 3,2 mg/l do 19,4
mg/l, saj je BPA v teh koncentracijah Se vednooggno aktiven (Bistan in sod., 2012a).
V primerih fotokatalitske oksidacije s TiDegussa P-25, kjer kljub 82 oz. 100 %
pretvorbi BPA Se vedno zaznamo 100 oz. 77 % REBkdasklepamo, da za zaznano
estrogeno aktivnost ni kriv le preostanek BPA vreroki je 3,6 mg/l). Najverjetneje so k
estrogeni aktivnosti prispevali svoj delez tudi emmediati, ki nastanejo tekom
fotokatalitske oksidacije BPA, in so po psanju Nomiyama in sod. (2007) lahko r&nk
hidroksilirane oblike bisfenola A, razhi karboksilni in fenolni intermediati ter drugi
intermediati, ki se tvorijo s cepitvijo benzenoveghraia. Podobne intermediate pri
fotokatalitski oksidaciji BPA je svojem delu opigati Ohko s sod. (2001).

Pri mokri in katalitski mokri oksidaciji BPA smo degli do 60 % pretvorbo (mokra
oksidacija) oz. do 100 % pretvorbo BPA (katalitskakra oksidacija) (Priloga G; Bistan
in sod., 2012d). Vidimo, da je pri mokri oksidaggvedeni pri 230 °C pretvorba BPA za
okoli 20 % viSja kot pri mokri oksidaciji izvedepri 200 °C. V obeh primerih smo zaznali
estrogeno aktivnost, ki je posledica ostanka BP#odni raztopini (12,3 mg/l oz. 8,3
mg/l). Pri katalitski mokri oksidaciji smo dosegld 87,5 do 96,2 % pretvorbo BPA ob
prisotnosti katalizatorja Tig) oz. 100 % razgradnjo BPA ob prisotnosti katabzat
Ru(3%)/TiG. V vzorcih po katalitski mokri oksidaciji kjub @stku BPA (v koncentraciji
do 2,5 mg/l) estrogene aktvinosti nismo zaznali.tdga lahko zaklgimo, da je bil
naujspesnejSi postopek katalitske mokre oksidaajle prisotnosti katalizatorja
Ru(3%)/TiG, saj smo zaznali tako 100 % pretvorbo BPA kot tpdpolno odstranitev

njegove estrogene aktivnosti (Bistan in sod., 2012d
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3.2 SKLEPI

» Test YES, v katerem uporabljamo gensko spremerijgasovkeS. cerevisiae, je
specifcen za zaznavanje estrogeno aktivnih spojin spobobezave na estrogeni
receptor, med katere spadajopdestradiol (naravni estrogeni hormon), od7
etinilestradiol (sintetini estrogeni hormon), bisfenol A in nonilfenol (ustrijski

kemikaliji), genistein (fitoestrogen) ter metoksikipesticid).

* Obeutljivost testa YES je odvisha od strukturne podmginz naravnim estrogenim
hormonom 1B-estradiolom, in je za ksenoestrogene vsaj 5-krejanod
obcutljivosti testa YES za naravni in sint@ti estrogeni hormon.

* Optimalne rezultate testa YES dobimo ob upoStevargalednjih parametrov
izvedbe testa YES: trajanje testa od 48 do 58 aslatek 200 ul substrata CPRG v

testni medij in merjenje absorbance razgradnegduita CPR priv = 575 nm.

» Postopek priprave okoljskih vodnih vzorcev (odpadmse, iztoki iz cistilne
naprave) za obravnavo s testom YES za &ulfe celokupne estrogene aktivnosti

vkljucuje ekstrakcijo in koncentriranje spojin z metod®ESciSéenje vzorcev na

silikagelu in dekonjugacijo estrogenih hormonov.

* Invivo test Vtg-ELISA z ribami zebricami za ddkmje estrogene aktivnosti ni bil
uporaben za naSe namene, saj je @redelgotrajen, zanj potrebujemo velike

kolicine vzorca, med poskusom pa prihaja tudi do izgsne spojine.

S testom YES smo dokazali prisotno estrogeno assiviv odpadnih vodah v
Sloveniji (v koncentratih vzorcev vtokov in iztoKowki jo povzr@ajo razleni

(kseno)estrogeni.

* Del naravnih in sintetnih estrogenih hormonov v odpadnih vodah (tako to&ik
kot na iztokih) je v konjugirani obliki, saj smo gekonjugaciji zaznali tudi do 40

% poveanje relativne estrogene aktivnosti (REA).

* Pri dolatanju estrogene aktivnosti odpadnih vod je postdjienja s silikagelom
smiselno uporabiti le v primeru zaviranja rasti $&ak po koncentriranju z metodo
SPE, saj s tem postopkom odstranimo tudi del estrmgin ksenoestrogenov, zato

je zaznana estrogena aktivnost lahko nizja od dkg@astrogene aktivnosti.
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* Del estrogeno aktivnih spojin se z iztoki distilnin naprav izteka v povrSinske

VVVVV

napravah niso dovoljdinkoviti za odstranjevanje estrogeno aktivnih spoji

» Postopek ozonacije je delno uspeSen pri odstramjevaaravnega in sintétiega
estrogena (E2 in EE2), saj kljub njuni popolni poebi nastanejo intermediati, ki

so Se vedno estrogeno aktivni.

» Postopek Fentonove oksidacije je delno uspeSerogsiranjevanju E2, EE2 in
BPA, saj med samim procesom oksidacije prihajgasmo tudi do adsorpcije

omenjenih spojin na nastalo blato Zelezovih oksiddvidroksidov.

* Fotolitska in fotokatalitska oksidacija ter mokrakatalitska mokra oksidacija sta
se izkazala kot dinkovita postopka za odstranjevanje spojine E2 RABN njune
estrogene aktivnosti, saj smo povsod zaznali vebjodpretvorbo spojine kot tudi

delno zmanjSanje njene REA.

* Popolno pretvorbo E2 in popolno odstranitev njegegérogene aktivnosti smo
dosegli tako pri fotolitski oksidaciji z UV svetlob(=365 nm) in fotokatalitski
oksidaciji ob uporabi katalizatorja TiQer osvetljevanju z vidno ali UVA(= 365
nm) svetlobo, kot tudi v primeru katalitske mokresiolacije pri T > 200°C in v
prisotnosti katalizatorja Tigali Ru(3%)/TiQ.

* Popolno pretvorbo BPA in popolno odstranitev njeg@strogene aktivnosti smo
dosegli s katalitsko mokro oksidacijo pri T > 200fCv prisotnosti katalizatorja
TiO; ali Ru(3%)/TiQ.
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4 POVZETEK (SUMMARY)

4.1 POVZETEK

Ze pred desetletji so znanstvenikicel opozarjati na pojav estrogeno aktivnih spojin i
njihov vpliv na okolje in tam zivee organizme. Prva alarmna spbla so prisla iz Velike
Britanije Ze leta 1993emur so sledile prve znanstvene publikacije na tetantifikacije
teh spojin in doldanja njihovega delovanja na organizem. Tako v slupstrogeno
aktivnih spojin spadajo naravne spojine, kot ngtrageni hormoni, in spojine, ki jih je
proizvedel ¢lovek (ksenoestrogeni). Estrogeno aktivhe spojiabkd z razkinimi
mehanizmi delovanja vplivajo na ravnovesje hormondelesu in posledno vplivajo na

nastanek, razvoj in potek déknih bolezenskih stan;.

Danasnji trendi za ugotavljanje prisotnosti in aktisti estrogeno aktivnih spojin v vodah
sledijo trendom monitoringa kakovosti odpadnih vkidiezijo k celostnemu pristopu, kar
vkljucuje tako kemijske analitske metode kot tudi biotsketode. Tako z ustreznimi
bioloSkimi metodami ugotovimo morebitno estrogerktivmost vzorcev, nato pa s
kemijskimi analitskimi metodami identificiramo irvantificiramo spojine, ki povziajo
ucinke estrogenosti. Za monitoring estrogenosti @kilff vzorcev se danes velikokrat
uporablja test YES (Yeast Estrogen Screen).

Z optimizacijo testa YES smo dokazali njegovo sf&ost in oldutljivost za zaznavanje
estrogeno aktivnih spojin sposobnih vezave na gstrioreceptor, kot so B+estradiol

(naravni estrogeni hormon), d-&tinilestradiol (sintetini estrogeni hormon), bisfenol A in
nonilfenol (industrijski kemikaliji), genistein (bestrogen) ter metoksiklor (pesticid).
Dolocili smo tudi optimalne parametre izvedbe testa YEPostopek priprave okoljskih

vodnih vzorcev, ki vkljduje ekstrakcijo in koncentriranje spojin z metod®ES¢isSéenje
ekstraktov vzorcev na silikagelu in dekonjugacgtregenih hormonov.

Ugotovili smo, dain vivo test Vtg-ELISA z ribami zebricami za ddékmnje estrogene
aktivnosti pri naSem delu ni bil uporaben, saj ggdtrajen, zanj potrebujemo velike
kolicine vzorca in koncentracija testne spojine med pssk ni bila stalna kljub

pretanemu sistemu in konstantnemu dotoku sveze vodnepiae testne spojine.
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Pri preverjanju estrogenosti slovenskih odpadnittave testom YES smo ugotovili, da so
estrogeno aktivne spojine prisotne tako na vtokipaonih voda naistilne naprave kot
na cistilninh napravah niso dovoljéinkoviti za odstranjevanje estrogeno aktivnih spoji
Ugotovili smo tudi, da je del naravnih in sintgih estrogenih hormonov v odpadnih
vodah v konjugirani obliki, saj smo po dekonjugae@znali tudi do 40 % povanje

relativne estrogene aktivnosti (REA).

Ucinkovitost razlénih  oksidacijskih postopkov (ozonacija, Fentonov&sidacija,
fotolitska/fotokatalitska oksidacija, mokra/katekb mokra oksidacija) za odstranjevanje
estrogeno aktivnih spojin E2 (f-&stradiol), EE2 (1d-etinilestradiol) in BPA (bisfenol A)

iz vodnih vzorcev smo preverjali s kemijsko analig@PME/GC-MS in HPLC) in
bioloSkim testom (test YES).

Ugotovili smo, da je bil postopek ozonacije E2 iBZdelno uspesSen, saj smo kljub njuni
popolni pretvorbi v vzorcih po ozonaciji Se vedrazazali estrogeno aktivnost. Prav tako je
bil pri odstranjevanju E2, EE2 in BPA delno uspefieh postopek Fentonove oksidacije,
saj se je med samim procesom oksidacije del tesypofin s¢asno adsorbiral na nastalo

blato Zzelezovih oksidov in hidroksidov.

Bolj uspeSna sta bila postopka fotolitske/fotoktgké in mokre/katalitske mokre
oksidacije, saj smo povsod zaznali delno odstrar® in BPA kot tudi delno zmanjSanje
njunih estrogenih aktivnosti. Popolno odstranité/ ik njegove estrogene aktivnosti smo
dosegli tako pri fotolitski oksidaciji z UV svetlolh = 365 nm) in fotokatalitski oksidaciji
ob uporabi katalizatorja Titer osvetljevanju z vidno ali UVA(= 365 nm) svetlobo, kot
tudi v primeru katalitske mokre oksidacije pri T280 °C in v prisotnosti katalizatorja
TiO, ali Ru(3%)/TiQ. Popolno odstranitev BPA in njegove estrogenevaksti smo
dosegli s katalitsko mokro oksidacijo pri T > 2@ it v prisotnosti TiQali Ru(3%)/TiQ.

Izmed uporabljenih oksidacijskin postopkov je bdjutinkovitejSi postopek katalitske
mokre oksidacije ob uporabi TiOali Ru(3%)/TiQ, kjer smo zaznali tako popolno

pretvorbo E2 in BPA kot tudi popolno zmanjSanjengestrogene aktivnosti.
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4.2 SUMMARY
Water pollution with endocrine disrupting compoun(@8®Cs), which are daily released

into aquatic environment, is gaining an increasamgount of attention from scientists
worldwide. After first alarming messages on hermraghe fish caused by compounds
present in sewage treatment plant effluents camm fihe UK, the US Environmental
Protection Agency in 1996 published endocrine gisom as environmental healt issue.
Large numbers of compounds possessing ability efsiog estrogenic activity were
identified, such as different natural substances manmade (industrial) compounds (so
called xenoestrogens), and the number continuaoshgases. The group of EDCs needs
special attention, since they can potentially affeguatic organisms living in polluted
aquatic environment. Therefore, an efficient cdntvtb EDCs in wastewater based on
biological and analytical techniques is requiredtiiological assays the estrogenicity of
environmental samples is detected and further iiieation and quantification of

compounds causing estrogenic effect is possiblghlynical analyses.

In our study, optimization of a yeast estrogen extr€YES) has been carried out. The
optimized YES assay was sensitive and respondedfisply to the selected estrogenic
and nonestrogenic compounds in aqueous samplés asutp-estradiol (natural estrogen
hormone), 1d-ethinylestradiol (synthetic estrogen hormone), phenol A and
nonylphenol (industrial chemicals), genisteine (pbgtrogene) and metoxychlor
(pesticide). Sensitivity of YES assay was at |éatimes lower for xenoestrogens. Also,
the optimization of parameters such as assay duaraaddition of CPRG in the test
medium and measurement of degradation product C8bsarbance was carried out. For
screening estrogenicity of effluents, samples shdel prepared properly, which involves

extraction by SPE method, silica gel clean-up st&ghdeconjugation step.

In vivo bioassay Vtg-ELISA was found to be inappropriate dur purposes, since the
assay itself is time consuming, requires large $asnwolumes and losses of test

compounds have been detected during the assayashurat

The introduced YES assay was used to investigatestrogenic activity of influents and

effluents from different wastewater treatment pdafWWTPS) in Slovenia. The presence
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of EDCs was determined in influents and effluerasgles which indicates that the
treatment process in those WWTPs is insufficient reanove all estrogens and
xenoestrogens in wastewaters. Further, a parttafalaand synthetic estrogen hormones in
Slovenian wastewaters is in conjugated form, suqgeo 40 % of increase in estrogenic

activity was detected after deconjugation step.

Different advanced oxidation processes (such asnai@m, Fenton oxidation,
photolytic/photocatalytic oxidation, wet air/catatywet air oxidation) have been used for
removal of different EDCs (Prestradiol (E2), ld-ethinylestradiol (EE2), bisphenol A
(BPA)) from aqueous samples. Removal efficiencyldeen studied by chemical analytical
technique (SPME/GC-MS or HPLC) and biological teghe (YES assay).

Ozonation and Fenton oxidation were partially sestid in the removal of E2, EE2 and
BPA and theirs estrogenicity. Though the completedynoval of E2 and EE2 was
acchieved during ozonation, estrogenic activitylddae still detected in the samples after
ozonation. In the process of Fenton oxidation & giathe E2, EE2 and BPA was adsorbed

to iron oxides and hydroxides formed during thecpes of oxidation.

The processes of photolytic/photocatalytic oxidagmd wet air/catalytic wet air oxidation
were highly efficient in the removal of E2 and BRA& well as their estrogenic activity.
Complete removal of E2 and its estrogenic actiwgs achieved by photolytic oxidation
with UV (A = 365 nm) light, by photocatalytic oxidation iretipresence of Tifcatalyst
with visible or UV ¢ = 365 nm) light and by catalytic wet air oxidatiat the temperature
> 200°C and in the presence of Fi@r Ru(3%)/TiQ catalyst. Complete removal of BPA
and its estrogenic activity was achieved by catalyet air oxidation at the temperature >
200°C and in the presence of Bi@r Ru(3%)/TiQ catalyst.

Among AOPs used in our work the most efficient watalytic wet air oxidation by using
TiO, or Ru(3%)/TiQ catalyst, since complete removal of E2 and BPAval as theirs

estrogenic activity was achieved.
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PRILOGE (ANNEXES)

Priloga A: Umeritvena krivulja za dolo¢anje koncentracije proteinov (zgoraj) in
vitelogenina- Vtg (spodaj).
Annex A: Calibration curve to determine concentraton of proteins (upper) and

vitellogenin- Vtg (down).
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Priloga B: Vitelogenin v ribah zebricahD. rerio izpostavljenih testni spojini E2.

Annex B: Detection of Vtg in zebrafishD. rerio when exposed to test compound E2.

Koncentracija E2 v akvariju Koncentracija
(ngfl) Vtg (ng/ml)
K (n = 3) 0,01 — 0,04
K + EtOH (n = 3) 0,01 - 0,06
0,272 (n=9) 1,2-3,0
2,72 (n=9) 1,2-5,3
27,2(n=9) 3,8-7,7

(n = St. izpostavljenih rib)



Priloga C: Rastna krivulja Saccharomyces cerevisiae. Z oznako U) je ozn#&eno
obmatje, v katerem je rast kvasovk primerna za uporabo \testu YES.
Annex C: The growth courve of the yeastSaccharomyces cerevisiae, () indicates

when yeast growth is suitable for use in YES assay.
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Priloga D: Pretvorba E2 (¢ = 0,272 mg/l) in zmanjSevanje REA tekom fotolitsk@z.

fotokatalitske oksidacije (VS- vidna svetloba; UV-UV svetloba (365 nm); kat.-
katalizator TiO , Degussa P-25).

Annex D: Conversion of E2 (¢ = 0,272 mg/l) and its estrogenicity during photolyc
and photocatalytic oxidation (VS- visible light; UV- UV light (365 nm); kat.- catalyst
TiO, Degussa P-25).
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Priloga E: Pretvorba E2 (o = 0,272 mg/l) | ) v postopku mokre oksidacije (SiCfa), in postopkih katalitske mokre oksidacije ob
prisotnosti TiO- (b) in Ru(3.0 %)/TiO, (c) pri temperaturi 200 in 230 °C; ter relativna estrogena aktivnost (REA, %) (® ) v vzorcih po

mokri in katalitski mokri oksidaciji.
Annex E: Conversion of E2 (g = 0.272 mg/l)  )as a function of time on stream ithe process of wet air oxidation (on SiC) (a), anth

the processes of catalytic wet air oxidation on Ti@extrudates (b) and Ru(3.0 %)/TiQ catalyst (c) at 200 and 230 °C; and relative

estrogenic activity (REA, %) (®) in samples treatedy wet air oxidation and catalytic wet air oxidation.
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Priloga F: Pretvorba BPA v postopku fotolitske oz.fotokatalitske oksidacije ob
uporabi TiO , Degussa P-25 katalizatorja.
Annex F: Conversion of BPA during photolytic and plotocatalytic oxidation in the

presence of catalyst TiQ Degussa P-25.
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Priloga G: Pretvorba BPA (¢ = 20 mg/l) ) v postopku mokre oksidacije (SiC) (g in postopkih katalitske mokre oksidacije ob
prisotnosti TiO> (b) in Ru(3.0 %)/TiO- (c) pri temperaturi 200 in 230 °C; ter relativna estrogena aktivnost (REA, %) @ ) v vzorcih po

mokri in katalitski mokri oksidaciji.
Annex G: Conversion of BPA (g = 20 mg/l) ( )as a function of time on stream in t process of wet air oxidation (on SiC) (a), and in

the processes of catalytic wet air oxidation on Ti@extrudates (b) and Ru(3.0 %)/TiQ catalyst (c) at 200 and 230 °C; and relative

estrogenic activity (REA, %) (@) in samples treatedy wet air oxidation and catalytic wet air oxidation.
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