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ODREDIVANIJE TRAGOVA STEROIDNIH HORMONA I STEROLA KAO
INDIKATORA IZVORA ZAGADENJA RECNIH SEDIMENATA METODOM
TECNE HROMATOGRAFIJE SA TANDEM MASENOM SPEKTROMETRIJOM

Rezime

Zbog rasprostranjenosti steroidnih jedinjenja u Zzivotnoj sredini i potencijalnih
nezeljenih efekata, interesovanje javnosti za prisustvo steroida u svim segmentima
zivotne sredine je u stalnom porastu. Naime, steroidni hormoni i steroli, iako prisutni u
niskim koncentracijama, mogu izazvati niz funkcionalnih poremec¢aja kod coveka i
zivotinja. Pored toga, danas je trend u svetu primena hemijskih markera, poput
humanih/zivotinjskih i biljnih sterola, za utvrdivanje izvora zagadenja Zivotne sredine.

Vecina razvijenih analitickih metoda za odredivanje tragova steroidnih jedinjenja
je usmerena na specificnu klasu steroida. U literaturi je zabelezen veoma mali broj
metoda za istovremeno odredivanje steroidnih hormona i sterola, a sve postojece
metode zasnovane su na primeni gasne hromatografije u sprezi sa masenom
spektrometrijom. Zbog izvesnih ogranienja metode gasne hromatografije-masene
spektrometrije, postoji potreba za razvojem metode te€ne hromatografije u sprezi sa
masenom spektrometrijom koja bi omogucila odredivanje tragova steroidnih jedinjenja
u uzorcima iz Zivotne sredine.

U ovom radu su opisani razvoj, optimizacija i validacija analiticke metode za
analizu tragova dvadeset odabranih steroidnih hormona i humanih/Zivotinjskih 1 biljnih
sterola u re¢nim sedimentima. Za odabrana steroidna jedinjenja je razvijena 1
optimizovana instrumentalna metoda tecCne hromatografije sa tandem masenom
spektrometrijom, uz kori$¢enje hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku. Steroidni
hormoni (estron i estriol, 17a- 1 17B-estradiol) 1 steroli (epikoprostanol, epiholestanol,
koprostanol i holestanol) sa identi¢nim MS" reakcijama fragmentacije u masenom
detektoru su uspesno hromatografski razdvojeni. U radu je izvrSena optimizacija metode
ekstrakcije odabranih analita iz re¢nih sedimenata, kao i metode preciS¢avanja dobijenih
ekstrakata sedimenata. Ispitana je efikasnost ultrazvucne ekstrakcije rastvaraima
razli¢ite polarnosti, kao 1 njithovim smeSama. Optimizovana je i masa sedimenta za
ekstrakciju, kao 1 vreme ultrazvucne ekstrakcije. Takode je izvrSen odabir najboljeg

adsorbensa za preciS¢avanje dobijenih ekstrakata, kao i izbor rastvaraca za eluiranje
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analita sa pakovanja kolone.

Razvijena metoda je primenjena u analizi sedimenata iz nekoliko reka u Srbiji.
Rezultati su pokazali Siroku rasprostranjenost humanih/zivotinjskih i biljnih sterola, dok
su od steroidnih hormona u uzorcima sedimenata detektovani samo mestranol i
17a-estradiol. Na osnovu koncentracija sterola detektovanih u uzorcima izracunati su
odnosi sterola za utvrdivanje porekla zagadenja zivotne sredine. Od jedanaest
ispitivanih ~ odnosa, koprostanol/(koprostanol+holestanol), koprostanol/holesterol,
epikoprostanol/koprostanol i sitostanol/koprostanol odnosi su identifikovani kao klju¢ni
u razlikovanju izvora zagadenja recnih sedimenata. Na osnovu izracunatih odnosa
sterola, vecina ispitivanih sedimenata je prepoznata kao zagadena humanim fekalnim
materijalom. Za dva uzorka je utvrden kombinovan uticaj zagadenja komunalnim

otpadnim vodama i prirodnih izvora sterola poreklom od biljojeda.

Kljucne reci: steroidi, hormoni, steroli, recni sedimenti, teCna hromatografija-tandem

masena spektrometrija, odnosi sterola, fekalna kontaminacija.

Naucna oblast: Hemijske nauke

UDK: 543.645.2:504.5:556.53:543.544.5:543.51



Abstract

DETERMINATION OF TRACES OF STEROID HORMONES AND STEROLS AS
INDICATORS OF POLLUTION SOURCES OF RIVER SEDIMENTS BY LIQUID
CHROMATOGRAPHY TANDEM MASS SPECTROMETRY

Abstract

Public concern over presence of steroid compounds in all environmental
compartments has been constantly growing due to their widespread occurrence and
potential adverse effects. Namely, steroid hormones and sterols can cause a number of
functional disorders in humans and animals, even at trace levels. In addition, current
worldwide trend is the application of chemical markers, as human/animal and plant
sterols, for identification of sources of environmental contamination.

Majority of the developed analytical methods for trace determination of steroid
compounds are focused on a specific class of steroids. A limited number of methods for
simultaneous determination of steroid hormones and sterols are reported in the
literature, and all of them are based on the use of gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Due to some limitations of gas chromatography-mass spectrometry
method, there is a need for development of liquid chromatography-mass spectrometry
method for trace determination of steroid compounds in environmental samples.

In this work, development, optimization and validation of the analytical method
for trace analysis of twenty selected steroid hormones and human/animal and plant
sterols in river sediments were described. For selected steroid compounds, liquid
chromatography-tandem mass spectrometry instrumental method, using atmospheric
pressure chemical ionization, was developed and optimized. Steroid hormones (estrone
and estriol, 170- and 17f-estradiol) and sterols (epicoprostanol, epicholestanol,
coprostanol and cholestanol) with identical MS" fragmentation reactions in mass
detector were successfully chromatographically separated. In the study, optimization of
the selected analytes extraction from the river sediments, as well as the optimization of
the extract clean up procedure, was carried out. The extraction efficiency of different
solvents, as well as their mixtures, was tested. Also, the weight of sediment and time of
ultrasonic extraction were optimized. Optimal packing type of the clean up cartridge
and elution solvent were selected.

The developed method was applied in the analysis of sediments from several



Abstract

rivers in Serbia. The results showed a widespread occurrence of human/animal and
plant sterols, whereas mestranol and 17a-estradiol were only steroid hormones detected
in sediment samples. Sterol ratios for determination of pollution sources in the
environment were calculated using concentrations of sterols detected in the samples.
Out of eleven tested sterol ratios, coprostanol/(coprostanol+cholestanol),
coprostanol/cholesterol, epicoprostanol/coprostanol and sitostanol/coprostanol ratios
were identified as key sterol ratios for source pollution tracing of river sediments.
According to the calculated ratios, the majority of the investigated sediments were
recognized as human-sourced polluted. Two samples were found to be affected by a

combination of sewage and herbivore sources.

Key words: steroids, hormones, sterols, river sediments, liquid chromatography-tandem

mass spectrometry, sterol ratios, fecal contamination.

Scientific Field: Chemical sciences

UDC: 543.645.2:504.5:556.53:543.544.5:543.51
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Uvod

1. UVOD

Razvojem novih i osetljivih metoda za detekciju hemijskih supstanci, savremena
istrazivanja u oblasti analitike zagadujuc¢ih materija zivotne sredine su proSirena sa
tradicionalnih zagadujuc¢ih supstanci, poput pesticida, polihlorovanih bifenila i sl., na
»hove, tzv. ,,emergentne* zagadujuce supstance (eng. emerging pollutants). Upravo je
napredak u razvoju osetljivih metoda detekcije omogucio pracenje niskih koncentracija
ovih zagadujué¢ih materija (reda veli¢ine ng L' i niZe), koje ranije nije bilo moguée
detektovati. ,,Emergentne* zagadujuce materije joS uvek nisu uklju¢ene u redovne
monitoring programe, a njihovo ponaSanje i vreme zadrzavanja u zivotnoj sredini, kao i
(eko)toksikoloski efekti, jo§ uvek nisu u potpunosti poznati. Klasi ovih zagadujucih
supstanci pripadaju proizvodi koji se koriste u svakodnevnom Zivotu, kao Sto su lekovi,
ukljucujuéi i hormone, povrsinski aktivne materije, sredstva za odrzavanje licne higijene
itd.

Iako su u Zivotnoj sredini brojni steroli prirodno prisutni, primarni izvor steroidnih
hormona 1 sterola su netretirane otpadne vode i efluenti iz postrojenja za preciS€avanje
otpadnih voda. Studije su pokazale da se u postrojenjima za tretman otpadnih voda
steroidni hormoni 1 steroli nepotpuno uklanjaju, zbog ¢ega se znacajna koli¢ina ispusta
u prirodne vodotoke. Dodatni problem je taj §to u Srbiji samo mali broj gradova
raspolaze postrojenjima za preciS¢avanje otpadnih voda. Takode, efluenti 1 mulj iz
postrojenja se Cesto upotrebljavaju za navodnjavanje poljoprivrednog zemljiSta i kao
dubrivo, S§to predstavlja dodatni put dospevanja steroida u zivotnu sredinu. Zbog
afiniteta prema organskoj frakciji sedimenata, steroidna jedinjenja se mogu u znacajnim
koli¢inama akumulirati u re¢nim sedimentima, koji zatim mogu postati sekundarni izvor
zagadenja.

Brojna istrazivanja su pokazala da prirodni 1 sintetski steroidni hormoni, kao 1
steroli, mogu prouzrokovati niz funkcionalnih poremecaja kod coveka i Zivotinja, kao
Sto su poremecaji u radu endokrinog sistema, smanjenje reproduktivnih sposobnosti i
usporavanje razvoja organizma, povecanje mogucnosti pojave raka, a mogu izazvati i
hermafroditizam kod vodenih organizama. Pored toga, humani/Zivotinjski 1 biljni steroli
se mogu koristiti kao indikatori antropogenog fekalnog zagadenja Zivotne sredine.

Steroli predstavljaju alternativu bakterioloSkim indikatorima (npr. koliformnim i
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Enterococcus bakterijama) koji su tradicionalno koriS¢eni za procenu fekalnog
zagadenja. Na osnovu karakteristicnih odnosa sterola moze se utvrditi i poreklo
zagadenja u zivotnoj sredini. Informacije o poreklu kontaminacije su neophodne za
osmisljavanje mera za efikasnu kontrolu i smanjenje zagadenja recnih slivova, kao i za
procenu rizika po zdravlje ljudi i Zivotinja.

Vecina radova koji se bave analizom tragova steroidnih jedinjenja u zivotnoj
sredini usmerena je na specifi¢nu klasu steroida. S obzirom na to da steroidni hormoni i
steroli pripadaju grupi steroidnih jedinjenja, kao i1 da imaju zajednicke puteve
dospevanja u zivotnu sredinu, neophodno je razviti analiticku metodu za njihovo
istovremeno odredivanje. U literaturi je zabelezen mali broj metoda za istovremeno
odredivanje ovih jedinjenja, a sve postojete metode zasnovane su na primeni gasne
hromatografije u sprezi sa masenom spektrometrijom. Medutim, metoda gasne
hromatografije-masene spektrometrije ima odredena ogranicenja za termicki nestabilne i
slabo isparljive analite, poput sterola. Za ova jedinjenja je neophodna derivatizacija koja
znacajno produzava vreme analize, a ¢esto nastaju i nezeljeni proizvodi. Iz tog razloga,
metoda te¢ne hromatografije u sprezi sa masenom spektrometrijom predstavlja tehniku
izbora za analizu tragova steroidnih hormona i sterola u uzorcima iz Zivotne sredine.

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je razvoj nove, brze i1 osetljive
multirezidualne metode teCne hromatografije spregnute sa tandem masenom
spektrometrijom za istovremenu analizu tragova steroidnih hormona i sterola u re¢nim
sedimentima, a zatim primena metode u analizi ve¢eg broja uzoraka sedimenata iz
nekoliko reka u Srbiji. Za analizu su odabrani steroidni hormoni, kao 1
humani/Zivotinjski 1 biljni steroli, ¢ije prisustvo predstavlja problem u Zivotnoj sredini, a
koji spadaju u najces¢e detektovana steroidna jedinjenja u re¢nim sedimentima. Rad
obuhvata razvoj i optimizaciju procedure pripreme uzorka recnog sedimenta, kao i
instrumentalne metode tecne hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom.
Posebna paznja je posvecena hromatografskom razdvajanju steroidnih hormona 1 sterola
sa identi¢nim reakcijama fragmentacije u masenom detektoru. Razvijena i validirana
metoda je primenjena u analizi veéeg broja uzoraka recnih sedimenata, pri ¢emu su
dobijeni podaci o stepenu zagadenosti sedimenata steroidnim jedinjenjima u Srbiji.
KoriS¢enjem koncentracija detektovanih sterola, izraCunati su odnosi sterola na osnovu

kojih je utvrdeno poreklo zagadenja re¢nih sedimenata.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Steroidi

Steroidi su jedinjenja sa osnovnom strukturom ciklopentanoperhidrofenantrena
koji se sastoji od cetiri kondenzovana prstena, od ¢ega su tri cikloheksanska i jedan
ciklopentanski prsten (slika 2.1). Metil grupe mogu biti prisutne na C-10 i C-13 atomu,
a bocni alkilni lanac na C-17 atomu. Na osnovnu strukturu se mogu vezati razliCite
funkcionalne grupe, a ¢ak i male promene u strukturi daju jedinjenja sa razli¢itim
fizioloskim 1 farmakoloskim dejstvom (Vollhardt i Schore, 1999; Niessen, 2006). U
zavisnosti od orijentacije vodonikovog atoma vezanog za C-5 atom razlikuju se Sa- i

5B-izomeri.

Slika 2.1. Osnovna struktura steroida i na¢in numeracije C-atoma u molekulu.

Klasi steroidnih jedinjenja pripadaju brojne fizioloSki 1 farmakoloski aktivne
supstance. Kao najzastupljenija grupa steroidnih jedinjenja izdvajaju se steroli, prisutni
kod coveka, biljaka 1 Zivotinja. Steroli su podgrupa steroida ¢ija je osnovna struktura
izvedena iz holestana (slika 2.2a), a koji sadrZze hidroksilnu grupu na C-3 atomu
(slika 2.2b, holesterol). Humani/Zivotinjski steroli predstavljaju produkte ljudskog 1
zivotinjskog metabolizma. Najpoznatiji predstavnik ove grupe je holesterol. Holesterol
predstavlja osnovnu gradivnu jedinicu ¢elijske membrane, posebno nervnog sistema,
mozga i kicmene moZdine. Ljudski organizam sadrzi oko 2 g holesterola po kilogramu
telesne tezine. Kod Coveka, holesterol predstavlja polaznu supstancu za sintezu polnih
hormona 1 Zu¢nih kiselina (Myant, 1973). Pored holesterola, u humane/zivotinjske
sterole se jo§ ubrajaju i koprostanol (najzastupljeniji sterol u humanoj ekskreciji,
40-60%), epikoprostanol, holestanol, koprostanon, holestanon, 7-dehidroholesterol i dr.

Bioloski znacaj sterola se moze videti na primeru 7-dehidroholesterola koji se pod
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dejstvom suncevog zraCenja u kozi sisara pretvara u holekalciferol (vitamin Dj),

zaduzen za kalcifikaciju kostiju putem regulacije apsorpcije kalcijuma (Bikle, 2014).

(b) VY

Slika 2.2. Hemijska struktura holestana (a) i holesterola (b).

(a)

Biljni steroli (fitosteroli) su prirodni sastojci biljaka, biljnih masnoca i ulja (Careri
et al., 2001). Poslednjih godina, biljni steroli su postali znacajni zbog izuzetne
mogucénosti da snize nivo holesterola u krvi, $to znac¢ajno smanjuje rizik od oboljevanja
od kardiovaskularnih bolesti. Takode, neki fitosteroli ispoljavaju antiinflamatorno,
antibakterijsko, antimikoti¢no 1 antikancerogeno dejstvo (Zarrouk et al., 2009).
Dominantan biljni sterol u prirodi je B-sitosterol, a znacajno su zastupljeni kampesterol,
stigmasterol, sitostanol, dezmosterol, ergosterol, cikloartenol i dr.

U klasu steroidnih jedinjenja ubrajaju se 1 steroidni hormoni. Steroidni hormoni se
prema svojoj bioloSkoj aktivnosti i farmakoloskim efektima mogu podeliti u dve grupe:
polne hormone i hormone kore nadbubrezne Zlezde (kortikosteroide). Postoje tri grupe
polnih hormona: estrogeni, gestageni 1 androgeni hormoni (Young i Borch, 2009).
Estron, estradiol 1 estriol se smatraju najvaznijim prirodnim estrogenim hormonima
(Bhat ef al., 2005). Mnoge biljke sadrze ove estrogene supstance, poput razlicitih vrsta
cveca, palmi 1 vrba. Estrogeni hormoni stimuliSu razvoj Zenskog reproduktivnog sistema
1 sekundarnih polnih karakteristika. Takode imaju znacajnu ulogu u metabolizmu masti,
Secera 1 proteina, a utiCu 1 na druge procese u ljudskom organizmu, kao S$to su
koagulacija krvi 1 normalan rad bubrega (Sosa-Ferrera et al., 2012). U hormonskoj
terapiji najceSc¢e se koristi smesa prirodnih estrogena izolovana iz konjskog urina koja
sadrzi oko 50% estrona, 25% ekvilina i druge estrogene. Estradiol se moze naci u obliku
dva stereoizomera, 170- 1 17B-izomera, koji se veoma razlikuju po svojoj bioloskoj
aktivnosti. 17B-Estradiol ispoljava oko 40 puta jaci terapijski efekat od 17a-estradiola i
oko 10 puta jaci od estrona (Bhat et al, 2005). U sintetske estrogene se ubrajaju
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17a-etinilestradiol 1 mestranol koji poticu od 17B-estradiola. 17a-Etinilestradiol
predstavlja aktivnu supstancu veéine kontraceptivnih pilula, najéesée u kombinaciji sa
nekim gestagenim hormonom, dok se mestranol rede koristi. Pored kontracepcije,
sintetski estrogeni se dosta koriste 1 u terapiji hormonskih poremecaja, kao i za
pospesivanje rasta domacih zivotinja (Sosa-Ferrera et al., 2012).

Gestageni hormoni su kod ki¢menjaka zaduzeni za regulaciju metabolizma
elektrolita i vode, kao 1 odrzavanje trudnoce (Young i Borch, 2009). Najpoznatiji
gestagen je progesteron, a ovoj grupi pripadaju joS i noretindron (poznat i kao
etinilnortestosteron, 19-nortestosteron, noretisteron), levonorgestrel i dr. Noretindron je
karakteristiCan po tome Sto sprecava produkciju testosterona, a povecava cvrstinu
miSi¢a, kao 1 obnovu hrskavicavog tkiva. Predstavlja sintetski hormon koji je medu
prvima koriSéen u kontraceptivnim pilulama, jo§ 1957. godine (Varagi¢ i MiloSevic,
1995). Levonorgestrel pripada drugoj generaciji sintetskih gestagena koji se koristi kao
aktivna supstanca u mnogim kontraceptivnim pilulama i hormonskoj terapiji (Bhat et
al., 2005). Androgeni hormoni su zaduzeni za razvoj muskih polnih karakteristika.
Najzastupljeniji androgeni kod ki¢menjaka su testosteron i1 Sa-dihidrotestosteron
(Young 1 Borch, 2009). Androgeni hormoni se, zbog svog anabolickog efekta,
primenjuju za povecanje telesne mase 1 poboljSanje fizickih performansi sportista, kao 1
u uzgoju domacih Zivotinja. U hormone kore nadbubrezne zlezde, tj. kortikosteroide se
ubrajaju glukokortikoidi 1 mineralokortikoidi. Glukokortikoidi, kortizol i kortikosteron,
su zaduzeni za regulisanje metabolizma i normalno funkcionisanje imunog sistema, dok
mineralokortikoidi, od kojih je najpoznatiji aldosteron, reguliSu krvni pritisak 1 balans
elektrolita.

U steroidna jedinjenja se, pored dve velike grupe sterola i steroidnih hormona,
ubrajaju 1 Zucne kiseline, ekdizoni, kardiotoni¢ni glikozidi, steroidni sapogenini i
saponini, pa ¢ak 1 otrovi steroidne strukture poreklom od nekih Zaba (npr. Bufo

vulgaris).

2.2. Poreklo steroidnih hormona i sterola u Zivotnoj sredini

Steroidna jedinjenja u Zivotnu sredinu dospevaju iz prirodnih, biogenih izvora,

kao 1 raznim antropogenim aktivnostima. Vodotoci u Srbiji su izlozeni uticaju raznih
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tackastih i netaCkastih izvora zagadenja, poput izliva tretiranih ili netretiranih otpadnih
voda, kao i spiranja sa urbanih i poljoprivrednih povrsina, koji doprinose pogorSanju
kvaliteta vode i sedimenata. Dodatni problem je taj Sto u Srbiji samo mali broj gradova

raspolaze postrojenjima za preciS¢avanje otpadnih voda (PPOV).

Covek Humana T
medicina medicina
s e 9q,
Otpadne vode [ Otp,a.ld IZ Ung.)J d‘.’“.‘a“h
domacinstava Zivotinja
Postrojenja za tretman :‘ . .
otpadnih voda Deponije Stajsko dubrivo |
Aktivni mulj | T’l Povrginske vode < POl_]OpI‘lY{'ean
\ zemljiSte
| Sedimenti | | Podzemne vode I—’l Lanac ishrane |

Slika 2.3. Putevi kojima steroidna jedinjenja dospevaju u zZivotnu sredinu.

Primarni antropogeni izvor zagadenja Covekove okoline steroidima je kontinualni
unos netretiranith komunalnih otpadnih voda, kao i efluenata iz postrojenja za
preciS¢avanje otpadnih voda (slika 2.3). Prisustvo steroidnih hormona u otpadnim
vodama se prvenstveno objaSnjava primenom u humanoj terapiji. Humani steroli, kao
produkti metabolizma i ekskrecije, u najvecoj meri u Zivotnoj sredini poticu iz otpadnih
voda. Zbog svoje lipofilne prirode, adsorbuju se na cCesticnu materiju u prirodnim
vodama i veoma brzo inkorporiraju u sedimente (Writer ef al., 1995). Prirodni, biogeni
put dospevanja fitosterola u okolinu jeste unos biljne organske materije terestrijalnog
porekla. Medutim, kao prirodni sastojci biljnih masnoca i ulja, fitosteroli su zastupljeni
u svakodnevnoj ishrani, a poslednjih godina se primenjuju 1 u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti. Upravo zbog rasprostranjene primene u humanoj terapiji i
ishrani, biljni steroli se nalaze i u otpadnim vodama. Studije usmerene na odredivanje
stepena uklanjanja steroidnih hormona i sterola u postrojenjima za preciS¢avanje

otpadnih voda su pokazale da stepen uklanjanja ovih jedinjenja znacajno zavisi od tipa
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tretmana otpadnih voda (Combalbert i Hernandez-Raquet, 2010; Chang et al., 2011;
Furtula et al., 2012a). Precis¢ene vode iz PPOV se potom ispustaju u prirodne
vodotoke. Takode, precis¢ena voda i mulj iz PPOV se cesto upotrebljavaju za
navodnjavanje 1 dubrenje poljoprivrednog zemljista Sto predstavlja dodatni put
dospevanja hormona i sterola u zivotnu sredinu (Gottschall et al., 2013). Utvrdeno je da
su, na primer, estrogeni hormoni prisutni u efluentima iz PPOV u koncentracijama reda
veli¢ine ng L! (Baronti et al., 2000; Braga et al., 2005; Servos et al., 2005; Fernandez
et al., 2007), dok se u aktivnom mulju koji zaostaje nakon tretmana otpadnih voda
nalaze u koncentracijama od nekoliko stotina ng g*l (Ternes et al., 2002; Gomes et al.,
2004; Nieto et al., 2008). I koprostanol je detektovan u visokim koncentracijama u
efluentima iz PPOV (> 1000 ng L', Fernandez ef al., 2007) i aktivnom mulju (Ibafiez et
al., 2000). Putem spiranja sa poljoprivrednog zemljista steroidni hormoni 1 steroli mogu
ugroziti podzemne vode, a time i vodu za pi¢e. Na taj nacin je moguce i ukljucivanje
steroidnih jedinjenja u lanac ishrane.

Istrazivanja su pokazala da procedne vode sa deponija takode mogu predstavljati
izvor steroida u Zivotnoj sredini. Prisustvo koprostanola i drugih sterola u visokim
koncentracijama u procednim vodama sa deponije moze se objasniti odlaganjem
komunalnog otpada i aktivnog mulja iz tretmana otpadnih voda. Kao rezultat odlaganja
industrijskog otpada 1 lekova kojima je istekao rok upotrebe, tragovi steroidnih hormona
se takode mogu detektovati u procednim vodama sa deponija (Zhang et al., 2008;
Masoner et al., 2014).

Poljoprivredne farme takode predstavljaju znacajan izvor steroida u Zivotnoj
sredini. Steroidni hormoni se koriste za stimulisanje rasta Zivotinja (Stolker 1 Brinkman,
2005), dok su steroli, kao rezultat metabolickih procesa, u velikim koli¢inama prisutni u
dubriva za poboljSanje kvaliteta poljoprivrednog zemljiSta, a spiranjem sa zemljiSta
dolazi do migracije steroida u dublje slojeve zemljiSta 1 podzemne vode (Jardé et al.,
2007).

Zbog slabe rastvorljivosti steroidnih jedinjenja u vodi, kao i afiniteta prema
organskoj frakciji sedimenata, re¢ni sedimenti mogu postati rezervoari steroida,
zaduzeni za kontrolu njihove biolosku dostupnosti (Ying et al., 2002; Gomes et al.,

2004; Tadeo et al., 2012). S obzirom na to da se pod odredenim uslovima znacajne
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koli¢ine steroidnih hormona i sterola mogu osloboditi iz sedimenata, oni predstavljaju
jos§ jedan izvor kontaminacije zivotne sredine ovim jedinjenjima (Labadie et al., 2007;
Fetter et al., 2014). Upravo kao rezultat intenzivnog zagadenja zivotne sredine,
prisustvo steroidnih jedinjenja zabelezeno je u povrSinskim i podzemnim vodama
(Al-Odaini et al., 2010; Gottschall et al., 2013; Gorga et al., 2015), sedimentima (Isobe
et al., 2002; Lopez de Alda et al., 2002; Froehner et al., 2009), pa ¢ak i u vodi za pice
(Magi et al., 2010; Huerta-Fontela et al., 2011; Vulliet et al., 2011).

2.3. Uklanjanje steroidnih hormona i sterola u postrojenjima za precis¢avanje

otpadnih voda

S obzirom na to da komunalne otpadne vode predstavljaju primarni izvor
zagadenja okoline steroidnim jedinjenjima, neophodno je poznavati proces
precis¢avanja otpadnih voda i reakcije kojima ova jedinjenja podlezu tokom tretmana.
Efikasnost uklanjanja steroida u procesu preciS¢avanja otpadnih voda zavisi od fizicko-
-hemijskih svojstava jedinjenja, vrste primenjenog procesa precis¢avanja, karakteristika
samog postrojenja, kao 1 aktivnosti mikroflore primenjene u procesu mikrobioloSkog
preciS¢avanja otpadnih voda (Combalbert i Hernandez-Raquet, 2010).

U konvencionalnim PPOV otpadne vode podleZzu preliminarnom, primarnom i
sekundarnom tretmanu. Preliminarni tretman podrazumeva uklanjanje krupnih, ¢vrstih
materija koje mogu unistiti opremu postrojenja. U primarnom tretmanu se zatim vrSi
odvajanje Cvrste 1 teCne faze pod dejstvom sile gravitacije. Promena ukupne koli¢ine
steroida tokom preliminarnog tretmana je zanemarljiva, ali se u ovoj fazi konjugovani
estrogeni hormoni mogu prevesti u slobodne forme, ¢ime se povecava koli¢ina
slobodnih steroidnih hormona i estrogena aktivnost otpadne vode (Braga et al., 2005).
Za estrogene hormone u slobodnom obliku, sa visokim vrednostima koeficijenta
raspodele izmedu organske i vodene faze (eng. octanol-water partition coefficient,
logK,w), je ocekivano da se tokom primarnog tretmana iz te¢ne faze uklone putem
adsorpcije na ¢vrstoj organskoj fazi mulja koji se formira. Medutim, studije su pokazale
da ne dolazi do znacajnog uklanjanja estrogena u ovoj fazi (Andersen et al., 2003;
Braga et al., 2005). Nakon primarnog tretmana, otpadna voda podleze bioloSkim i

hemijskim procesima u sekundarnom tretmanu koji obezbeduje uklanjanje veéine
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organskih materija i makronutrijenata (azota i fosfora). U ovom stupnju se delimi¢no
smanjuje koncentracija steroidnih hormona putem adsorpcije na ¢vrstom organskom
materijalu i1/ili bioloske transformacije i degradacije.

Istrazivanjima je pokazano da biodegradacija predstavlja primarni nacin
uklanjanja androgenih i gestagenih hormona u PPOV (Chang et al., 2011). Mnogo
manja efikasnost uklanjanja estrogenih hormona, u odnosu na androgene i gestagene,
objasnjena je Cinjenicom da je hemijska struktura estrogenih hormona sa benzenovim
prstenom otpornija na degradaciju (Labadie i Budzinski, 2005). Brojne studije su
pokazale da su estrogeni prisutni u efluentima iz PPOV, pri ¢emu se estron nalazi u
veoma visokim koncentracijama (Baronti et al., 2000; Lee et al., 2004; Nakada et al.,
2006), 17B-estradiol i estriol u nesto nizim koncentracijama (< 20 ng L', Baronti et al.,
2000; D’Ascenzo et al., 2003; Cargouét et al., 2004), dok se 17pB-etinilestradiol
detektuje povremeno, u koncentracijama generalno nizim od 10 ng L' (Belfroid et al.,
1999; Baronti et al., 2000; Cargouét et al., 2004).

Postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda sa primarnim tretmanom ili naprednim
primarnim tretmanom (npr. uz dodatak FeCl;) pokazuju stepen uklanjanja steroidnih
hormona manji od 14% (Braga et al., 2005). U studiji DZonsona i saradnika (Johnson et
al., 2007) utvrdeno je da efikasnost uklanjanja 17B-estradiola u PPOV sa sekundarnim
tretmanom (uz primenu kapajuceg biofiltera) iznosi 70%, a estrona 30%. Kada se
primenjuju procesi bioloSkog preciS¢avanja sa aktivnim muljem, stepen uklanjanja
17B-estradiola 1 estriola kre¢u se do 85%, a efikasnost uklanjanja 17f-etinilestradiola i
estrona prelazi 60% (D’Ascenzo et al., 2003). Medutim, pokazano je i da tretman sa
aktivnim muljem ne obezbeduje uvek visoku efikasnost uklanjanja estrogena. Tako je u
postrojenjima u Francuskoj stepen uklanjanja ispitivanih estrogenih hormona iznosio
40-70% (Cargouét et al., 2004). Razlike ukazuju na to da veliki uticaj na stepen
eliminacije hormona u sekundarnom tretmanu aktivnim muljem imaju parametri samog
procesa, kao Sto su vreme zadrZzavanja mulja, hidrauli€éno opterecenje, temperatura,
redoks uslovi u sistemu itd.

S obzirom na to da koprostanol ¢ini oko 60% ukupnih sterola prisutnih u
ljudskom fecesu (Leeming et al., 1996), oCekivano je da predstavlja najvecu frakciju
sterola identifikovanih u netretiranim komunalnim otpadnim vodama (oko 40%,

Quéméneur 1 Marty, 1994). Primena konvencionalnih tehnika preciS¢avanja vode, kao
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Sto su hlorisanje ili aeracija, ne dovodi do smanjenja koncentracije koprostanola.
Medutim, iako su steroli poput koprostanola, holesterola i holestanola postojani u
anoksicnim uslovima u sedimentima (Nishimura i1 Koyama, 1977; Hatcher 1
McGillivary, 1979; Bartlett, 1987), oni se mogu degradovati pod aerobnim uslovima u
PPOV (Snyder et al., 2003). Na primer, poluvreme biodegradacije koprostanola se
smanjuje sa oko 400 dana pod anaerobnim uslovima na manje od jednog dana pod
aerobnim uslovima (Barber i Writer, 1998). Studijom u kojoj su analizirani razliCiti
tipovi otpadnih voda pokazano je da efikasnost uklanjanja sterola zavisi od tipa
primenjenog tretmana (Fernandez et al., 2007). Ispitivane su otpadne vode iz
industrijskog postrojenja za preradu celuloze precis¢ene u tretmanu sa aktivnim ugljem,
komunalne otpadne vode preciS¢ene primenom kapajuceg biofiltera 1 naknadno
dezinfikovane hlorom, komunalne otpadne vode iz PPOV sa aktivnim ugljem i
bioloskim wuklanjanjem nutrijenata, kao i otpadne vode preciS¢ene u aerisanim
lagunama. Utvrdeno je da se najmanje sterola uklanja u aerisanim lagunama (od 0% za
dezmosterol do 76% za holesterol). Visoke efikasnosti uklanjanja dezmosterola
(93-97%), holesterola (85-94%), B-sitosterola (81-94%) 1 koprostanola (84-85%) su
postignute u PPOV sa aktivnim ugljem 1 bioloSkim uklanjanjem nutrijenata, dok je za
kampesterol stopa uklanjanja bila neSto niza (49-81%). Sli¢ni rezultati su dobijeni
analizom influenata 1 efluenata iz Sest PPOV u Kanadi sa sekundarnim 1 tercijernim
tretmanom (Furtula et al., 2012a). Generalno, najve¢i procenat uklanjanja pokazali su
holesterol, koprostanol, kampesterol 1 sitostanol (>95%). Efikasnost uklanjanja
epikoprostanola, epiholestanola 1 B-sitosterola je iznosila 90-95%, dok je za holestanol,
dezmosterol 1 stigmasterol procenat uklanjanja iznosio oko 80%.

Konac¢no, moZze se zakljuciti da postojeca tehnologija u PPOV ne uklanja hormone
1 sterole sa visokim stepenom efikasnosti. Studije pokazuju da su novije tehnologije,
poput direktne i reverzne osmoze, efikasnije u uklanjanju ovih jedinjenja (Snyder et al.,
2007). Posto ove tehnologije zahtevaju velika ulaganja 1 imaju visoke energetske
troskove, ipak nisu zastupljene u konvencionalnim PPOV. Takode, odredeni postupci
oksidacije koji se primenjuju u tretmanu otpadnih voda pokazuju visok stepen
eliminacije steroidnih jedinjenja (Silva et al., 2012). Medutim, u ovim procesima se
mogu formirati Stetni sporedni produkti sa bioloSkom aktivno$¢u ve¢om od polazne

supstance.
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2.4. Transformacije steroidnih hormona i sterola u Zivotnoj sredini

PonaSanje i sudbina steroidnih hormona i sterola u Zivotnoj sredini odredeni su
njihovim fizicko-hemijskim svojstvima, kao i1 specificnim uslovima koji vladaju u
zivotnoj sredini. Steroidni hormoni se procesima oksidacije, hidroksilacije i metilovanja
u organizmu prevode u neaktivne oblike (Ying et al., 2002). Pod dejstvom
mikroorganizama prisutnih u netretiranim otpadnim vodama 1 postrojenjima za
preciS¢avanje otpadnih voda ovi neaktivni oblici se mogu transformisati u bioloski
aktivne steroide, i kao takvi osloboditi u zivotnu sredinu (Belfroid ef al., 1999; Ternes et
al., 1999b; Baronti et al., 2000; Reddy et al., 2005).

U gastrointestinalnom traktu ljudi 1 Zivotinja, pod dejstvom bakterija, dolazi do
redukcije sterola. U procesu mikrobioloSke redukcije dolazi do biohemijskog
hidrogenovanja dvostruke veze i formiranja 5B-izomera. Za razliku od 5B-izomera,
formiranje Sa-izomera se odvija reakcijom biohidrogenovanja pod aerobnim uslovima u
zivotnoj sredini (Murtaugh 1 Bunch, 1967; Hatcher i McGillivary, 1979). Studije su
pokazale da se konverzija holesterola u koprostanol moze odvijati na dva nacina (slika
2.4): preko intermedijera, putem oksidacije hidroksilne grupe na C-3 atomu 1 dalje
izomerizacije 1 redukcije (I nacin) ili putem direktne konverzije holesterola u
koprostanol (II nacin) (Eyssen ef al., 1973; Ren et al., 1996). Prvi zapisi o direktnoj

konverziji holesterola u koprostanol objavljeni su jo§ 1934. godine (Dam, 1934).

I nacin
/déjy\( oksidacija /déjy\(izomerizaciji@éjy\(
HO’ O O
Holesterol 5-Holesten-3-on 4-Holesten-3-on

Y
N
I naéix ,:zy
redukcija ﬁéjy(
Ho' H 0 H

Koprostanol Koprostanon

Slika 2.4. Predlozeni putevi konverzije holesterola u koprostanol (Ren et al., 1996).
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Kada dospeju u zivotnu sredinu, steroidna jedinjenja naj¢es¢e podlezu procesima
adsorpcije i degradacije. Na primer, pod dejstvom mikroorganizama, 17p-estradiol se
prvo oksiduje do estrona, koji se dalje konvertuje u estriol (Ternes et al., 1999a). Za
sintetski hormon mestranol u eksperimentu sa aktivnim muljem je utvrdeno da se za
24h degradira oko 80%, dok se ostatak putem demetilovanja prevodi u
17a-ctinilestradiol (Ternes et al., 1999a). Za razliku od mestranola, 17a-etinilestradiol
ne podleze procesu mikrobioloske razgradnje 1 veoma je postojan u vodenoj sredini, sa
vremenom poluraspada od 46 dana (Jurgens et al., 1999). Medutim, studije su pokazale
da se moze razgraditi procesom fotohemijske degradacije, pri ¢emu vreme poluraspada
iznosi manje od 1,5 dana (Liu et al., 2003; Zuo et al., 2006). Istrazivanja ponaSanja
estrogenih hormona u vodenoj sredini su pokazala da se izmedu 13% 1 92% estrogena
adsorbuje na sedimentu tokom prvih 24 h nakon dospevanja u re¢ni sistem (Jiirgens et
al., 1999). Takode je pokazano da sintetski estrogeni pokazuju veci afinitet adsorpcije
od prirodnih, kao i da se adsorpcija povecava sa poveéanjem koeficijenta raspodele
hormona izmedu organske i vodene faze, i sadrzaja organskog ugljenika sedimenta (Lai
et al., 2000). Na stepen degradacije steroidnih estrogena veliki uticaj ima i prisustvo
kiseonika u vodi. Pod aerobnim uslovima u vodenoj sredini degradacija 17p-estradiola
se odvija putem konverzije u estron, dok je u anaerobnim uslovima 17-estradiol
postojan (Jurgens ef al., 1999).

Stepen degradacije sterola zavisi od parametara okoline kao Sto su temperatura,
ukupan sadrzaj organske materije, veliina Cestica, kao 1 prisustvo specificne
mikrobioloSke populacije (Canuel 1 Martens, 1996; Leeming et al., 1996). Studije su
pokazale da se u Zivotnoj sredini degradacija sterola odvija pod dejstvom aerobnih
bakterija prisutnih u zemljistu i povrSinskom sloju sedimenata (Bartlett, 1987; Elhmmali
et al., 1997; Pratt et al., 2008). Proces degradacije se moze nastaviti i u dubljim
slojevima sedimenata, pod anaerobnim uslovima, ali je brzina odvijanja ovog procesa
veoma mala (Canuel i Martens, 1996). Prisustvo epikoprostanola, izomera koprostanola,
u povrSinskim sedimentima je prepoznato kao rezultat mikrobioloSke in sifu konverzije
koprostanola (Wardroper i Maxwell, 1978). Ova konverzija je potvrdena istraZzivanjem
u kome je pokazano da se koncentracija epikoprostanola povecava u aktivnom mulju
koji zaostaje u PPOV (McCalley ef al., 1981). Medutim, eksperimenti su pokazali da su

steroli, poput koprostanola, holesterola i holestanola, stabilni pod anaerobnim uslovima
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u sedimentima (Bartlett, 1987). Zahvaljujuéi stabilnosti koprostanola, pracenjem
njegove koncentracije po dubini u sedimentima moze se utvrditi kontaminacija Zivotne
sredine 1 do 160 godina unazad (Hatcher i McGillivary, 1979; LeBlanc et al., 1992).
Upravo ova postojanost steroidnih jedinjenja u anaerobnim uslovima u sedimentima i
ista brzina degradacije u zivotnoj sredini predstavljaju osnovu njihove primene kao

indikatora fekalnog zagadenja re¢nih sedimenata.

2.5. Problem prisustva steroidnih jedinjenja u Zivotnoj sredini

Prisustvo steroidnih hormona u zivotnoj sredini, kao i nekih humanih/Zivotinjskih
sterola 1 fitosterola, predstavlja veliki problem jer dovodi do poremecaja fizioloskih
procesa i reproduktivnih funkcija organizama. Steroidni hormoni mogu izazvati niz
funkcionalnih poremecaja kod Coveka i zivotinja, kao §to su smanjenje reproduktivnih
sposobnosti, usporavanje razvoja organizma i povecavanje moguénosti pojave raka
(Barreiros et al., 2016). Takode je ustanovljeno da pored negativnog uticaja na
endokrini 1 reproduktivni sistem, prisustvo polnih hormona u Zivotnoj sredini moze
negativno uticati 1 na imuni sistem ljudi (Bouman et al., 2005). Veliki problem
predstavlja 1 mogucénost bioakumulacije 1 biomagnifikacije hormona, 1, dalje kretanje
kroz lanac ishrane (Hibberd et al., 2009; Magi et al., 2010). Preko 99% estrogene
aktivnosti u otpadnim i povrSinskim vodama potice od prisustva 17B-estradiola i
170-etinilestradiola u koncentracijama reda veli¢ine ng L™ (Snyder ef al., 2001). Iako
su steroidni hormoni prisutni u vodi u veoma niskim koncentracijama, one su dovoljne
da izazovu brojne neZeljene efekte. Tragovi ovih jedinjenja 1 uticaj na polni razvoj riba
dokumentovani su u Engleskoj jo§ pre 20 godina (Purdom et al., 1994). Kod vodenih
organizama koji su bili izloZeni odredenim steroidnim hormonima zabeleZene su
promene u reproduktivnom sistemu, pa Cak 1 pojava hermafroditizma (Thorpe et al.,
2003; Nash et al., 2004; Jobling et al., 2006). Pokazano je da poviSene koncentracije
17a-etinilestradiola u prirodnim vodama dovode do sinteze vitelogenina, supstance koja
je prirodno prisutna samo kod odraslih Zenki riba (Purdom et al., 1994). Sinteza ove
supstance kod muzjaka 1 mladunaca riba predstavlja ozbiljan stres za (Jiirgens et al.,
1999). Vitelogenin se moze koristiti 1 kao biomarker estrogene kontaminacije akvati¢ne

sredine (Larsson et al., 1999). Prisustvo steroidnih hormona u Zivotnoj sredini moze

13



Teorijski deo

imati i negativan uticaj na biljke (Shore et al., 1995; Snow et al., 2009). Tako su u
detelini koja je navodnjavana efluentima iz PPOV zabeleZeni poviSeni nivoi
fitoestrogena (Shore et al., 1995). Efluenti su sadrzali steroidne hormone 17-estradiol 1
estron u koncentraciji od 10 do 300 ng L™

Pokazano je da u akvati¢noj sredini i biljni steroli mogu delovati kao endokrini i
metabolicki ometaci. Kod riba izloZenih fitosterolima zabelezene su promene u polnom
razvoju 1 disbalansu hormona, kao 1 smanjenje frekvencije mresc¢enja (MacLatchy i Van
Der Kraak, 1995; Miskelly et al., 2003; Orrego et al., 2009). B-Sitosterol, sastojak
otpadnih voda iz industrije papira, moze pospesiti sintezu vitelogenina i dovesti do
snizenja nivoa prekursora nekih hormona kod kalifornijske pastrmke (Tremblay i Van
der Kraak, 1999). Negativan uticaj fitosterola je takode dokumentovan i kod nekih
Zivotinja, npr. tvora (Nieminen ef al., 2002) i kanadske kune (Rydkkynen et al., 2005).
Utvrdeno je da biotransformacijom fitosterola mogu nastati proizvodi koji Stetno deluju
na endokrini sistem (Dykstra et al., 2014).

Bioloski efekti humanog/zivotinjskog sterola holestanola povezani su sa
formiranjem katarakte kod ljudi (McKenna et al., 1990) i ¢elijske smrti neurona kod
pacova (Inoue et al., 1999). Ispitivanja na Skoljkama su pokazala da koprostanol
ispoljava estrogena svojstva i Stetno utice na reproduktivni sistem, kao i da bioloSkom
transformacijom dovodi do formiranja metabolita sa ve¢im estrogenim potencijalom od

polazne supstance (Gagné ef al., 2001).

2.6. Zakonska regulativa u oblasti zaStite Zivotne sredine usmerena na steroidna

jedinjenja

Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da hormoni, ¢ak i u veoma niskim
koncentracijama, mogu prouzrokovati niz poremecaja u endokrinom i reproduktivnom
sistemu kod organizama koji su im izloZeni. Ovi poremecaji se mogu ispoljiti kasnije u
zivotnom ciklusu, pa ¢ak i kod buduéih generacija. Zbog toga je Evropska Unija (EU),
kroz nekoliko direktiva od 1981. god., zabranila upotrebu supstanci sa hormonskih
svojstvima koje su se koristile za pospeSivanje rasta ili tov domacih Zivotinja na
farmama. Slicno tome, EU kontroliSe i1 upotrebu veterinarskih lekova (ukljucujuci

prirodne i sintetske hormone) propisivanjem maksimalno dozvoljenih koncentracija u
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hrani i namirnicama zivotinjskog porekla (Council Regulation 2377/90). Direktiva
96/22/EC (Council Directive 96/22/EC) zabranjuje primenu supstanci sa estrogenim,
androgenim 1 gestagenim svojstvima u poljoprivredi, kao 1 uvoz mesa Zivotinja koje su
tretirane ovim preparatima. Kontrola tragova steroidnih hormona kod domacih Zivotinja
1 u proizvodima zivotinjskog porekla (meso, jaja i med) je regulisana putem direktive
96/23/EC (Council Directive 96/23/EC).

Direktiva Evropskog parlamenta 1 Saveta Evrope o uspostavljanju okvira za
delovanje zajednice u oblasti politike voda (eng. Water Framework Directive, WFD)
predstavlja osnovni dokument na podrucju zastite voda. Glavni cilj ove direktive je
uspostavljanje okvira za zastitu povrsinskih i podzemnih voda raznim merama, medu
kojima su i mere za postepeno smanjenje ispusStanja opasnih supstanci sa prioritetne
liste. Ovu listu prioritetnih zagaduju¢ih materija ¢ini spisak od 33 opasne supstance. EU
je u 2015. godini formirala novu listu zagaduju¢ih materija u koju su ukljucene
supstance koje mogu predstavljati znacajan rizik po akvati¢nu sredinu, a za koje ne
postoji dovoljno podataka o monitoringu (Decision 2015/495). Na ovoj listi supstanci
koje je potrebno ,,posmatrati* (eng. watch list) nalaze se steroidni hormoni 17f-estradiol
1 17a-etinilestradiol, kao 1 estron kao proizvod raspadanja 17-estradiola. U listu su
pored hormona ukljueni 1 lek diklofenak, makrolidni antibiotici (eritromicin,
klaritromicin 1 azitromicin), kao 1 pesticidi iz grupe neonikotinoida.

Evropska Unija kontroliSe i implementaciju analitickih metoda i1 tumacenje
dobijenih rezultata propisivanjem Kkriterijuma za validaciju metoda (Commission
Decision 2002/657/EC). Putem ove odluke EU ustanovljeni su kriterjjumi za
interpretaciju rezultata i uveden je sistem identifikacionih tacaka za tumacenje podataka
dobijenih metodom masene spektrometrije. Za potvrdu prisustva supstanci neophodno
je odrediti minimalno Ccetiri identifikacione tacke. Ukoliko se koristi maseni
spektrometar niske rezolucije, kao $to je jonski trap, prekursor jon ima vrednost jednog
identifikacionog poena, dok svaki fragmentni jon ima vrednost 1,5 identifikacionih
poena. Zbog toga je potrebno da se prilikom potvrde prisustva analita posmatraju
najmanje dve reakcije fragmentacije prekursor jona, Sto ima ukupnu vrednost od Cetiri
identifikaciona poena.

Agencija za zaStitu zivotne sredine (eng. Environmental Protection Agency, EPA)

u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) je u septembru 2009. god. objavila finalnu
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listu kandidata za svrstavanje u zagadujuée materije (eng. Contaminant Candidate List,
CCL-3) koja predstavlja listu prioritetnih zagadujuéih supstanci u vodi za pice. Za
navedene zagadujuce materije je utvrdeno da su prisutne ili se ocekuje da budu prisutne
u vodi za pice. Ova lista sadrzi 104 supstance i 12 mikrobioloskih pokazatelja kvaliteta
vode. Hormoni koji su svrstani na CCL-3 listu su: 17a-estradiol, ekvilenin, ekvilin,
17B-estradiol, estriol, estron, 17a-etinilestradiol, mestranol i noretindron. Za navedene
supstance je planirano dalje uklju¢ivanje u redovne monitoring programe.

U cilju smanjenja zagadenja vodenih tela, Odsek za kvalitet zivotne sredine u
Oregonu, SAD, je objavio listu prioritetnih perzistentnih zagadujuéih materija, tzv. P3
listu (eng. Priority Persistent Pollutant List) (DEQ, 2009). Na listi se nalazi 118
zagaduju¢ih materija sa Stetnim uticajem na zdravlje ljudi, Zivotinja ili akvati¢nu
sredinu. Zbog prepoznatog Stetnog efekta, u listu su ukljuceni koprostanol, holesterol,
sitostanol 1 B-sitosterol. Na osnovu ove liste prepoznati su izvori ovih zagadujucih
materija i date su mere za smanjenje ispustanja ovih supstanci u vodu.

Usled izraZene akumulacije velikog broja razli¢itih organskih polutanata u mulju
koji zaostaje nakon tretmana otpadnih voda, trenutno se radi revizija postojece Direktive
o aktivnom mulju (Council Directive 86/278/EEC) kako bi se ukljucile prioritetne
supstance. Naime, vazeCa zakonska regulativa za primenu mulja kao dubriva u
poljoprivredi kontroliSe samo koncentracije teskih metala 1 hranljivih materija.

U zakonskoj regulativi Republike Srbije u oblasti zastite Zivotne sredine steroidna
jedinjenja jo§ uvek nisu prepoznata kao zagadujuée materije. Medutim, prema
Pravilniku o utvrdivanju programa sistematskog pracenja rezidua farmakoloskih,
hormonskih 1 drugih Stetnih materija kod Zivotinja, proizvoda zivotinjskog porekla,
hrane Zivotinjskog porekla i hrane za Zivotinje (Sl. gl. RS br. 91/2005) steroidi su
svrstani u grupu supstanci ¢iji tragovi nisu dozvoljeni kod domacih Zivotinja, Zivotinja

1z akvakulture i u mesu divljaci.
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2.7. Steroidni hormoni i steroli detektovani u sedimentima

Istrazivanja su pokazala da stepen izluCivanja hormona i sterola iz ljudskog
organizma zavisi od pola i stupnja fizioloskog razvoja, a kod Zivotinja 1 od vrste. Ljudi
dnevno izlucuju znacajne koli¢ine prirodnih steroidnih hormona kao $to su estron (oko
4-12 pg/dan), 17B-estradiol (oko 1,5-7 pg/dan) i estriol (1,56 pg/dan), uglavnom
putem urina (oko 95%). 170-Etinilestradiol, koji se primenjuje u koli¢inama od oko
20-60 pg/dan u kontracepciji i oko 10 pg/dan u terapiji hormonskih poremecaja,
izlucuje se oko 30-90% putem fecesa i urina. Na osnovu prethodnog je izracunato da
ukupna godis$nja koli¢ina estrogenih hormona koja dospeva u zivotnu sredinu putem
ekskrecije ljudi iznosi oko 29,5 t na svetskom nivou (Combalbert 1 Hernandez-Raquet,
2010). Na slican nacin je odredeno da ukupna koli¢ina estrogenih hormona koje su
izlu¢ile domace zivotinje (svinje, ovce, krave i kokoske) u 2000. godini u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama iznosi 49t, a u Evropskoj Uniji 33t (Lange et al., 2002). U
preglednom radu iz 2012. god. (Daughton, 2012) zakljuceno je da se kod ljudi stepen
ekskrecije koprostanola kre¢e u opsegu 200-700 mg/dan. Na godiSnjem nivou, u
zivotnu sredinu se ukupno u svetu oslobodi od 490 000 t do 1 700 000 t koprostanola. S
obzirom na to da hormoni 1 steroli prisutni u otpadnim, a zatim 1 prirodnim vodama
pokazuju veliki afinitet za adsorpciju na sedimentima (sa vrednostima logK,, izmedu
2,4519,74), zagadenje sedimenata ovim jedinjenjima je oCekivano.

U tabelama koje slede dat je pregled najCeSce analiziranih i1 detektovanih
steroidnih hormona (tabela 2.1) 1 humanih/Zivotinjskih (tabela 2.2) 1 biljnih sterola
(tabela 2.3) u uzorcima re¢nih, jezerskih 1 morskih sedimenata. Navedene su metode
pripreme uzoraka, koncentracije detektovanih hormona i sterola, kao i metode

instrumentalne analize.
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Tabela 2.1. Pregled metoda analize i detektovanih koncentracija steroidnih hormona u uzorcima sedimenata.

Steroidni Sediment Metoda ekstrakcije Kon_cle ntracija, Metoda analize Literatura

hormon ngg
Recni USE 1,0-11,9 LC-DAD-MS Lopez de Alda et al., 2002
Recni USE do 11,8 LC-DAD Petrovic et al., 2002b
Recni USE ND-2 GC-MS/MS Ternes et al., 2002
Recni MAE ND-7 GC-MS Liu et al., 2004

Estron Morski Imunoafinitetna ekstrakcija  0,07-2,52 HPLC-TOF-MS Reddy i Brownawell, 2005
Morski USE 0,05-3,6 LC-ESI-MS/MS Isobe et al., 2006
Recni Soxhlet, MAE 1,01-2,37 HPLC-MS/MS Matgjicek et al., 2007
Recni MAE ND-5,8 GC-MS Hibberd et al., 2009
Jezerski  LDTD 6-16 LDTD-APCI-MS/MS  Viglino et al., 2011
Mocvarni  USE ND-49,27 HPLC-UV Froehner ef al., 2012
Recni USE ND-1,5 GC-MS/MS Ternes et al., 2002
Rec¢ni MAE ND-4 GC-MS Liu et al., 2004
Morski Imunoafinitetna ekstrakcija 0,05-0,53 HPLC-TOF-MS Reddy i Brownawell, 2005

17B-Estradiol Mors'ki USE ND-0,58 LC-ESI-MS/MS Isobe‘ et al., 2006
Recni Soxhlet, MAE ND-1,84 HPLC-MS/MS Matgjicek et al., 2007
Recni MAE ND-11,2 GC-MS Hibberd et al., 2009
Jezerski LDTD 22-70 LDTD-APCI-MS/MS  Viglino et al., 2011
Moc¢varni USE ND-39,77 HPLC-UV Froehner et al., 2012
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Tabela 2.1. (nastavak)

Steroidni Sediment Metoda ekstrakcije Kon_cle ntracija, Metoda analize Literatura
hormon ngg
170-Estradiol Morski USE ND-0,34 LC-ESI-MS/MS Isobe. etal., 2006
Rec¢ni Soxhlet, MAE ND-1,35 HPLC-MS/MS Matéjicek et al., 2007
Estriol Recni . USE ND-3,37 LC-DAD-MS L(")pgz de Alda et al., 2002
Jezerski ~ LDTD 6-18 LDTD-APCI-MS/MS  Viglino et al., 2011
Recni USE ND-22,8 LC-DAD-MS Lépez de Alda et al., 2002
Recni USE do 22,8 LC-DAD Petrovic et al., 2002b
Recéni USE ND-0.,9 GC-MS/MS Ternes et al., 2002
|70-Etinilestradiol Reén? MAE ND-12 GC-MS Liu e.t al., 2004
Recni Soxhlet, MAE ND-1,63 HPLC-MS/MS Matéjicek et al., 2007
Recni USE 48,1 HPLC-DAD i FL Martin et al., 2010
Jezerski ~ LDTD ND-30 LDTD-APCI-MS/MS  Viglino et al., 2011
Mocvarni  USE ND-129,78 HPLC-UV Froehner et al., 2012
Noretindron Recni . USE ND-1,08 LC-DAD-MS L(t)pejz de Alda et al., 2002
Jezerski LDTD ND-90 LDTD-APCI-MS/MS  Viglino et al., 2011
Levonorgestrel Recni USE ND-2,18 LC-DAD-MS Lépez de Alda et al., 2002
Jezerski ~ LDTD ND-19 APCI-MS/MS Viglino et al., 2011

USE — ultrazvucna ekstrakcija; MAE — mikrotalasna ekstrakcija; Soxhlet — Soksletova ekstrakcija; LDTD — termalna desorpcija laser
diodom; ND — nije detektovan; LC — te¢na hromatografija; HPLC — te€na hromatografija visokih performansi; DAD — detektor sa nizom
dioda; UV — ultraljubicasti detektor; MS — masena spektometrija; GC — gasna hromatografija; TOF — analizator vremena preleta jona;
APCI — hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku; ESI — elektrosprej jonizacija.
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Veliki broj objavljenih radova o steroidnim hormonima fokusiran je na njihovo
odredivanje u uzorcima povrsinskih i otpadnih voda, dok je manji broj studija objavljen
o njihovom odredivanju u ¢vrstim matricama, kao Sto sedimenti ili mulj koji zaostaje u
PPOV (Sosa-Ferrera et al., 2012). Prve studije o prisustvu steroidnih hormona u
uzorcima re¢nih sedimenata su uradene u Spaniji (Lopez de Alda et al., 2002; Petrovic
et al., 2002b) i Nemackoj (Ternes et al., 2002). Analiza re¢nih sedimenata iz reka u
oblasti Saseks, Velika Britanija, je pokazala da najveca estrogena aktivnost u
ispitivanim sedimentima potic¢e od estrona i 17p-estradiola (Liu et al., 2004; Peck et al.,
2004). Pored re¢nih sedimenata, razvijene su i metode odredivanja steroidnih jedinjenja
u morskim (Reddy i Brownawell, 2005; Isobe et al., 2006; Arditsoglou i Voutsa, 2012) i
jezerskim sedimentima (Viglino ef al., 2011).

Kao S§to se moze zakljuciti iz tabele 2.1, najCeS¢e analizirani i detektovani
steroidni hormoni u uzorcima sedimenata su prirodni estrogeni estron i 17f3-estradiol,
dok se od sintetskih estrogena najCeS¢e detektuje 17a-etinilestradiol. Analiza uzoraka
sedimenata iz oblasti Katalonije u Spaniji je pokazala da se steroidni hormoni u re¢nim
sedimentima nalaze u niskim koncentracijama, reda veli¢ine ng g'. U ispitivanim
uzorcima sedimenata, naj¢eS¢e detektovani hormoni su estriol i noretindron, dok su u
najve¢im koncentracijama pronadeni 17a-etinilestradiol (22,8ngg ') i estron
(11,9ng g ") (Lopez de Alda et al., 2002). Ispitivanja mulja iz PPOV i uzoraka
sedimenata iz osam reka u Nemackoj su pokazala da su estron, 17(-estradiol i
17a-etinilestradiol veoma postojani tokom digestije mulja (procesa inaktivacije
mikroorganizama i smanjenja koli¢ine organske materije). PoSto ova jedinjenja zaostaju
u mulju 1 nakon obrade, daljom primenom mulja kao dubriva, hormoni putem spiranja
sa poljoprivrednog zemljista dolaze do re¢nih sedimenata (Ternes et al., 2002). Iako je u
ovoj studiji odredivano i prisustvo sintetskog estrogena mestranola, tragovi ovog
jedinjenje nisu pronadeni ni u uzorcima digestiranog mulja, ni u recnim sedimentima.

Za razliku od ljudi kod kojih se estradiol izlucuje u obliku 17B-izomera, kod
Zivotinja estradiol moZe biti prisutan u oba oblika, 17a- 1 17B-izomera (Combalbert i
Hernandez-Raquet, 2010). Ispitivanja raspodele estrogenih hormona i njihovih
konjugovanih formi u uzorcima recnih 1 morskih sedimenata su pokazala da je
17a-estradiol prisutan u 10% uzoraka sedimenata iz reke Svratka u Ceskoj (Matéjicek et

al., 2007), kao i u 35% uzoraka iz Tokijskog zaliva u Japanu (Isobe et al., 2006),
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ukazujuéi na mogucée zagadenje fekalnim otpadom Zzivotinja. Sintetski gestageni
hormoni noretindron i levonorgestrel, koji se intenzivno primenjuju u hormonskoj
terapiji, detektovani su u re¢nim sedimentima u Spaniji (Lopez de Alda ef al., 2002) i u
jezerskom sedimentu u blizini Montreala u Kanadi (Viglino et al., 2011). Noretindron je
bio najzastupljeniji hormon u jezerskom sedimentu u Kanadi, sa maksimalnom
koncentracijom od 90 ng g .

Za razliku od steroidnih hormona, prve studije o prisustvu sterola u uzorcima
sedimenata su objavljene joS sedamdesetih godina XX veka (Goodfellow et al., 1977,
Hatcher i McGillivary, 1979). Ove studije su bile usmerene na odredivanje
koncentracije koprostanola, kao humanog fekalnog biomarkera. U literaturi je zabelezen
sirok opseg koncentracija koprostanola, od veoma zagadenih lokacija u Spaniji (Grimalt
et al., 1990; Gonzalez-Oreja 1 Saiz-Salinas, 1998) i1 Brazilu (Froehner ef al., 2009), gde
se koncentracija koprostanola kretala i do 390 pg g ' (tabela 2.2), do manje zagadenih
sedimenata iz Venecijanskog zaliva (Fattore et al., 1996), Jadranskog mora (Benfenati
et al., 1994), Brazila (Bataglion et al., 2015) 1 SAD-a (Writer et al., 1995).

S obzirom na to da je holesterol jedan od najzastupljenijih sterola, kako u
ljudskom organizmu, tako i u Zivotnoj sredini (Volkman, 1986), nije iznenadujuce $to
ima dominantan udeo u ukupnoj koli¢ini sterola detektovanih u vecini ispitivanih
uzoraka sedimenata (tabela 2.2, Benfenati et al., 1994; Writer et al., 1995; Fattore ef al.,
1996; Gonzalez-Oreja i Saiz-Salinas, 1998; Mudge et al., 1999; Martins et al., 2002,
2011, 2014b; Hughes i Thompson, 2004; Biache 1 Philp, 2013; Richard et al., 2014;
Saeed et al., 2015). U uzorcima sedimenata iz oblasti Ria Formoza u Portugaliji,
holesterol je detektovan kao dominantan sterol u ¢ak 89,5% uzoraka, u koncentraciji od
0,03 do 1236 ugg' (Mudge i Duce, 2005). Pored prirodnih izvora holesterola,
prisustvo ovog jedinjenja u visokoj koncentraciji se moZe objasniti i zagadenjem
otpadnim vodama iz domacinstava koje sadrze ostatke hrane bogate holesterolom
(Leeming et al., 2015).

Epikoprostanol (3a-izomer koprostanola) se obi¢no detektuje u koncentracijama
nizim od koprostanola (tabela2.2). Najvise koncentracije epikoprostanola su
detektovane u anoksi¢nim sedimentima u zalivu Tan-Sui (do 67,4 pg g™), na Tajvanu, u
koji se direktno izlivaju netretirane otpadne vode (Jeng i Han, 1994). Utvrdeno je da se

sinteza epikoprostanola, kao rezultat mikrobioloske redukcije koprostanola, moze
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odvijati i in situ, u anoksi¢nim sredinama kao s§to je mulj iz PPOV (McCalley et al.,
1981). Takode, pokazano je da na Antarktiku znacajan izvor epikoprostanola moze biti i
feces morskih Zivotinja, kao Sto su kitovi (Martins et al., 2005, 2014a).

Holestanol predstavlja termodinamicki najstabilniji izomer koprostanola, koji se
formira u zivotnoj sredini putem redukcije holesterola (Devane et al., 2006). Zato moze
biti prisutan i u sredinama koje nisu zagadene fekalnim materijalom. Holestanol je u
uzorcima sedimenata uglavnom prisutan u slicnom opsegu koncentracija kao i
holesterol (tabela 2.2) (Jeng i Han, 1994; Writer et al., 1995; Cordeiro et al., 2008;
Froehner et al., 2009; Martins et al., 2014a; Bataglion et al., 2015; Saeed et al., 2015).
Medutim, u zagadenim tropskim regionima Brazila (Carreira ef al., 2004; Martins et al.,
2007; Campos et al., 2012), Kube (Tolosa et al., 2014), Malezije i Vijetnama (Isobe et
al., 2002) su zabeleZene viSe koncentracije holestanola u odnosu na holesterol. Ova
¢injenica se moze objasniti time da se stepen mikrobioloSke redukcije holesterola u
izomer holestanol povec¢ava u uslovima povisene temperature i vece koli¢ine nutrijenata
iz otpadnih voda (Pratt et al., 2008).

Epiholestanol predstavlja produkt bakterijskog biohidrogenovanja holesterola u
veoma anoksi¢nim uslovima (Holtvoeth et al., 2010). Studija o zagadenosti recnih
sedimenata u Brazilu je pokazala da je epiholestanol, kao rezultat intenzivne bakterijske
konverzije holesterola, u visokim koncentracijama prisutan u analiziranim sedimentima
(do 31,4 pg g, Cordeiro et al., 2008). Tragovi ovog jedinjenja pronadeni su i u
morskim sedimentima na Antarktiku (Leeming et al., 2015). Holestanon je u visokim
koncentracijama detektovan u morskom sedimentu u Spaniji (tabela 2.2) (do 20 pg g ',
Grimalt et al., 1990) i u re¢nom sedimentu u Brazilu (do 11,5 pg g ', Cordeiro et al.,

2008).
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Tabela 2.2. Pregled metoda analize i detektovanih koncentracija humanih/zivotinjskih sterola u uzorcima sedimenata.

Humani/ Koncentracija
Zivotinjski  Sediment Metoda ekstrakcije ) > Metoda analize Literatura
sterol ngs
Estuarski USE 3-13580 GC-MS Goodfellow et al., 1977
Morski Soxhlet 82-5200 GC-FID Hatcher i McGillivary, 1979
Morski Soxhlet 410-390000 GC-FID Grimalt et al., 1990
Morski Soxhlet 40 GC-MS Benfenati et al., 1994
Estuarski  Soxhlet 420-163000 GC-FID Jeng i Han, 1994
Recni Ekstrakcija rastvaratem  100-7530 GC-MS Writer et al., 1995
Morski Soxhlet 404406 GC-MS Fattore et al., 1996
Estuarski ~ Soxhlet 2200-293000 GC-FID Gonzélez-Oreja 1 Saiz-Salinas, 1998
Morski ~ CRstrakeliarastvaratem iy 93 GC-MS Mudge et al., 1999
uz refluks
Morski  Lxsuaketarastvaratem o6 534 GC-FID Patton i Reeves, 1999
Koprostanol y./.rski  ASE ND-20000 GC-MS Marvin et al., 2001
Morski ~ Liotrakelja rastvaratem -, g GC-MS Seguel et al., 2001
uz refluks
Rec¢ni USE 5-15497 GC-MS Isobe et al., 2002
Morski Soxhlet 30-6140 GC-FID 1 GC-MS Martins et al., 2002
Morski Soxhlet 270-35000 GC-MS Hughes 1 Thompson, 2004
Morski Ekstrakcija rastvaracem 10-47000 GC-MS Carreira et al., 2004
Morski Soxhlet ND-14000 GC-MS Martins et al., 2005
Morski ~ CRstrakcljarastvaratem o0 )53 GC-MS Reeves i Patton, 2005
uz refluks
Morski Soxhlet ND-91,8 GC-MS Martins et al., 2007

Recni Soxhlet 21040800 GC-MS Cordeiro et al., 2008




Tabela 2.2. (nastavak)

Humani/ Koncentracija

Zivotinjski Sediment Metoda ekstrakcije ) > Metoda analize Literatura

sterol ngs
Recni Soxhlet 250-196000 GC-MS Froehner et al., 2009
Morski Soxhlet ND-2220 GC-MS Martins et al., 2011
Estuarski  Ekstrakcija rastvaraCem 410-8320 GC-MS Campos et al., 2012
Morski USE 174-41228 GC-MS Saeed et al., 2012
Recni USE ND-80 GC-MS Biache i Philp, 2013
Recni ASE 13,6447 GC-MS Machado et al., 2014

Koprostanol Morski Soxhlet ND-150 GC-FID Martins et al., 2014a
Morski Soxhlet 30-6080 GC-FID Martins et al., 2014b
Morski Soxhlet ND-87 GC-MS Richard et al., 2014
Morski MAE 10-5400 GC-FID i GC-MS Tolosa et al., 2014
Jezerski  USE do 252300 GC-MS Tse et al., 2014
Morski MAE ND-48,2 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Ekstrakcija rastvaraem 12362400 GC-FID Leeming et al., 2015
Morski Soxhlet 500-80000 GC-FID Grimalt et al., 1990
Morski Soxhlet 894 GC-MS Benfenati et al., 1994
Estuarski  Soxhlet 1040-79100 GC-FID Jeng i Han, 1994
Recni Ekstrakcija rastvaracem 490-10470 GC-MS Writer ef al., 1995
Morski Soxhlet 813-9872 GC-MS Fattore et al., 1996

Holesterol Estuarski  Soxhlet 2900-1625000 GC-FID Gonzalez-Oreja 1 Saiz-Salinas, 1998
Morski ~ Cistrakeljarastvaratem o5 15900 GeoMS Mudge et al., 1999

uz refluks
Morski ~ Cistrakeljarastvaracem 5 gq¢ GC-FID Patton i Reeves, 1999
uz refluks

Recni USE 63-9397 GC-MS Isobe et al., 2002
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Tabela 2.2. (nastavak)

Humani/ Koncentracija

zivotinjski  Sediment Metoda ekstrakcije ) > Metoda analize Literatura

sterol ngs
Morski Soxhlet 130-5740 GC-FID 1 GC-MS Martins et al., 2002
Estuarski  Ekstrakcija rastvaracem 100-7800 GC-MS Carreira et al., 2004
Morski Soxhlet 1400-44700 GC-MS Hughes i Thompson, 2004
Morski Soxhlet 80-3930 GC-MS Martins et al., 2005
Morski ~ Ckstrakcljarastvaratem 34 1536000 Geoms Mudge i Duce, 2005

uz refluks
Morski Ekstrakelja rastvaratem 400-700 GC-MS Reeves 1 Patton, 2005
uz refluks

Morski Soxhlet 4,4-369,2 GC-MS Martins et al., 2007
Jezerski Soxhlet 440 GC-MS Shah et al., 2007
Recéni Soxhlet 80-9600 GC-MS Cordeiro et al., 2008

Holesterol Recni Soxhlet 360-25900 GC-MS Froehner et al., 2009
Morski Soxhlet 20-3500 GC-MS Martins et al., 2011
Estuarski  Ekstrakcija rastvaraem 3306120 GC-MS Campos et al., 2012
Morski USE 911-13787 GC-MS Saeed et al., 2012
Recni USE 260-8290 GC-MS Biache i Philp, 2013
Recni ASE 50-710 GC-MS Machado et al., 2014
Morski Soxhlet 470-15800 GC-FID Martins et al., 2014b
Morski Soxhlet ND-4158 GC-MS Richard et al., 2014
Morski MAE 630-5400 GC-FID 1 GC-MS Tolosa et al., 2014
Jezerski ~ USE do 87000 GC-MS Tse et al., 2014
Morski MAE ND-167,2 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Ekstrakcija rastvaraem 4377-71300 GC-FID Leeming et al., 2015
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Tabela 2.2. (nastavak)

Humani/ Koncentracija
Zivotinjski Sediment Metoda ekstrakcije ) > Metoda analize Literatura
sterol nge
Morski Soxhlet 40-5000 GC-FID Grimalt et al., 1990
Morski Soxhlet 20 GC-MS Benfenati et al., 1994
Estuarski ~ Soxhlet 150-67400 GC-FID Jeng 1 Han, 1994
Morski Soxhlet 20-335 GC-MS Fattore et al., 1996
Morski ~ CKstrakcljarastvaratem — \ipy 394 GC-MS Mudge et al., 1999
uz refluks
Morski ~ CRstrakcljarastvaratem o5, 35 GC-FID Patton i Reeves, 1999
uz refluks
Recni USE 2-2028 GC-MS Isobe et al., 2002
Morski Soxhlet ND-280 GC-FID 1 GC-MS Martins et al., 2002
Estuarski  Ekstrakcija rastvaratem 12304770 GC-MS Carreira et al., 2004
Epikoprostanol  Morski Soxhlet ND-1000 GC-MS Hughes i Thompson, 2004
Morski Soxhlet ND-620 GC-MS Martins et al., 2005
Morski ~ Lkstrakeljarastvaratem 55 55, GC-MS Reeves i Patton, 2005
uz refluks
Morski Soxhlet ND-132 GC-MS Martins et al., 2007
Recni Soxhlet 104400 GC-MS Cordeiro et al., 2008
Recni Soxhlet 20-9710 GC-MS Froehner et al., 2009
Morski Soxhlet ND-130 GC-MS Martins et al., 2011
Estuarski  Ekstrakcija rastvaraem 110-1930 GC-MS Campos et al., 2012
Recni USE ND-290 GC-MS Biache i Philp, 2013
Recni ASE 2,6-203 GC-MS Machado et al., 2014
Morski Soxhlet 10-100 GC-FID Martins et al., 2014a
Morski Soxhlet ND-610 GC-FID Martins et al., 2014b
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Tabela 2.2. (nastavak)

Humani/ Koncentracija

Zivotinjski Matrica  Metoda ekstrakcije ) > Metoda analize Literatura

sterol ngs

Epikoprostanol Morski MAE ND-8,1 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Ekstrakcija rastvaratem ND-1200 GC-FID Leeming et al., 2015
Morski Soxhlet 250-16000 GC-FID Grimalt et al., 1990
Morski Soxhlet 118 GC-MS Benfenati et al., 1994
Estuarski ~ Soxhlet 810—68800 GC-FID Jeng i Han, 1994
Recni Ekstrakcija rastvaratem 260-9570 GC-MS Writer ef al., 1995
Morski Soxhlet 118-1907 GC-MS Fattore et al., 1996
Estuarski ~ Soxhlet 900-115000 GC-FID Gonzélez-Oreja 1 Saiz-Salinas, 1998
Morski ~ CRstrakelarastvaratem o5 5509 GC-MS Mudge et al., 1999

uz refluks

Recni USE 21-11108 GC-MS Isobe et al., 2002
Morski Soxhlet ND-480 GC-FID 1 GC-MS Martins et al., 2002

Holestanol Recni . Ekstrakcija rastvaraem  110-10900 GC-MS Carrgira etal., 2004
Morski Soxhlet ND-1400 GC-MS Martins et al., 2005
Morski ~ Lstrakeljarastvaracem g0 4 GC-MS Reeves i Patton, 2005

uz refluks

Morski Soxhlet ND-998.3 GC-MS Martins et al., 2007
Jezerski Soxhlet 50 GC-MS Shah et al., 2007
Recni Soxhlet 120-9600 GC-MS Cordeiro et al., 2008
Recni Soxhlet 120-24100 GC-MS Froehner et al., 2009
Morski Soxhlet ND-2780 GC-MS Martins et al., 2011
Estuarski  Ekstrakcija rastvaracem 730-9770 GC-MS Campos et al., 2012
Morski USE 43-5348 GC-MS Saeed et al., 2012
Recni USE 60—1940 GC-MS Biache i Philp, 2013
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Tabela 2.2. (nastavak)

Humani/ Koncentracija

Zivotinjski Sediment Metoda ekstrakcije ) > Metoda analize Literatura

sterol ngs
Recni ASE 11,7-333 GC-MS Machado et al., 2014
Morski Soxhlet 60-1320 GC-FID Martins et al., 2014a
Morski Soxhlet 100-7440 GC-FID Martins et al., 2014b

Holestanol Morski Soxhlet ND-294 GC-MS Richard et al., 2014
Morski MAE 570-7300 GC-FID i GC-MS Tolosa et al., 2014
Morski MAE ND-96,6 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Ekstrakcija rastvaratem 75-26300 GC-FID Leeming et al., 2015

Epiholestanol Recni ' Soxhlet ) 2740-31400 GC-MS Cordqiro etal., 2008
Morski Ekstrakcija rastvaraem 15,9-1500 GC-FID Leeming et al., 2015
Morski Soxhlet ND-20000 GC-FID Grimalt et al., 1990
Morski Soxhlet 18 GC-MS Benfenati et al., 1994
Morski Soxhlet 18-380 GC-MS Fattore et al., 1996
Morski ~ Lsuaketiarasvaratem 4 401 GC-FID Patton i Reeves, 1999

Holestanon Estuarski  Ekstrakcija rastvaraem 50-7950 GC-MS Carreira et al., 2004
Morski Soxhlet ND-172,2 GC-MS Martins et al., 2007
Rec¢ni Soxhlet 260-11500 GC-MS Cordeiro et al., 2008
Recni Soxhlet ND-5470 GC-MS Froehner et al., 2009
Estuarski  Ekstrakcija rastvaraem 440-3650 GC-MS Campos et al., 2012

USE — ultrazvucna ekstrakcija; MAE — mikrotalasna ekstrakcija; Soxhlet — Soksletova ekstrakcija; ASE — tecna ekstrakcija pod pritiskom;
ND — nije detektovan; GC — gasna hromatografija; MS — masena spektometrija; FID — plameno jonizuju¢i detektor; UHPLC — te¢na
hromatografija ultra visokih performansi; APCI — hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku.
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Tabela 2.3. Pregled metoda analize i detektovanih koncentracija biljnih hormona u uzorcima sedimenata.

Biljni sterol Sediment Metoda ekstrakcije :l(golgl_cle ntracije, Metoda analize Literatura
Morski Soxhlet 150-30000 GC-FID Grimalt et al., 1990
Morski Soxhlet 194 GC-MS Benfenati et al., 1994
Morski Soxhlet 194-3156 GC-MS Fattore et al., 1996
Estuarski  Soxhlet 12900-58700 GC-FID Gonzalez-Oreja i Saiz-Salinas, 1998
Morski ~ Lkstrakcijarastvaratem iy g5 GC-MS Mudge ef al., 1999

uz refluks
Morski ~ Lkstrakcijarastvaratem oo 10, GC-FID Patton i Reeves, 1999
uz refluks
Recni USE 256-10290 GC-MS Isobe et al., 2002
) I Morski Soxhlet ND-758.7 GC-MS Martins et al., 2007

p-Sitosterol  y ki Soxhlet 3000 GC-MS Shah et al., 2007
Recni Soxhlet 770-17300 GC-MS Froehner et al., 2009
Morski Soxhlet 50-1820 GC-MS Martins et al., 2011
Recni USE 640-13330 GC-MS Biache i Philp, 2013
Recéni ASE 125-1417 GC-MS Machado et al., 2014
Morski Soxhlet 200-9550 GC-FID Martins et al., 2014b
Morski Soxhlet ND-941 GC-MS Richard et al., 2014
Morski MAE 850-6200 GC-FID i GC-MS Tolosa et al., 2014
Jezerski USE do 188600 GC-MS Tseetal., 2014
Morski MAE ND-510,9 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Soxhlet 82 GC-MS Benfenati et al., 1994
Morski Soxhlet 82-682 GC-MS Fattore et al., 1996

Stgmasterol o Bkstrakelja rastvaratem 99 4 GC-FID Patton i Reeves, 1999

uz refluks
Rec¢ni USE 85-5641 GC-MS Isobe et al., 2002




Tabela 2.3. (nastavak)

Biljni sterol Sediment Metoda ekstrakcije :l(golgl_cle ntracija, Metoda analize Literatura
Morski Soxhlet ND-321,4 GC-MS Martins et al., 2007
Jezerski Soxhlet 300 GC-MS Shah et al., 2007
Recni Soxhlet 120-5900 GC-MS Froehner et al., 2009
Morski Soxhlet 10-1350 GC-MS Martins ef al., 2011
Recni USE 130-3190 GC-MS Biache i Philp, 2013

Stigmasterol Recni ASE 17-653 GC-MS Machado et al., 2014
Morski Soxhlet 310-5600 GC-FID Martins et al., 2014b
Morski Soxhlet ND-772 GC-MS Richard et al., 2014
Morski MAE 420-3400 GC-FID 1 GC-MS Tolosa et al., 2014
Morski MAE ND-182,8 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Ekstrakcija rastvaraCem 196-34400 GC-FID Leeming et al., 2015
Morski Soxhlet 106 GC-MS Benfenati et al., 1994
Morski Soxhlet 106-583 GC-MS Fattore et al., 1996
Estuarski  Soxhlet ND-111000 GC-FID Gonzalez-Oreja i Saiz-Salinas, 1998
Morski ~ Crstrakeliarastvaratem 57 35, GC-FID Patton i Reeves, 1999

uz refluks

Recni USE 61-4868 GC-MS Isobe et al., 2002

Kampesterol Morski‘ Soxhlet ND-122.4 GC-MS Martins et al., 2007
Jezerski Soxhlet 110 GC-MS Shah et al., 2007
Morski Soxhlet 10-2770 GC-MS Martins et al., 2011
Recni USE 2007970 GC-MS Biache i Philp, 2013
Recni ASE 9,0-151 GC-MS Machado et al., 2014
Morski Soxhlet 150-5440 GC-FID Martins et al., 2014b
Morski Soxhlet ND-714 GC-MS Richard et al., 2014

Morski MAE 470-3200 GC-FID 1 GC-MS Tolosa et al., 2014




Tabela 2.3. (nastavak)

Biljni sterol Sediment Metoda ekstrakcije :l(golgl_cle ntracija, Metoda analize Literatura
Jezerski USE do 107500 GC-MS Tseetal., 2014

Kampesterol Morski MAE ND-45,3 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Ekstrakcija rastvaratem 685-61100 GC-FID Leeming et al., 2015
Morski Soxhlet 300-25000 GC-FID Grimalt et al., 1990
Morski Soxhlet 65 GC-MS Benfenati et al., 1994
Morski Soxhlet 65-865 GC-MS Fattore et al., 1996
Estuarski ~ Soxhlet 1030-50800 GC-FID Gonzélez-Oreja 1 Saiz-Salinas, 1998
Morski ~ Ckstrakeijarastvaracem 4, 34 GC-FID Patton i Reeves, 1999

uz refluks

Sitostanol Recni USE 126-6873 GC-MS Isobe et al., 2002
Morski Soxhlet ND-612,3 GC-MS Martins et al., 2007
Recni USE 50-1220 GC-MS Biache 1 Philp, 2013
Recéni ASE 59,7-373 GC-MS Machado et al., 2014
Morski Soxhlet ND-370 GC-MS Richard et al., 2014
Morski MAE ND-255,1 UHPLC-MS/MS-APCI  Bataglion et al., 2015
Morski Ekstrakcija rastvaratem ND-24100 GC-FID Leeming et al., 2015

Dezmosterol Morski Ekstrakcija rastvaratem 1732-15600 GC-FID Leeming et al., 2015

USE — ultrazvuéna ekstrakcija; MAE — mikrotalasna ekstrakcija; Soxhlet — Soksletova ekstrakcija; ASE — te¢na ekstrakcija pod pritiskom;
ND — nije detektovan; GC — gasna hromatografija; MS — masena spektometrija; FID — plameno jonizuju¢i detektor; UHPLC — tec¢na
hromatografija ultra visokih performansi; APCI — hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku.
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Biljni steroli B-sitosterol, stigmasterol i kampesterol predstavljaju biomarkere
karakteristi¢ne za viSe biljke (Volkman, 1986). Kao §to se moze videti iz tabele 2.3,
koncentracije [p-sitosterola u uzorcima sedimenata veoma variraju, od toga da
[B-sitosterol nije detektovan (Mudge et al., 1999; Martins et al., 2007; Richard et al.,
2014; Bataglion et al., 2015), do veoma visokih koncentracija od 30 ug g ' (Grimalt et
al., 1990)i 58,7 ug g ' (Gonzalez-Oreja i Saiz-Salinas, 1998). Stigmasterol se detektuje
u generalno nizim koncentracijama od B-sitosterola. Sli¢ne vrednosti koncentracija
stigmasterola zabeleZene su u tropskim podrucjima Vijetnama i Malezije (Isobe et al.,
2002) i Brazila (Froehner et al., 2009; Martins et al., 2014b). Povisene koncentracije
kampesterola su detektovane u estuarskim sedimentima u Spaniji (111 pgg’,
Gonzdlez-Oreja 1 Saiz-Salinas, 1998), u sedimentima na Antarktiku (Leeming et al.,
2015) 1 u Kanadi (do 107,5 pg gﬁl, Tse et al., 2014), kao 1 u reCnim sedimentima u
SAD-u (Biache i Philp, 2013). Znatno niZe koncentracije kampesterola su zabelezene u
sedimentu iz Jadranskog mora (Benfenati et al., 1994), jezerskom sedimentu iz
Australije (Shah et al., 2007), kao 1 u sedimentima iz Brazila (Martins et al., 2007;
Machado et al., 2014). Prisustvo biljnih sterola u sedimentima se moze povezati sa
unosom organske materije terestrijalnog porekla, ali 1 sa zagadenjem biljnim uljima iz
domacinstava (Froehner et al., 2009). Visoka koncentracija sitostanola, redukcionog
proizvoda B-sitosterola, je zabeleZena u estuarskim sedimentima u Spaniji (do
50,8 ug g ', Gonzalez-Oreja i Saiz-Salinas, 1998), dok su niske koncentracije
sitostanola karakteristi¢éne za podrucje Brazila (Machado et al., 2014; Bataglion et al.,
2015). Biljni sterol dezmosterol se veoma retko odreduje u uzorcima sedimenata, a
tragovi ovog jedinjenja su zabeleZeni samo u nekoliko studija (Sherwin et al., 1993;

Leeming et al., 2015).
2.8. Primena odnosa sterola za identifikaciju izvora zagadenja

Za identifikaciju fekalnog zagadenja Zivotne sredine tradicionalno su koriS¢ene
koliformne 1 Enteroccocus bakterije (Savichtcheva i Okabe, 2006; Field i Samadpour,
2007). Medutim, pored bakterioloSkog zagadenja, u ovu svrhu se mogu koristiti 1
fekalni steroli, koji uklju€uju humane/Zivotinjske 1 biljne sterole. Utvrdivanje izvora

zagadenja primenom odnosa sterola se zasniva na ¢injenici da sastav sterola u ekskretu
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ljudi i zivotinja zavisi od ishrane, biosinteze sterola i procesa bakterijskog prevodenja
holesterola u stanole u digestivnom traktu (slika 2.5). Kombinacija ova tri faktora stvara
specifican profil sterola kod ljudi i Zivotinja, koji je karakteristican za svaku vrstu kao
otisak prsta (eng. sterol fingerprint) (Leeming et al., 1996). Danas se humani/zivotinjski
1 biljni steroli sve viSe koriste kao biomarkeri antropogenog zagadenja u razli¢itim

sferama zivotne sredine iz nekoliko razloga (Benfenati et al., 1994):

e Zbog postojanosti i spore degradacije sterola u Zzivotnoj sredini, kao i
akumulacije u sedimentima, njihova analiza omogucéava detekciju
dugogodisnjeg zagadenja, dok prisustvo bakterija ukazuje na trenutno zagadenje.

e Bakterioloska analiza je nepouzdana u hlorisanoj, kao 1 termalno i hemijski
zagadenoj vodi.

e Bakterioloska analiza se ne moze uraditi ukoliko su uzorci konzervirani.

e Na osnovu karakteristicnih odnosa sterola moze se utvrditi poreklo tj. izvor
zagadenja sredine, dok bakterioloski indikatori samo pruzaju informaciju o tome

da li je zagadenje humanog porekla.

‘Termodinamicki najstabilniji izomer;
obi¢no se nalazi u nezagadenim

sredinama.
HO
Holesterol
HO H
H
Holestanol
Najzastupljeniji
u ekskretu:
Coveka Najzastupljeniji
HO ‘Morskog lava . u ekskretu:
.. HO"
H -Svinje H =Ovce
Koprostanol -Macke Epikoprostanol ~ *Kita

Slika 2.5. Putevi biotransformacije holesterola u najzastupljenije sterole u ljudskom i

zivotinjskom ekskretu (Leeming et al., 1996).
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Primenljivost sterola kao markera zagadenja zivotne sredine potvrdena je studijom
sprovedenom u jugoisto¢noj Aziji (Isobe et al., 2002). U uzorcima recne vode i
sedimenata, analizom hemijskih markera (koprostanola 1 drugih sterola) 1
mikrobioloSkih markera (koliformnih i sterptokoka bakterija), ustanovljena je linearna
zavisnost izmedu koncentracije koprostanola i bakterije Escherichia coli vkazujuéi na
pouzdanu primenu sterola kao indikatora zagadenja.

Jos 1967. godine je predloZzeno da se koprostanol koristi kao indikator fekalne
kontaminacije (Murtaugh i Bunch, 1967). S obzirom na to da se u anoksi¢nim
sedimentima odvija in situ sinteza koprostanola (Grimalt et al., 1990), samo prisustvo
ovog jedinjenja ne moze biti indikacija fekalne kontaminacije. Zbog toga je predlozeno
da se koncentracije koprostanola veée od 10 ng g~ smatraju indikacijom antropogenog
zagadenja (Writer et al., 1995). Kasnije je ova grani¢na vrednost povecana na
500 ng g u cilju sigurne identifikacije humane fekalne kontaminacije (Gonzélez-Oreja
i Saiz-Salinas, 1998). Dodatni problem koriSéenja koncentracije koprostanola kao
indikatora je taj $to nivoi koprostanola mogu varirati u zavisnosti od veli¢ine Cestica
sedimenta 1 koli¢ine ukupne organske materije u sedimentu (Bull ef al., 2002). Kako bi
se povecala pouzdanost procene fekalnog zagadenja, veliki broj autora je predlozio da
se umesto koncentracija pojedinacnih sterola, koriste odnosi koncentracija razlicitih
sterola (Shah et al., 2007; Martins et al., 2014a; Tolosa et al., 2014; Saeed et al., 2015).
Uzimajuéi u obzir odnos koprostanola prema drugim sterolima u istom uzorku moguce
je utvrditi izvore fekalnog zagadenja, pa Cak i kvantitativno odrediti relativni udeo
razli¢itih izvora fekalne materije (Bull et al., 2002).

U poslednjih 20 godina, veliki broj razli¢itih odnosa sterola je primenjen za
utvrdivanje izvora fekalnog zagadenja. Najjednostavniji odnos je procenat koprostanola
u odnosu na ukupnu koli¢inu sterola (Venkatesan i Kaplan, 1990; Sherwin et al., 1993;
Fattore et al., 1996; Isobe et al., 2002; Carreira et al., 2004; Campos et al., 2012; Tolosa
et al., 2014). Primena ovog odnosa se zasniva na ¢injenici da je koprostanol u humanom
fecesu prisutan u 10 puta vecoj koncentraciji nego u fecesu domacih Zivotinja i1 drugih
kicmenjaka (Leeming et al., 1996). Stoga, visoke koncentracije koprostanola, i time
visok procenat u odnosu na ukupne sterole, ukazuju na zagadenje humanog porekla, dok
niski nivoi poti¢u od prirodnih, biogenih izvora ovog sterola. Pregledom postojece

literature mogu se izdvojiti dve grupe odnosa sterola koji se najéesc¢e primenjuju: odnosi
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sterola za identifikaciju humane fekalne kontaminacije (tabela 2.4) i odnosi sterola za
razlikovanje izvora fekalne materije (tabela 2.5).

Najcesc¢e koris¢en odnos za identifikaciju humanog fekalnog zagadenja je odnos
koprostanola prema zbiru koprostanola i holestanola (odnos br. 1, tabela 2.4). Naime,
eksperimenti su pokazali da je koprostanol (5B-izomer) u velikim koncentracijama
prisutan u uzorcima sedimenata i suspendovanih cestica koji su kontaminirani humanim
fekalnim materijalom, dok je holestanol (5a-izomer) karakteristican za nezagadena
podrucja (Grimalt et al., 1990). Vrednosti ovog odnosa vece od 0,7 ukazuju na
zagadenje humanog porekla, dok su vrednosti ispod 0,3 karakteristicne za
nekontaminirane uzorke. Medutim, u dostupnoj literaturi postavlja se pitanje da li je
ustanovljena grani¢na vrednost od 0,7 odgovarajuca za identifikaciju humane fekalne
kontaminacije, poSto je u uzorcima za koje se zna da su kontaminirani vrednost ovog
odnosa bila ispod 0,7 (Isobe et al., 2002; Carreira et al., 2004; Cordeiro et al., 2008).
Takode, Liming sa saradnicima (Leeming et al., 1998) je zaklju¢io da vrednost odnosa
br. 1 iznad 0,5 ukazuje na sigurnu humanu kontaminaciju. Ovaj odnos je dalje
modifikovan tako $to je i koncentracija epikoprostanola uvrSéena u izraz, kako bi se
uzela u obzir konverzija koprostanola u epimer epikoprostanol (odnos br. 2, tabela 2.4,
Bull et al., 2002). Grani¢ne vrednosti predloZzene za odnos br. 2 su iste kao za odnos br.
1, tj. za pouzdanu potvrdu humane fekalne kontaminacije koristi se vrednost odnosa
veca od 0,7.

Pojednostavljen oblik odnosa br. 1 je odnos koprostanola prema holestanolu
(odnos br. 3, tabela 2.4). Vrednosti ovog odnosa ve¢e od 0,5 se koriste za
identifikovanje humanog fekalnog zagadenja, dok vrednosti manje od 0,3 ukazuju na to
da je u ispitivanom uzorku dominantan prirodni proces redukcije holesterola u
holestanol (Devane et al., 2006).

Odnos koprostanola prema holesterolu (odnos br. 4, tabela 2.4) omogucava
razlikovanje antropogenih (vrednost odnosa veca od 1,0) 1 prirodnih izvora sterola
(vrednost manja od 1,0). Ovaj odnos se veoma Cesto primenjuje u identifikaciji humane
fekalne kontaminacije i pokazuje dobro slaganje sa drugim markerima humanog
fekalnog zagadenja (Takada et al., 1994; Carreira et al., 2004; Alsalahi et al., 2015).
Medutim, treba ga primenjivati sa rezervom zbog moguce degradacije holesterola pod

aerobnim uslovima 1/ili redukcije pod anaerobnim uslovima (Bull ef a/., 2000).
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Tabela 2.4. Odnosi sterola za odredivanje humanog fekalnog zagadenja.

Vrednost koja ukazuje na

OS?OS Odnos sterola humano fekalno zagadenje Literatura
) Da  Nesigurno Ne
Grimalt et al., 1990; Fattore et al., 1996; Patton i
Reeves, 1999; Marvin et al., 2001; Bull et al.,
1 Koprostand =07 0.3-0.7 <03 2002; Carreiera et al., 2004; Reeves i1 Patton, 2005;
’ Koprostand + Holestanol ’ o ’ Devane et al., 2006; Martins et al., 2007; Zhang et
al., 2008, Froehner et al., 2009; Froehner et al.,
2009; Vane et al., 2010
Koprostand + Epikoprostanol .
2. ; >0,7 0,3-0,7 <0,3 Bull et al., 2002; Reeves 1 Patton 2005
Koprostand + Epikoprostanol + Holestanol
3. Koprostand >05 0305 <03 Devane ef al., 2006; Roser et al., 2006
Holestanol
Quéméneur 1 Marty, 1994; Fattore et al.,
Koprostand 1996; Patton i Reeves, 1999; Mudge et al.,
4. —_— >1,0 - <1,0 1999; Carreira et al., 2004; Reeves 1 Patton,
Holesterol 2005; Zhang et al., 2008; Alsalahi ef al.,
2015
5 Koprostand = 0.06 B B Writer et al., 1995; Jeanneau et al., 2011;
| Holesterol + Holestanol ’ Gottschall ez al., 2013
Koprostand Fattore ef al., 1996; Patton 1 Reeves, 1999; Marvin
6. : >1,5 - <1,5 et al., 2001; Reeves i Patton, 2005; Zhang et al.,
Epikoprostanol 2008
. Epikoprostanol <02  02.08 >og Mudegeeral, 1999; Martins et al., 2007; Frochner
Koprostand et al., 2009

36



Teorijski deo

Iz studije koja se bavila analizom sedimenata reke Misisipi (Writer ef al., 1995)
proistekao je odnos koprostanola prema sumi holesterola i holestanola (odnos br. 5,
tabela 2.4). Za ispitivane uzorke sedimenata, uzete u blizini izliva prec¢is¢enih otpadnih
voda, vrednost odnosa bila je iznad 0,06. Zbog toga je vrednost odnosa veca od 0,06
usvojena kao vrednost koja ukazuje na antropogeno zagadenje.

Odnosi br. 6 1 7 (tabela 2.4) se mogu uporedo posmatrati s obzirom na to da jedan
odnos predstavlja recipro¢ni izraz drugog. Medutim, vazno je napomenuti da grani¢ne
vrednosti odnosa nisu recipro¢ne. Vrednosti odnosa veée od 1,5 (za koprostanol/
/epikoprostanol odnos) i manje od 0,2 (za epikoprostanol/koprostanol odnos) ukazuju na
antropogeno zagadenje poreklom od netretiranih otpadnih voda. Odnos koprostanola
prema epikoprostanolu se obi¢no koristi za razlikovanje humanog otpadnog materijala
od prirodnih izvora koprostanola (Fattore ef al., 1996; Marvin et al., 2001; Zhang et al.,
2008). Ovaj odnos je prvi put predlozen u studiji sprovedenoj na Antarktiku za
razlikovanje otpada koji potice od morskih zivotinja (foke, kitovi) od humanog otpada
(Venkatesan 1 Santiago, 1989). Epikoprostanol/koprostanol odnos ukazuje na stepen
tretmana otpadnih voda (McCalley ef al., 1981). Vrednosti odnosa br. 7 veée od 0,8 se
koriste za prepoznavanje uticaja preciScenih otpadnih voda. Vrednost odnosa moze biti
veca od 0,8 1 u slucaju ispustanja netretiranih otpadnih voda, ali pre duZzeg vremenskog
perioda, posto stajanjem 1 starenjem fekalne materije dolazi do konverzije koprostanola
u epikoprostanol (McCalley et al., 1981).

Pored odnosa koji se koriste za identifikaciju humanog fekalnog zagadenja, u
literaturi su objavljeni odnosi za utvrdivanje porekla fekalne materije u Zivotnoj sredini.
Analizom Zzivotinjskog otpada (od svinja, krava 1 kokoSaka) postavljene su granicne
vrednosti za odnose br. 8 ((kampesterol+f-sitosterol)/holesterol) i br. 9
((koprostanol+epikoprostanol)/holesterol), predstavljene u tabeli 2.5 (Jardé et al., 2007).
Utvrdeno je da vrednosti odnosa vece od 1,5 (odnos br. 8) i vece od 3,7 (odnos br. 9)
ukazuju na jasnu kontaminaciju otpadom poreklom od svinja. Kako bi se potvrdilo
humano fekalno zagadenje, za odnos br. 8 predlozena je vrednost manja od 1,0, dok je
za odnos br. 9 humana kontaminacija prepoznata sa vrednostima mnogo ve¢im od 3,7.
Ipak, prilikom koriS¢enja (kampesterol+p-sitosterol)/holesterol odnosa treba imati u
vidu da su kampesterol 1 B-sitosterol najzastupljeniji steroli u biljkama (Volkman, 1986;

Martins et al., 2011), zbog Cega visoke vrednosti odnosa mogu ukazati i na prirodne
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izvore i terestrijalni unos sterola. Navedeni odnos pokazao se nepouzdanim u samoj
studiji u kojoj je predlozen (Jardé et al., 2007), prilikom analize zemljista nadubrenog
otpadnim materijalom od svinja.

Analizom efluenata iz postrojenja za precisc¢avanje otpadnih voda, kao 1 otpadne
materije poreklom od biljojeda (stoke, konja i1 jelena) utvrdeno je da se primenom
odnosa epikoprostanol/(koprostanol+holestanol) jasno mogu razlikovati izvori
zagadenja (odnos br. 10, tabela 2.5, Standley et al., 2000). Za potvrdu humanog
fekalnog zagadenja koriste se vrednosti odnosa manje od 0,01, dok vrednosti vece od
0,1 ukazuju na sterole poreklom od biljojeda.

Odnos sitostanola prema koprostanolu zapravo predstavlja odnos stanola koji
poticu od fitosterola i stanola koji nastaju degradacijom holesterola (odnos br. 11, tabela
2.5, Gourmelon et al., 2010). Ovaj odnos omogucava razlikovanje prirodnih izvora
fekalne materije od humanog fekalnog zagadenja. Vrednosti odnosa vece od 1,0 su
karakteristiéne za prirodne izvore sterola, poreklom od biljojeda, dok su vrednosti

manje od 1,0 indikacija humane fekalne kontaminacije.

Tabela 2.5. Odnosi sterola za razlikovanje izvora zagadenja.

Odnos

br Odnos sterola Vrednost Izvor Literatura
g Kampesterd + f3 - Sitosterol <1,0 Covek Jardé et
: Holesterol > 1,5 SVinja al., 2007
Koprostand + Epikoprostanol >> 3,7 Cquk Jardé et
9. >3,7 Svinja al., 2007
Holesterol <0,7 Krava/Zivina g
10 Epikoprostanol <0,01 Covek Standley et
) Koprostand + Holestanol >0,1 Biljojed al., 2000
1 Sitostanol >1,0 Biljojed Gourmelon
) Koprostand <1,0 Covek etal., 2010

Vazno je naglasiti da se pored fekalnih sterola joS jedna klasa steroidnih jedinjenja
koristi za utvrdivanje izvora kontaminacije, a to su zu¢ne kiseline. Kombinacijom vise
biomarkera (sterola i Zucnih kiselina) obezbeduje se dodatna pouzdanost prilikom
utvrdivanja antropogenog zagadenja (Bull et al., 2002). Pored steroidnih jedinjenja,

farmaceutski aktivne supstance (npr. karbamazepin), kafein, linearni alkil benzeni, kao 1
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vestacki zasladivaci, mogu se koristiti kao indikatori zagadenja okoline otpadnim

vodama zbog postojanosti u zivotnoj sredini (Stempvoort et al., 2013; Harwood, 2014).

2.9. Steroidni hormoni i steroli odabrani za analizu

Prilikom izbora steroidnih jedinjenja za analizu vodilo se racuna o tome da u
istrazivanje budu ukljuene supstance koje predstavljaju problem u zivotnoj sredini, a
koje jos uvek nisu ukljucene u redovne monitoring programe. Kriterijum za izbor je bila
i stabilnost odabranih jedinjenja u re¢nim sedimentima, kao i afinitet vezivanja za
odabranu matricu. Za analizu je odabrano dvadeset steroidnih jedinjenja (devet
steroidnih hormona, Sest humanih/Zivotinjskih sterola i1 pet biljnih sterola) koji spadaju
u najcesce detektovane steroide u uzorcima iz Zivotne sredine. Trivijalni 1 hemijski
(IUPAC-ovi) nazivi odabranih supstanci prikazani su u tabeli 2.6.

Steroidni hormoni odabrani za analizu u ovom radu ubrajaju se u estrogene i
gestagene hormone. Od prirodnih estrogenih hormona odabrani su estriol, estron,
ekvilin, 170- 1 17B-estradiol, dok su od sintetskih analizirani mestranol 1
17a-etinilestradiol. Noretindron 1 levonorgestrel pripadaju grupi sintetskih gestagenih
hormona. Odabrana jedinjenja predstavljaju vaZznu grupu steroidnih hormona koja imaju
rasprostranjenu primenu u humanoj 1 veterinarskoj terapiji. S obzirom na to da posledice
prisustva ovih jedinjenja u akvati¢noj sredini jo§ uvek nisu u potpunosti poznate, ali da
su primeceni negativni uticaji na Zivi svet (npr. feminizacija riba i toksi¢ni efekat kod
divljih Zivotinja, Miege et al., 2009), tragove izabranih hormona u re€nim sedimentima
je neophodno pratiti.

Humani/Zivotinjski steroli odabrani za analizu predstavljaju produkte ljudskog i
zivotinjskog metabolizma. Holesterol predstavlja esencijalnu komponentu celijske
membrane, a male koli¢ine se mogu na¢i u jajima, mleku itd. (Dutka et al., 1974). Zbog
Siroke rasprostranjenosti holesterol se ne smatra specificnim biomarkerom. Od 512
mogucih stereoizomera koji mogu nastati redukcijom holesterola, u prirodi su
najrasprostranjenija dva — koprostanol i holestanol (Walker et al., 1982). Koprostanol

nastaje u digestivnom traktu ljudi i viSih ki¢menjaka putem hidrogenovanja holesterola.
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Tabela 2.6. Trivijalni i hemijski nazivi steroidnih hormona i sterola odabranih za

analizu.
Steroid Trivijalni naziv Hemijski IUPAC-ov) naziv
Estriol (estrogen) 1,3,5(10)-Estratrien-3,16a,17-triol
Estron (estrogen) 1,3,5(10)-Estratrien-3-ol-17-on
= Ekvilin (estrogen) 1,3,5(10),7-Estratetraen-3-ol-17-on
g Noretindron (gestagen) 4-Estren-17a-etinil-17p-0l-3-on
N 17a-Etinilestradiol (estrogen) 1,3,5(10)-Estratrien-17a-etinil-3,17p-diol
% 17B-Estradiol (estrogen) 1,3,5(10)-Estratrien-3,17p-diol
p= 170-Estradiol (estrogen) 1,3,5(10)-Estratrien-3,17a-diol
% Levonorgestrel (gestagen) 4-Estren-17a-etinil-18-homo-17f-ol-
an) -3-on(+/-)
Mestranol (estrogen) 1,3,5(10)-Estratrien-17a-etinil-3,17B-diol-3-
-metil etar
v Epikoprostanol 5B-Holestan-3a-ol
E » o Koprostanol 5B-Holestan-3f3-ol
< Z 2 Epiholestanol S5a-Holestan-3a-ol
% S E Holestanol Sa-Holestan-3[3-ol
T > ¥ Holesterol Holest-5-en-3pB-ol
N Holestanon 5a-Holestan-3-on
Dezmosterol Holesta-5,24-dien-33-ol
z =3 Stigmasterol 24-Etilholest-5,22-dien-3B-ol
= 5 Kampesterol 24-Metilholest-5-en-3f3-ol
m £ B-Sitosterol 24-Etilholest-5-en-33-ol
Sitostanol 24-Etil-50-holestan-3f-ol

Predstavlja najzastupljeniji sterol u humanoj ekskreciji, Sto ga ¢ini najkorisnijim
biomarkerom za identifikaciju fekalnog zagadenja (Leeming et al., 1996; Daughton,
2012). Moze biti prisutan u malim koli¢inama u anoksi¢énim sedimentima, usled
anaerobnog procesa in situ produkcije (Tse et al., 2014). Veoma je vazno naglasiti da se
u ljudskom organizmu redukcija holesterola odvija do koprostanola, dok se u Zivotnoj
sredini holesterol redukuje u holestanol (Jeng 1 Han, 1994; Martins et al., 2007). Izomer
koprostanola, epikoprostanol, se nalazi u veoma malim koncentracijama u ljudskom
metabolickom otpadu, ali se znacajne koli¢ine mogu formirati tokom procesa
anaerobnog tretmana otpadne vode, kao i starenjem fekalne materije pri ¢emu se
koprostanol konvertuje u epikoprostanol (McCalley et al., 1981). Zbog toga se
epikoprostanol moze koristiti kao indikator stepena tretmana otpadne vode (Mudge et
al., 1999) ili starosti fekalne materije (Froehner et al., 2009). Prisustvo izomera

holestanola, epiholestanola, u anoksi¢noj sredini ukazuje na biohidrogenovanje
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holesterola (Leeming et al., 2015). Holestanon predstavlja produkt oksidacije
holesterola, koji u kombinaciji sa drugim ketonima moze ukazati na humano fekalno
zagadenje zivotne sredine (Grimalt ef al., 1990).

Iako biljni steroli imaju brojne pozitivne efekte na ljudski organizam, istrazivanja
su pokazala da neki od njih mogu delovati i kao endokrini i metabolicki ometaci u
akvati¢noj sredini (MacLatchy i Van Der Kraak, 1995). Zbog zastupljenosti
[-sitosterola, stigmasterola, kampesterola i dezmosterola u viSim biljkama, prisustvo
ovih fitosterola u re¢nim sedimentima se moze povezati sa unosom organske materije
terestrijalnog porekla, ali i sa zagadenjem biljnim uljima iz domacinstava (Froehner et
al., 2009). S obzirom na to da su kampesterol i B-sitosterol veoma zastupljeni u ishrani
biljojeda, produkti njihove redukcije, poput sitostanola, se mogu koristiti za

identifikaciju fekalnog materijala poreklom od biljojeda (Gourmelon ef al., 2010).

2.10. Analiticko odredivanje steroidnih hormona i sterola

Analiza steroidnih hormona 1 sterola u zZivotnoj sredini predstavlja tezak zadatak,
kako zbog veoma kompleksnih matrica, tako 1 zbog niskih koncentracija ispitivanih
jedinjenja. Izbor odgovarajuce analiticke metode zavisi od ocekivanih koncentracija u
zivotnoj sredini, kao 1 od fizicko-hemijskih svojstava ispitivanih supstanci. Analiticko
odredivanje steroidnih hormona i sterola zasnovano je prvenstveno na primeni
hromatografskih tehnika, poput tecne hromatografije (eng. liquid chromatography, LC)
1 gasne hromatografije (eng. gas chromatography, GC), u sprezi sa veoma osetljivim
metodama detekcije, kao Sto su masena spektrometrija (eng. mass spectrometry, MS),
tandem masena spektrometrija (MS/MS) i masena spektrometrija visoke rezolucije (eng.
high resolution mass spectrometry, HRMS). Pre instrumentalne analize, uzorak je
potrebno pripremiti, a optimizacija postupka pripreme ima vaznu ulogu u poboljSanju
osetljivosti 1 smanjenju necistoca iz kompleksnih matrica kao §to su npr. otpadne vode,
mulj, sedimenti i bioloski uzorci.

U literaturi je objavljen znaajan broj analitickih metoda za odredivanje
specificnih grupa steroida, poput estrogenih hormona (Lopez de Alda et al., 2002; Peck
et al., 2004; Reddy 1 Brownawell, 2005; Isobe ef al., 2006; Nieto et al., 2008) 1 fekalnih
sterola (Marvin et al., 2001; Campos et al., 2012; Leeming et al., 2015). S obzirom na
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to da steroidni hormoni i steroli pripadaju klasi steroidnih jedinjenja, kao i da imaju
zajedni¢ke puteve dospevanja u zivotnu sredinu, postoji potreba za razvojem
multirezidualne metode analize razli¢itih grupa steroida. Medutim, zabelezen je mali
broj metoda za simultano odredivanje steroidnih hormona i sterola, a sve postojece
metode zasnovane su na primeni gasne hromatografije u sprezi sa masenom
spektrometrijom (Furtula et al., 2012a, 2012b; Gottschall et al., 2013). GC-MS metoda
ima odredena ograniCenja za termicki nestabilne 1 slabo isparljive analite, poput sterola.
Za ova jedinjenja je neophodna derivatizacija koja znacajno produzava vreme analize, a
¢esto nastaju 1 nezeljeni proizvodi. Nekoliko studija je pokazalo da je derivatizacija pre
gasno-hromatografske analize potrebna i za neke od steroidnih hormona (Ternes ef al.,
2002; Liu et al., 2004; Hibberd et al., 2009). Medutim, derivatizacijom razli¢itih
steroida mogu nastati isti proizvodi, kao u slu¢aju 17a-etinilestradiola i nekih sintetskih
gestagena, §to otezava pouzdanu identifikaciju jedinjenja (Shareef et al., 2006). Takode,
u nekim studijama zasnovanim na primeni GC-MS metode pojavile su se poteskoce u
hromatografskom razdvajanju dva vazna sterola, koprostanola i epikoprostanola
(Sherwin et al., 1993; Jeng et al., 1996). S obzirom na to da je epikoprostanol prisutan u
zivotnoj sredini u znafajnim koncentracijama, nemoguénost razdvajanja ova dva
biomarkera moze predstavljati veliki problem prilikom izraCunavanja odnosa sterola 1
identifikacije izvora zagadenja. Zbog toga je teCna hromatografija u sprezi sa masenom
spektrometrijom (LC-MS) metoda izbora za analizu tragova steroidnih hormona i
sterola u uzorcima iz Zivotne sredine.

Pregledom literature moZze se uociti da je LC-MS metoda veoma zastupljena u
analizi hormona u razli¢itim matricama. Tako su tragovi hormona ispitivani u bioloskim
uzorcima (Harwood i Handelsman, 2009; Quignot et al., 2012; Wang et al., 2012;
Keski-Rahkonen et al., 2013; Ronan i McHugh, 2013; Zhao et al., 2014; Zheng et al.,
2014), kao 1 u uzorcima iz zivotne sredine, poput voda (Vulliet et al., 2008; Al-
-Odaini et al., 2010) 1 sedimenata (Lopez de Alda et al., 2002; Petrovic et al., 2002b;
Gomes et al., 2004; Labadie et al., 2007; Matéjicek et al., 2007, 2013; Koyama et al.,
2013; Lopez-Jiménez et al., 2013; Gorga et al., 2014). Primena LC-MS metode
zabeleZena je 1 u odredivanju sterola u bioloSkim matricama (McDonald ef al., 2007,
2012; Honda et al., 2008; Mendiara et al., 2012; Meljon et al., 2013). Takode,

koris¢éenjem LC-MS metode, analizirani su fitosteroli u biljkama (Rozenberg et al.,
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2003; Jéapelt et al., 2011) 1 biljnim uljima (Canabate-Diaz et al., 2007; Martinez-Vidal et
al., 2007; Segura Carretero et al., 2008; Zarrouk et al., 2009; Zhang et al., 2009; Mo et
al., 2013). Medutim, kada je u pitanju LC-MS analiza humanih/zivotinjskih sterola u
uzorcima iz zivotne sredine literaturni podaci su veoma oskudni. Samo u jednom radu
analizirani su humani/Zivotinjski steroli u uzorcima vode pomocu LC-MS tehnike
(Wang i1 Gardinali, 2012), dok je pregledom literature pronaden ponovo samo jedan rad
0o LC-MS analizi humanih/zivotinjskih i biljnih sterola u re¢nim sedimentima (Bataglion

etal.,2015).
2.11. Priprema uzoraka sedimenata

Priprema uzoraka za analizu predstavlja proces izolovanja i koncentrovanja
analita iz odredene matrice, kako bi se olakSalo njihovo hromatografsko razdvajanje i
detekcija. Prilikom odredivanja steroidnih jedinjenja u ¢vrstim matricama neophodno je
izvr$iti pripremu uzorka sa visokim faktorom predkoncentrisanja kako bi se postigle
niske granice detekcije, reda veliine ng g '. Procedura pripreme uzorka se sastoji od
slede¢ih stupnjeva: homogenizacije uzorka, ekstrakcije odabranih analita iz uzorka
pomoc¢u odgovarajueg rastvaraca, koncentrovanja analita (najceS$¢e uparavanjem
rastvaraca) 1 preciS¢avanja dobijenog ekstrakta (Mitra, 2003). Najvazniji stupnjevi u
procesu pripreme Cvrstih uzoraka za odredivanje tragova steroidnih jedinjenja su
ekstrakcija analita iz matrice 1 pre€iS¢avanje dobijenog ekstrakta. PreciS¢avanje
dobijenog ekstrakta je veoma vazno prilikom pripreme kompleksnih matrica za analizu,
jer je analit prisutan u znatno nizim koncentracijama od necistoca.

Pre ekstrakcije potrebno je izvrSiti odgovarajuéi predtretman uzorka koji ukljucuje
suSenje i smanjenje velicine Cestica. Uklanjanje vlage se moZe vrSiti suSenjem na sobnoj
temperaturi tokom odredenog vremenskog perioda (Seguel et al., 2001; Matéjicek et al.,
2007), suSenjem u susnici (Martins et al., 2002; Liu et al., 2004; Cordeiro et al., 2008;
Froehner et al., 2009) ili procesom liofilizacije (Isobe et al., 2002; Lépez de Alda et al.,
2002; Ternes et al., 2002; Carreira et al., 2004; Arditsoglou i Voutsa, 2012; Campos et
al., 2012; Froehner et al., 2012). Smanjenje veli¢ine Cestica se obavlja usitnjavanjem 1i

prosejavanjem kroz odgovarajuca sita. Pregledom literature moze se zakljuciti da se za
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ekstrakciju steroidnih hormona i sterola iz uzoraka sedimenata najcesce koriste sledece

metode:

e Soksletova ekstrakcija (eng. Soxhlet extraction)

e mikrotalasna ekstrakcija (eng. microwave-assisted extraction, MAE)

o ckstrakcija rastvaracem pod pritiskom (eng. pressurized liquid extraction, PLE
ili eng. accelerated solvent extraction, ASE);

e ultrazvucna ekstrakcija (eng. ultrasonic extraction, USE)

Soksletova ekstrakcija je najcesc¢e koriS¢ena metoda ekstrakcije organskih
jedinjenja iz Cvrstih matrica (tabele 2.1-2.3). Prednosti metode su jednostavnost,
ekonomicnost, kao 1 visoki prinosi analita. U poredenju sa drugim metodama, nedostaci
Soksletove ekstrakcije su trajanje (6—24 h) i1 upotreba velike koli¢ine rastvaraa
(150-500 mL). Ekstrakcija se izvodi na temperaturi klju¢anja rastvaraca, zbog ¢ega nije
pogodna za termicki nestabilna jedinjenja. Zbog koris¢enja velikih zapremina rastvaraca
neophodno je uparavanje nakon ekstrakcije, a upotrebljen organski rastvara¢ cesto
predstavlja problem po Zivotnu sredinu.

Kod mikrotalasne ekstrakcije, izolovanje organskih supstanci iz ¢vrstih matrica se
postize zagrevanjem organskog rastvaraCa pomocu mikrotalasa (elektromagnetnog
zraCenje frekvencije 0,3-300 GHz). Prednosti metode su kra¢e vreme ekstrakcije
(10-30 min) i mala zapremina rastvara¢a (10-70 mL) u poredenju sa tradicionalnim
metodama ekstrakcije. Efikasnost ekstrakcije zavisi od izbora organskog rastvaraca, kao
1 temperature, vremena trajanja ekstrakcije 1 energije primenjenih mikrotalasa (Sosa-
-Ferrera et al., 2012). Uticaj parametara mikrotalasne ekstrakcije je ispitan prilikom
odredivanja steroidnih hormona u re¢nim sedimentima (Liu et al., 2004). Utvrdeno je da
se najvisi prinosi postiZu primenom metanola kao rastvaraca, na temperaturi ekstrakcije
od 110 °C. Za razliku od hormona, najefikasnija mikrotalasna ekstrakcija sterola se
postize koriS¢enjem smeSe heksana 1 dihlormetana (u odnosu 1:1, v/v) na
temperaturama do 115 °C (Tolosa et al., 2014; Bataglion et al., 2015).

Ekstrakcija rastvaraCem pod pritiskom se odvija na visokim pritiscima
(721 MPa) 1 temperaturama od 100 °C do 200 °C. Na poviSenim pritiscima i
temperaturama ekstrakcija rastvaratem je efikasnija zbog vece rastvorljivosti i bolje

interakcije rastvaraca sa ¢vrstom matricom. Naime, pri poviSenom pritisku rastvarac
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ostaje teCan iznad temperature kljucanja, Sto omogucava bolje prodiranje u matricu
uzorka. Metoda je brza (15-20 min) i efikasna, sa malim utroSkom rastvaraca
(15-40 mL). Prednost ekstrakcije rastvaracem pod pritiskom nad novijim tehnikama,
poput mikrotalasne ekstrakcije, je veliki izbor rastvaraca za ekstrakciju (Sosa-Ferrera et
al., 2012). Metoda se pokazala kao veoma efikasna u ekstrakciji estrogenih hormona iz
zemljista (Beck et al., 2008; Zhang et al., 2011) 1 mulja koji zaostaje u bioloSkom
tretmanu otpadnih voda (Nieto et al., 2008).

Kod ultrazvucne ekstrakcije, ili sonikacije za ekstrakciju analita iz ¢vrstih uzoraka
koriste se ultrazvuéni talasi. Prednosti metode su trajanje (10—60 min) i upotreba malih
zapremina organskih rastvaraca. Ova metoda ekstrakcije se odvija na sobnoj temperaturi
1 atmosferskom pritisku (Dean, 2003). NeZeljeni efekat primene ultrazvu¢ne ekstrakcije
je da mozZe dovesti do degradacije nekih organskih jedinjenja u uzorku (Sosa-Ferrera et

al., 2012).

2.11.1. Ultrazvu¢na ekstrakcija

Ultrazvuk 1ma frekvenciju iznad gornje granice sluha ¢oveka koja iznosi 20 kHz.
Obuhvata frekvencije do oko 1 GHz, odakle pocinje hipersoni¢ni rezim. Ultrazvuk se
primenjuje u mnogim nau¢nim disciplinama, uklju¢uju¢i medicinu, biologiju, hemiju,
fiziku, inZenjerstvo 1 druge.

Ultrazvucéna ekstrakcija se moZe koristiti za ekstrakciju ¢vrstih 1 tecnih uzoraka,
kao 1 organskih 1 neorganskih supstanci. Naj¢esce se izvodi u ultrazvuénom kupatilu
napunjenom vodom koja sluzi za prenos energije ultrazvu¢nih talasa. Ultrazvucna
ekstrakcija se moze izvoditi 1 koriS¢enjem ultrazvucnih sondi koje obezbeduju prenos
ultrazvucnih talasa. Ultrazvuéni talasi dovode do erozije matrice uzorka i pospesuju
kontakt matrice sa rastvaraCem. Zbog jednostavnosti, brzine, efikasnosti i bezbednijih
uslova izvodenja u poredenju sa drugim tehnikama pripreme c¢vrstih uzoraka, smatra se
da ¢e upotreba ultrazvucne ekstrakcije biti sve zastupljenija. Kako bi se povecala
efikasnost ekstrakcije, neophodno je prilikom razvoja metode optimizovati parametre
koji najviSe uti€u na prinos analita, kao Sto su vrsta rastvarac¢a za ekstrakciju, masa
uzorka, odnos zapremine rastvaraa i mase uzorka, veliCina Cestica u uzorku, kao 1

vreme ekstrakcije (Sosa-Ferrera ef al., 2012).
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Ultrazvucna ekstrakcija se obi¢no izvodi tako $to se u ultrazvucéno kupatilo
postavi sud u kome se nalazi ¢vrst uzorak sa dovoljno organskog rastvaraca i ekstrakcija
vr$i tokom kratkog vremena. Nakon ekstrakcije, rastvara¢ sa analitima se odvaja
centrifugiranjem 1 dekantovanjem, ili filtracijom, a dodaje se sveZz rastvarac na preostali
¢vrsti ostatak. Ceo postupak se ponavlja jos dva puta, a zatim se svi ekstrakti pomesaju
(slika 2.6).

Dodatak rastvaraca
za ekstrakciju

Ekstrakcija u
ultrazvu¢nom kupatilu

Promuckati AVAVAVAVA B SYIYATAY Centrifugiranje\ R U _ Analiza
AVAVAVAVASS B AT, i - ”~ ekstrakta
AVATIVAY MW Prikupljanje
ekstrakta
\ )

Postupak se izvodi tri puta

Slika 2.6. Prikaz postupka ultrazvu¢ne ekstrakcije.

Ultrazvucéna ekstrakcija je veoma zastupljena u ekstrakciji steroidnih hormona 1
sterola iz uzoraka sedimenata (tabele 2.1-2.3). Prilikom izolovanja hormona iz
sedimenata kao ekstrakciona sredstva koriste se smeSe metanol/aceton (1:1, v/v) (Lopez
de Alda et al., 2002; Petrovic et al., 2002b) ili acetonitril/voda (9:1, v/v) (Isobe et al.,
2006). Ultrazvucna ekstrakcija se moZze izvoditi 1 tako da se kombinuju razliciti
rastvaraci, tj. da se u narednom stupnju ekstrakcije, kao svez rastvara¢, dodaje drugo
ekstrakciono sredstvo. Na primer, prilikom pripreme moc¢varnog sedimenta, optimalni
prinosi estrogenih hormona su postignuti ultrazvu¢nom ekstrakcijom u kojoj je u prvom
stupnju koriS¢ena smesSa heksan/acetonitril, u drugom smesa dihlormetan/acetonitril, a u
tre¢em koraku Cisti etilacetat (Froehner er al., 2012). Na sli¢an nacin, ultrazvucna
ekstrakcija sterola iz sedimenata je izvrSena kombinovanjem metanola (I stupanj),
smeSe metanol/dihlormetan (1:1, v/v, II stupanj) i dihlormetana (III stupanj) (Isobe et
al., 2002; Biache i1 Philp, 2013). Pored smese metanol/dihlormetan (1:1, v/v) (Saeed et

al., 2012), za ultrazvuénu ekstrakciju sterola iz sedimenata koriS¢ena je 1 smeSa
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aceton/metanol (85:15, v/v) (Tse et al., 2014).

Veoma vazan parametar koji utice na efikasnost ekstrakcije steroidnih jedinjenja
je vreme ultrazvucne ekstrakcije. Skracenje vremena sonikacije smanjuje 1 ukupno
trajanje pripreme uzorka za analizu, ali Cesto smanjuje i prinos analita. Prilikom
odredivanja steroidnih hormona i sterola, vreme sonikacije u jednom stupnju ekstrakcije
iznosi od 3min (Tse et al., 2014) do 30 min (Saeed et al., 2012). Zapremine
ekstrakcionog sredstva variraju od 3 mL (Ternes et al., 2002) do 30 mL (Isobe et al.,
2002; Saeed et al., 2012) u jednom stupnju sonikacije. Pri ultrazvucnoj ekstrakciji
steroidnih jedinjenja faktor predkoncentrisanja se moze povecati poveéanjem mase
sedimenta za analizu. Medutim, ve¢a masa uzorka dovodi do ekstrakcije vece kolicine
necistoc¢a koje mogu uticati na rezultate analize. Masa uzorka sedimenta za ultrazvu¢nu
ekstrakciju prilikom odredivanja steroidnih jedinjenja varira od 1 g (Isobe et al., 2006)

do 20 g uzorka (Froehner et al., 2009).

2.12. PreciS¢avanje ekstrakta pripremljenih uzoraka sedimenata

Da bi se smanjio uticaj matrice, tj. uticaj sastojaka matrice uzorka i necistoca na
rezultate analize, neophodno je precistiti ekstrakte uzoraka, narocito kompleksnih
matrica kao Sto su sedimenti. Sastojci matrice koji se koekstrahuju sa analitima uti¢u na
smanjenje, a u redim slucajevima i povecanje jonizacije i intenziteta signala analita, Sto
nepovoljno utice na reproduktivnost i preciznost analize.

PreciS¢avanje dobijenih ekstrakata se obi¢no izvodi na kolonama (kertridZzima)
odredene zapremine (1-60 mL) koje su napunjene adsorbensom (mase 0,1-10 g,
veli¢ine Cestica oko 50 um) (slika 2.7). Pakovanje kolone je fiksirano sa donje i gornje
strane teflonskim ili polietilenskim fritama. Kao pakovanje kolone obi¢no se koriste
silikatni materijali sa polarnim 1 nepolarnim funkcionalnim grupama (Beck et al., 2008;
Hibberd et al., 2009). Potrebno je da odabrani adsorbens efikasno adsorbuje necistoce,
ali ne 1 analite, dok odabrani eluent treba biti efikasniji u rastvaranju analita od

nedistoca.
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Slika 2.7. Kolone sa adsorbensom za preciS¢avanje.

Precis¢avanje ekstrakata uzoraka sedimenata prilikom odredivanja steroidnih
jedinjenja najéesée se vrsi na C;g kolonama koje sadrze silikatni materijal sa vezanim
oktadecil-grupama (Lopez de Alda et al., 2002; Petrovic et al., 2002a; Hajkova et al.,
2007). Veoma cesto se za pre€iS¢avanje koristi 1 Cist silika-gel (Jeng 1 Han, 1994; Isobe
et al., 2002; Ternes et al., 2002) ili njegova kombinacija sa anhidrovanim Na,SO4 (Liu
et al., 2004; Hibberd et al., 2009; Biache 1 Philp, 2013). Kao adsorbensi se mogu
koristiti i Al,O3 (Marvin et al., 2001; Martins et al., 2002, 2005), Florisil (po sastavu
magnezijum-silikat, Arditsoglou 1 Voutsa, 2012), kao 1 kombinacija silika-
-gel/Al,O3/anhidrovani Na,SO4 (Grimalt et al., 1990; Martins et al., 2007, 2011;
Froehner et al., 2009; Richard et al., 2014). Poslednjih godina, u pripremi uzoraka za
analizu se sve viSe koriste polimerni adsorbensi. Ovi materijali su se pokazali kao
izuzetno efikasni u pripremi te¢nih uzoraka za analizu (npr. prirodnih i otpadnih voda),
najces¢e metodom ekstrakcije na Cvrstoj fazi (eng. solid-phase extraction, SPE)
(Al-Odaini et al., 2010; Liu ef al., 2011). Pored ekstrakcije odabranih analita iz matrice,
polimerni adsorbensi omogucavaju i istovremeno preciS¢avanje dobijenog ekstrakta.
Danas je primat u svetu preuzeo Oasis HLB kertridz (Waters, Milford, SAD) sa
najces¢e koriS¢enim polimernim pakovanjem za preciS€avanje ekstrakata sedimenata
(Hajkova et al., 2007; Matgjicek et al., 2007). HLB (eng. hydrophilic-lipophilic
balance) je hidrofilno-lipofilni kopolimer efikasan kako u ekstrakciji analita razlicite

polarnosti u Sirokom opsegu pH vrednosti, tako i u zadrzavanju necisto¢a. Pored HLB
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kertridza, Oasis WAX (Waters, SAD) i Strata-X-AW (Phenomenex, Velika Britanija)
kertridzi, sa slabim anjonskim izmenjivacem i reverzno-faznim adsorbensom, pokazali
su se kao veoma efikasni u precis¢avanju ekstrakata sedimenata (Labadie et al., 2007;
Matéjicek et al., 2007). Vaznu ulogu prilikom preciS¢avanja ekstrakta pripremljenog
uzorka sedimenta ima i eluent. Odabrani rastvara¢ treba da bude efikasan u eluiranju
steroidnih jedinjenja sa kolone za precis¢avanje, ali ne i necistoca. Kao eluent najcesce
se koristi smeSa dihlormetana 1 metanola (90:10, v/v, Grimalt et al., 1990; Martins et
al., 2007, 2011; Froehner et al., 2009; Richard et al., 2014). Pored toga, koriste se 1
acetonitril, metanol, etil-acetat, aceton 1 heksan, kao i smeSe ovih rastvaraca u razli¢itim
odnosima (Isobe et al., 2002; Lopez de Alda et al., 2002; Ternes et al., 2002; Hajkova et
al., 2007; Biache 1 Philp, 2013).

2.13. Te¢na hromatografija visokih performansi

Hromatografija je fizicka metoda razdvajanja supstanci zasnovana na njihovoj
raspodeli izmedu dve faze, od kojih je jedna pokretna (mobilna), a druga nepokretna
(stacionarna). Mobilna faza moze biti tecnost, gas ili superkriti¢ni fluid, dok stacionarna
faza moze biti Cvrsta, tecna ili gel. Kod te€ne hromatografije mobilna faza je tecna, a
stacionarna faza je ¢vrsta ili tecna 1 predstavlja pakovanje hromatografske kolone. Usled
razli¢itih interakcija molekula analita sa mobilnom 1 stacionarnom fazom, razlicito je
vreme prolaska analita od mesta unoSenja uzorka do mesta detekcije. Molekuli koji
formiraju jace veze sa stacionarnom nego sa mobilnom fazom sporije se eluiraju sa
kolone 1 samim tim imaju duZe vreme zadrZavanja na koloni (retenciono vreme) (slika

2.8) (Ardrey, 2003).
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Slika 2.8. Osnovni principi te¢ne hromatografije.

Prema principu zadrZavanja analita na stacionarnoj fazi razlikuju se slede¢i tipovi

hromatografije (Rouessac i Rouessac, 2007):

1. Adsorpciona — dolazi do adsorpcije analita na povrSini stacionarne faze, a
razdvajanje se odvija na osnovu razlike u ja¢ini adsorpcije komponenata smese.

2. Podeona — u zavisnosti od polarnosti analita dolazi do njegove raspodele izmedu
stacionarne 1 mobilne faze razlic¢itih polarnosti. Postoje:

e normalno-fazna hromatografija, kod koje se koristi polarna stacionarna faza
1 nepolarna mobilna faza, pa se polarne supstance duZe zadrzavaju na koloni
1 eluiraju sa ve¢im retencionim vremenom;

e reverzno-fazna hromatografija, kod koje se koristi nepolarna stacionarna
faza i polarna mobilna faza, a retenciono vreme je duZe za manje polarne
supstance. Retenciono vreme se povecava dodatkom polarnih rastvaraca u
mobilnu fazu, a smanjuje se dodatkom hidrofobnih rastvaraca. Najcesce
koriS¢ena stacionarna faza je silikatna, sa alkilnim grupama, kao §to su
—C18H37 ili —C8H17.

3. Jonoizmenjivacka — zasniva se na afinitetu jona analita prema suprotno

naelektrisanim funkcionalnim grupama na povrsini stacionarne faze.
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4. Gel propusna (ekskluziona) — zasniva se na razdvajanju komponenata smeSe na

osnovu razlike u veli¢ini molekula.

Tecna hromatografija visokih performansi koristi se, pre svega, za analizu
neisparljivih i termicki nestabilnih polarnih analita. Kod ove metode mobilna faza je
pod visokim pritiskom (do oko 400 bar ili 4-10” Pa), da bi se ostvario neprekidan protok
mobilne faze i reproduktivna hromatografija. Hromatografska kolona je izradena od
nerdajuc¢eg celika i ispunjena finim, hemijski modifikovanim silikatnim Cesticama.
Cestice su veoma malih dimenzija (3—10 pum), obezbeduju veliku kontaktnu povrsinu, a
samim tim 1 veliku mo¢ razdvajanja (visoku rezoluciju). Mobilnu fazu ¢ine razliCite
kombinacije rastvaraca, a efikasnost hromatografskog razdvajanja zavisi od interakcija
analita sa mobilnom i stacionarnom fazom (Rouessac i Rouessac, 2007). Osnovni delovi

teCnog hromatografa visokih performansi su (slika 2.9):

e rezervoar mobilne faze — staklene boce sa rastvaracima

e pumpa — obezbeduje visok pritisak i stabilan protok mobilne faze

e sistem za unoSenje uzorka — ¢ine ga injektor 1/ili autosempler

e kolona — duzine 3-25 cm, unutrasnjeg precnika 3—5 mm, veliine Cestica
3—10 um

e detektor — ultraljubicasti, elektrohemijski, fluorescentni, maseni itd.

sistem za obradu podataka

Hromatogram predstavlja graficki prikaz odgovora detektora u funkciji vremena.
Kori$¢enjem hromatograma mozZe se vrsiti kvalitativna analiza (na osnovu retencionog
vremena koje zavisi od hemijske prirode analita) i kvantitativna analiza (na osnovu
povrSine hromatografskog pika koja je srazmerna koncentraciji analita) (Rouessac i

Rouessac, 2007).
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Slika 2.9. Te¢ni hromatograf visokih performansi: (a) osnovni delovi;

(b) Surveyor HPLC sistem (Thermo Scientific, SAD).

Efikasnost hromatografskog razdvajanja analita zavisi od izbora stacionarne i
mobilne faze. Optimalnim hromatografskim razdvajanjem smatra se ono kod kojeg su
komponente smese jasno razdvojene tokom Sto kra¢eg vremena. Stacionarna faza mora

da poseduje sledeca svojstva (Ardrey, 2003):

e nerastvorljivost u mobilnoj fazi,
e stabilnost na promene pritiska, temperature i pH vrednosti,

e S§to uniformnija raspodela Cestica (odstupanje do 10% od srednje vrednosti).

Promena sastava mobilne faze znacajno uti¢e na promenu retencionog vremena

analita 1 efikasnost hromatografskog razdvajanja, a najveci uticaj imaju:

e vrsta organskog rastvaraca,
e udeo organskog rastvara¢a u mobilnoj fazi,

e pH vrednost mobilne faze.
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U reverzno-faznoj hromatografiji mobilna faza se najcesce sastoji od vode i organskog
rastvarata (npr. metanol, acetonitril). Protok mobilne faze moze biti izokratski ili
gradijentan. Pri izokratskom protoku, kroz hromatografsku kolonu proti¢e mobilna faza
konstantnog sastava. S obzirom na to da su svojstva analita ¢esto veoma razlicita, tesko
je izabrati mobilnu fazu koja bi, pri izokratskom protoku, bila optimalna za razdvajanje
svih komponenata smese. Da bi se postiglo optimalno hromatografsko razdvajanje
analita najceS¢e se primenjuje gradijentni protok mobilne faze, gde se sastav mobilne

faze postepeno menja tokom analize (Ardrey, 2003).

2.14. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je tehnika koja se zasniva na jonizaciji ispitivanog uzorka i
razdvajanju dobijenih jona prema odnosu mase i naelektrisanja (m/z). Kao rezultat se
dobija grafik zavisnosti relativne koli¢ine jona od m/z vrednosti, odnosno maseni
spektar. Maseni spektrometar omogucava identifikaciju jedinjenja na osnovu
informacija o strukturi ispitivanog molekula i molekulskoj masi analita (Ardrey, 2003).
Prednosti masenog spektrometra u odnosu na druge detektore su izuzetna osetljivost i
selektivnost. Osnovi delovi masenog spektrometra su: jonski izvor, jonska optika,

maseni analizator, vakuum sistem, detektor i sistem za obradu podataka (slika 2.10).

maseni analizator

jonski jonski trap
izvor
V e v
A == : "detektor—-raéunar
= gy~ —_—— L ) l
jonska optika elektronski
e multlpllkatorM
atmosferski vakuum :
iti maseni
Brifiea hrematogram

Slika 2.10. Prikaz masenog spektrometra.
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U jonskom izvoru, jonizacija molekula analita se moze izvesti na viSe nacina

(Ardrey, 2003):

e jonizacija elektronskim udarom (eng. electron impact ionization, EI)

e termosprej jonizacija (eng. thermospray ionization, TSP)

e hemijska jonizacija (eng. chemical ionization, CI)

e jonizacija bombardovanjem brzim atomima (eng. fast-atom bombardment, FAB)
e hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku (eng. atmospheric pressure

chemical ionization, APCI)

elektrosprej jonizacija (eng. electrospray ionization, ESI)

ESI tehnika se pretezno koristi za analizu polarnih 1 srednje polarnih jedinjenja,
dok se APCI koristi za analizu jedinjenja srednje i male polarnosti (slika 2.11). Joni
formirani u jonskom izvoru se putem jonske optike dalje usmeravaju i sprovode do
masenog analizatora. Maseni analizator omogucava razdvajanje jona na osnovu m/z
vrednosti. Postoje razli€iti tipovi masenih analizatora, a naj¢e$¢e se koriste: kvadrupolni
analizator, jonski trap, analizator vremena preleta jona (eng. time of flight, TOF),
orbitrap, kao i njihove kombinacije. Vazan deo masenog spektrometra je sistem za
odrzavanje niskog pritiska (10%-10" Pa) tj. vakuum sistem. Maseni analizator i
detektor se nalaze pod visokim vakuumom koji obezbeduje minimalnu interakciju jona

tj. spre¢ava da dode do sudara, neutralizacije, rasejanja ili fragmentacije jona.

200 000

15000 —

1000 —

MOLEKULSKAMASA

10

Nepolarni analiti Polarni analiti

POLARNOST

Slika 2.11. Kriterijumi za izbor jonskog izvora u zavisnosti od molekulske mase i

polarnosti ispitivane supstance.
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2.14.1. Tehnike jonizacije

Prilikom analize uzoraka iz Zivotne sredine za jonizaciju steroidnih hormona
koriste se elektrosprej jonizacija (Matéjicek et al., 2007; Al-Odaini et al., 2010; Vega-
-Morales et al., 2010; Gorga et al., 2014) i hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku
(Shafrir i Avisar, 2012; Wang i1 Gardinali, 2012). Za razliku od hormona, efikasna
jonizacija humanih/zivotinjskih sterola (Wang i Gardinali, 2012; Bataglion et al., 2015)
1 biljnih sterola (Rozenberg et al., 2003; Cafiabate-Diaz et al., 2007; Segura Carretero et
al., 2008; Zarrouk et al., 2009; Zhang et al., 2009; Mo et al., 2013) se najces¢e moze
posti¢i samo pomoc¢u APCI tehnike.

Elektrosprej jonizacija pripada tzv. ,,mekim* jonizacionim tehnikama. Analit koji
je rastvoren u polarnom, isparljivom rastvaracu se rasprsuje u struji azota kroz kapilaru
¢iji se vrh nalazi pod visokim naponom (3-5 kV) pri ¢emu nastaje aerosol sastavljen od
viSestruko naelektrisanih kapljica. Usled isparavanja rastvaraca, kapljice se smanjuju i
raste njihov povrSinski napon. Kada povrSinski napon ne moze viSe da izdrzi
nagomilano naelektrisanje dolazi do eksplozije kapljica. Ovaj proces se ponavlja i kao
rezultat se dobijaju joni analita oslobodeni od rastvaraca koji kroz jonsku kapilaru stizu

do masenog analizatora (slika 2.12) (Ardrey, 2003; Kostiainen 1 Kauppila, 2009).

Jonska

kapilara
Joni analita .
Unos uzorka ——\ g Maseni
(LC sistem) F i+ spektrometar
Kapilara
ESlizvora
Isparavan]e Eksplozua .
f * " Joni analita
Vlsestruko " i
naelektrisana Vlsestrg o
Kkaolii naelektrisana
apljica ..
kapljica

Slika 2.12. Sematski prikaz elektrosprej jonizacije.
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Procec jonizacije ESI tehnikom je veoma kompleksan, pri ¢emu efikasnost
jonizacije zavisi od svojstava odabranih rastvaraa i aditiva, poput isparljivosti,
provodljivosti, dielektricne konstante, koncentracije elektrolita, pH vrednosti itd. Na
proces jonizacije utiCu 1 fizicko-hemijska svojstva analita, uklju¢ujuéi pK, vrednost,
hidrofobnost 1 dr., kao i parametri samog procesa (protok mobilne faze, temperatura i
napon) (Kostiainen i Kauppila, 2009).

APCI tehnika je prvi put kombinovana sa masenom spektrometrijom jos
sedamdesetih godina XX veka. Ova metoda je analogna klasi¢noj metodi hemijske
jonizacije, s tim $to se kod APCI proces jonizacije odigrava na atmosferskom pritisku, a
kod hemijske jonizacije u vakuumu (Kostiainen i Kauppila, 2009). Razlikuje se od
drugih tehnika jonizacije po nacinu formiranja kapljica i mehanizmu daljeg nastanka
jona. Rastvor analita se uvodi u pneumatski rasprSiva¢ gde se pomocu gasa za
rasprSivanje formiraju kapljice (slika 2.13). Nastali sprej zatim prolazi kroz zagrejanu
kvarcnu cev (200—600 °C) gde se desolvatizuje i uzorak prevodi u gasovito stanje. Uz
pomo¢ elektricnog praznjenja (eng. corona discharge) dolazi do jonizacije molekula
rastvaraca, a daljim sudarima i nizom hemijskih reakcija sa molekulima analita dolazi
do formiranja jona analita. Nastali joni zatim prolaze kroz jonsku kapilaru do masenog

analizatora (Ardrey, 2003; Kostiainen 1 Kauppila, 2009).

joni skimeri
kapilara
kapljice analitau jonska
rastvaracu (sprej) kapilara
analitu R maseni
mobilnoj fazi L } ) spektrometar
» ."'I:"':.:l'iiiiltiiliiiliilli\i—h
‘ | N (9)
gas za rasprsivanje grejac .
elektri¢no
praznjenje
ATMOSFERSKI PRITISAK pumpa

Slika 2.13. Prikaz hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku.
Kod hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku veliki uticaj na proces

jonizacije ima sastav mobilne faze. Male promene u sastavu mobilne faze dovode do

znaCajne promene efikasnosti jonizacije (Kostiainen i Kauppila, 2009). Mobilna faza u
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reverzno-faznoj LC-APCI-MS analizi se najces¢e sastoji od smeSe metanola ili
acetonitrila sa vodom. Medutim, istrazivanja su pokazala da se znacajno veéi signal
analita dobija ukoliko se umesto acetonitrila koristi metanol (Ma i Kim, 1997). Takode,
dodatak aditiva mobilnoj fazi, kao S§to su organske soli (npr. amonijum-acetat ili
amonijum-formijat) i kiseline (mravlja i siréetna kiselina), moZe imati znacajan uticaj na
formiranje jona analita u procesu jonizacije (Kostiainen i Kauppila, 2009).

Osnovne karakteristike 1 razlike izmedu elektrosprej jonizacije 1 hemijske

jonizacije na atmosferskom pritisku su prikazane u tabeli 2.7 (Ardrey, 2003).

Tabela 2.7. Uporedne karakteristike razlicitih tehnika jonizacije u masenoj

spektrometriji.
Karakteristike ESI APCI
Tip jonizacije Jonizacija pretezno u rastvoru Jonizacija u gasovitoj fazi
Termolabilna jedinjenja Isparljiva i termostabilna
jedinjenja
Tip jedinjenja Polarna i srednje polarna Slabo polarna i nepolarna

jedinjenja
Jedinjenja ve¢e molekulske
mase

jedinjenja
Jedinjenja manje molekulske
mase

Protok mobilne
faze

3 pL min '—1 mL min "'
Optimalan protok: 200 pL min™'
Veci protok zahteva veci protok
azota 1 viSu temperaturu
kapilare; osetljivija na sastojke
matrice uzorka i mobilnu fazu
od APCI

200 pL min '—2 mL min "'
Optimalan protok: 500 uL min™’
Veci protok zahteva veci protok
azota 1 viSu temperaturu u
isparivacu

2.14.2. Jonski trap

Za odredivanje tragova steroidnih hormona 1 sterola u uzorcima iz zivotne sredine
najcesce se koriste trostruki kvadrupol (Al-Odaini et al., 2010; Liu ef al., 2011; Wang 1
Gardinali, 2012; Gorga et al., 2014; Bataglion et al., 2015) 1 jonski trap (Mat&jicek et
al., 2007; Huerta-Fontela et al., 2011; Shafrir i Avisar, 2012). Jonski trap je uredaj koji
koristi oscilujuce elektri¢no polje za Cuvanje i1 analiziranje jona. Radiofrekventno polje

skladisti jone u dve ili tri dimenzije.
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Stoga se jonski trapovi mogu klasifikovati kao (de Hoffmann i Stroobant, 2007):

e trodimenzionalni (3D)

e dvodimenzionalni (2D)

Istorijski gledano, prvi koris¢eni trapovi su bili 3D, tzv. kvadrupolni jonski
trapovi (QITs, eng. quadrupole ion traps). Kvadrupolni jonski trap je zapravo Polov
jonski trap, nazvan prema fizi¢aru Volfgangu Polu (de Hoffmann i Stroobant, 2007).
Polov jonski trap se sastoji od jedne prstenaste 1 dve tanjiraste elektrode (slika 2.14)
koje zatvaraju prsten sa obe strane. Postoje jonski trapovi sa eksternom i internom
jonizacijom. Kod eksterne jonizacije, joni nastali u jonskom izvoru se unose u trap, dok
se kod interne jonizacije molekuli uzorka ubacuju u unutrasnju Supljinu prstena gde se
jonizuju. U LC-MS analizi se koriste jonski trapovi sa eksternom jonizacijom. Unutar
trapa, joni se pod uticajem radiofrekventnog polja prstenaste elektrode kreéu po
stabilnim putanjama i mogu da se ¢uvaju u njemu od nekoliko milisekundi do nekoliko
sati. Da bi se postigla maksimalna efikasnost joni treba da budu fokusirani oko centra
trapa, gde je polje najblize idealnom, Sto se postize uvodenjem helijuma koji pri sudaru
sa jonima smiruje njihove oscilacije 1 na taj nacin ih stabilizuje. Povecanjem
radiofrekventnog napona joni analita se iz unutrasnjosti trapa Salju ka detektoru po
redosledu koji odgovara odnosu njihove mase i naelektrisanja (m/z), pri ¢emu se dobija

maseni spektar (Ardrey, 2003).

T Prstenasta
elektroda
T
Jonski
izvor
Detektor
Ne & o
Tanjirasta Tanjirasta
elektroda elektroda

10-25em ————

Slika 2.14. MS sistem sa Polovim jonskim trapom.
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Linearni jonski trap se sastoji od dva para elektroda na ¢ijim se krajevima nalaze
so¢iva koja usmeravaju jone ka unutrainjosti trapa. Cetiri paralelne elektrode su
podeljene u tri segmenta, a na centralnim delovima dve naspramno postavljene
elektrode se nalaze prorezi za izlaz jona iz trapa (slika 2.15a). Joni formirani u jonskom
izvoru pod snizenim pritiskom prolaze kroz zagrejanu jonsku kapilaru. Pomoc¢u jonske
optike, joni se usmeravaju u linearni jonski trap. Prilikom uvodenja jona u trap, svaki
segment elektroda se nalazi na razli¢itom naponu. Joni se zadrzavaju u trapu promenom
napona prvog i treeg segmenta, dok napon srednjeg segmenta ostaje nepromenjen. Da
bi se dobio maseni spektar jona zadrzanih u trapu napon se uvecava i joni se izbacuju iz
trapa kroz proreze na elektrodama ka detektoru, prema odnosu mase i naelektrisanja
(slika 2.15b). U trap se uvodi inertan gas, kao $to je helijum, da bi se smanjila kineticka

energija jona i obezbedile stabilne putanje u trapu (de Hoffmann i1 Stroobant, 2007).

(@)

Slika 2.15. Linearni jonski trap: (a) raspored elektroda (de Hoffmann 1 Stroobant, 2007);

(b) prikaz nacina rada (unos jona u trap i izbacivanje prema m/z odnosu).

Jedna od bitnih prednosti linearnog jonskog trapa u odnosu na Polov trap je
10 puta veéi kapacitet skladistenja jona. Cak se i sa 20 000 uskladiitenih jona u
linearnom jonskom trapu moZze dobiti dobar maseni spektar, bez efekta razelektrisanja
jona, dok se kod Polovog jonskog trapa ovaj efekat javlja ve¢ sa 500 jona. Jo$ jedna
prednost 2D linearnog jonskog trapa je veca efikasnost skladiStenja jona. Kada se joni iz
spoljasnjeg jonskog izvora unose u 2D trap, efikasnost skladistenja iznosi preko 50%,

dok za 3D trap iznosi oko 5%. Ove prednosti linearnog jonskog trapa doprinose
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povecanju analitickog opsega i1 osetljivosti masenog analizatora u odnosu na Polov

jonski trap (de Hoffmann i Stroobant, 2007).

2.14.3. Tandem masena spektrometrija

Tandem masena spektrometrija (MS/MS) je metoda koja se zasniva na izolovanju
prekursor jona analita (prvi stupanj MS analize) i daljoj fragmentaciji i1 analizi nastalih
fragmentnih jona (drugi stupanj MS analize). Ukoliko se broj koraka u MS analizi
poveca, tj. uradi dalja fragmentacija nastalih jona i1 njihova analiza, onda se takva
analiza obelezava sa MS".

Tandem masena spektrometrija se moze izvoditi tandemski u prostoru i tandemski
u vremenu. Povezivanjem tri prostorno odvojena masena spektrometra, kod kojih se u
prvom vrsi izolovanje prekursor jona, u drugom njihova fragmentacija, a u tre¢em
analiza nastalih fragmentnih jona, postize se tandem masena analiza u prostoru.
Najvazniji maseni spektrometar kod kojeg se masena analiza izvodi tandemski u
prostoru je trostruki kvadrupol (eng. friple quadrupole, QQQ). Sastoji od tri serijski
povezana kvadrupolna analizatora u kojima se istovremeno izvodi masena analiza. Kada
se masena spektrometrija izvodi tandemski u vremenu, masena analiza se odvija u istom
prostoru, ali u razli¢ito vreme, kao kod jonskog trapa. Prvo se jon analita izoluje u
jonskom trapu podeSavanjem radiofrekventnog napona, a zatim se dalje razlaZze na
manje, fragmentne jone. Na ovaj nacin je omogucena identifikaciju analita, ne samo
prema m/z odnosu, ve¢ 1 na osnovu karakteristi¢nih fragmenata (Ardrey, 2003; Niessen,
2006).

Izvodenje tandem masene analize u trostrukom kvadrupolu se razlikuje od analize
u jonskom trapu i po tome Sto se za fragmentaciju prekursor jona koriste argon ili azot,
dok se u jonskom trapu koristi helijum. U jonskom trapu se mozZe izvesti veci broj
sudara sa molekulima gasa nego kod trostrukog kvadrupola, zbog duzeg zadrzavanja
jona u trapu. Takode, stepen konverzije prekursor jona u produkt jone je mnogo visi kod

jonskog trapa u odnosu na QQQ (Niessen, 2006).
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2.15. Te¢na hromatografija u sprezi sa masenom spektrometrijom

Glavni nedostatak te¢no-hromatografske analize viSekomponentne smeSe je
nemogucnost nedvosmislene identifikacije svih komponenata, cak i u slucaju kada su
supstance potpuno hromatografski razdvojene. Identifikacija se zasniva na poredenju
retencionih karakteristika (naj¢eS¢e retencionih vremena) nepoznatih sastojaka i
standardnih supstanci pod istim eksperimentalnim uslovima. Dodatni problem je taj Sto
veliki broj supstanci pokazuje slicno ponasanje u hromatografskom sistemu, pa se 1
pored optimizacije hromatografskih uslova ne moze posti¢i potpuno razdvajanje svih
ispitivanih supstanci (Ardrey, 2003).

S druge strane, maseni spektrometar omogucava pouzdanu identifikaciju
jedinjenja na osnovu informacija o strukturi i molekulskoj masi ispitivanog analita.
Naime, maseni spektar svake supstance je dovoljno specifican da obezbedi njenu
nedvosmislenu identifikaciju. Kombinovanjem tecne hromatografije sa tandem
masenom spektrometrijom (LC-MS/MS) dobija se visoko selektivna i osetljiva tehnika
za pouzdano razlikovanje analita, ¢ak i1 kada nisu potpuno hromatografski razdvojeni
(Ardrey, 2003).

Istrazivanja o moguénostima povezivanja te¢ne hromatografije sa masenom
spektrometrijom su zapoceta jo§ u ranim 70-im godinama. Najznacajniji problem bio je
nekompatibilnost visokog pritiska mobilne faze u LC sistemu sa vakuumom u masenom
spektrometru. Problem je bio i primena neisparljivih aditiva u mobilnoj fazi, kao 1
potencijalna degradacija prilikom jonizacije termolabilnih 1 neisparljivih supstanci na
povisenoj temperaturi. Svi ovi problemi otklonjeni su uvodenjem tehnika jonizacije koje
se odvijaju na atmosferskom pritisku, kao §to su ESI i APCI (Niessen, 2006).

Danasnje oblasti primene LC-MS metode su raznovrsne i obuhvataju kvalitativno
1 kvantitativno odredivanje supstanci velikog opsega molekulskih masa, ukljucujuc¢i
sintetske polimere, biopolimere, zagadujuce materije zivotne sredine, farmaceutska

jedinjenja (lekove 1 njihove metabolite) 1 razne prirodne proizvode.
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2.16. LC-MS/MS analiza odabranih steroidnih jedinjenja

LC-MS/MS metoda pruza odli¢nu osetljivost i selektivnost u analizi tragova
odabranih steroidnih hormona i sterola u uzorcima iz zivotne sredine. Hromatografsko
razdvajanje steroidnih jedinjenja najceSce se vrs$i na C;g kolonama (Petrovic et al.,
2002a; Mo et al., 2013; Bataglion et al., 2015), a kao mobilna faza obicno se koristi
smeSa vode 1 metanola ili acetonitrila, sa gradijentom eluiranja od 10% do 100%
organskog rastvaraa (Matéjicek et al., 2007; Vega-Morales et al., 2010; Wang 1
Gardinali, 2012). Kako bi se poboljsala osetljivost MS detekcije, ¢esto se u mobilnu
fazu dodaje 0,1% siréetne kiseline (Vega-Morales et al., 2010), 0,1% mravlje kiseline
(Wang 1 Gardinali, 2012), 10 mM amonijum-acetat (Al-Odaini et al., 2010) ili
postkolumno amonijak (Baronti ef al., 2000).

Da bi se poboljsalo hromatografsko razdvajanje steroidnih hormona, kao aditivi u
mobilnoj fazi koriste se reagensi koji pospesuju stvaranje jonskih parova (eng. ion-
-pairing agents). Kada se detektuju pozitivni joni analita, ¢esto se kao aditiv koristi
heptafluorobuterna kiselina (HFBA) u koncentraciji od 0,1%, za poboljSanje oblika i
simetrije pikova analita 1 povecanje retencionog vremena veoma polarnih supstanci.
Prilikom detekcije negativnih jona analita, kao reagensi za stvaranje jonskih parova
koriste se bazna jedinjenja, poput amonijaka 1 tributilamina. Dodaju se mobilnoj fazi i
zbog poboljSanja deprotonovanja slabo kiselih analita, kao $to je 17a-etinilestradiol (Al-
Odaini et al., 2010).

Kao Sto je prethodno navedeno, humani/Zivotinjski steroli se veoma retko
analiziraju LC-MS/MS metodom. Kao mobilna faza koristi se kombinacija metanola 1
vode, a udeo metanola u mobilnoj fazi varira od 50% do 100% (Wang i Gardinali, 2012;
Bataglion et al., 2015). Da bi se pospesila jonizacija, mobilna faza ¢esto sadrzi i 0,01%
mravlje kiseline (Wang 1 Gardinali, 2012). Hromatografsko razdvajanje biljnih sterola,
u najvecem broju slucajeva, izvodi se sa smeSom acetonitrila i vode, uz 0,01% siréetne
kiseline (Cafnabate-Diaz et al., 2007; Segura Carretero et al., 2008; Zarrouk et al., 2009;
Zhang et al., 2009). Pored toga, primenjuju se i smese acetonitrila i metanola (99:1, v/v,
Mo et al., 2013), kao 1 metanola i vode sa 1% acetonitrila (Rozenberg et al., 2003).

Steroidni hormoni se u procesu MS analize mogu jonizovati putem ESI 1 APCI

tehnike. Estrogeni hormoni u procesu elektrosprej jonizacije ¢esto formiraju negativne
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jone, pri ¢emu su prekursor joni deprotonovani molekuli analita [M—H]| (Matéji¢ek
et al., 2007; Vega-Morales et al., 2010; Wang i Gardinali, 2012). 170- i
17B-Estradiol jonizacijom daju isti prekursor jon (m/z 271) koji daljom fragmentacijom
daje jone m/z 183 1 m/z 145 (Matéjicek et al., 2007). S obzirom na to da ova dva
izomera imaju identiCan prekursor jon, kao i reakcije kvantifikacije 1 potvrde,
neophodno je njihovo potpuno hromatografsko razdvajanje koje omogucava
razlikovanje ova dva jedinjenja. Najintenzivniji joni gestagenih hormona, noretindrona i
levonorgestrela, u procesu elektrosprej jonizacije detektuju se kao pozitivni joni, tj.
protonovani molekuli [M+H]" (Al-Odaini et al., 2010). Za razliku od ESI, u procesu
APCI jonizacije svi steroidni hormoni se detektuju kao pozitivni joni. Estriol,
17a-etinilestradiol, 17p-estradiol 1 mestranol kao dominantne prekursor jone formiraju
protonovane dehidratisane molekule [M—H,0+H]", dok se ekvilin i estron detektuju kao
protonovani molekuli [M+H]" (Wang i Gardinali, 2012).

Zbog izrazite lipofilnosti 1 nedostatka polarnih funkcionalnih grupa,
humani/Zivotinjski 1 biljni steroli se ne mogu efikasno jonizovati ESI tehnikom (Wang i
Gardinali, 2012; Mo et al., 2013). APCI tehnikom formiraju se pozitivni joni analita, pri
¢emu se kao dominantni u MS spektru javljaju protonovani dehidratisani molekuli
[M—H,0+H]". Jonizacijom stereoizomera koprostanola, epikoprostanola i holestanola
formiraju se identi¢ni prekursor 1 fragmentni joni, S$to otezava njihovu maseno-
-spektrometrijsku detekciju. Unapredena tehnika tecne hromatografije, pod nazivom
te€na hromatografija ultra visokih performansi (UHPLC), omogucéava uze pikove
analita (oko 5-10 us Sirine) 1 time potpuno razdvajanje ovih stereoizomera u veoma
kratkom vremenu (Bataglion ef al., 2015). U procesu fragmentacije kampesterola,
[-sitosterola i stigmasterola formira se isti produkt jon m/z 81 (Bataglion ef al., 2015).
Medutim, ovaj fragmentni jon se ne moze detektovati pomocu jonskog trapa. Naime,
najmanja masa fragmentnog jona koja se moze detektovati pri radu sa jonskim trapom
definisana je kao tre¢ina mase prekursor jona koji se fragmentiSe. Grupa fitosterola
(stigmasterol, B-sitosterol i sitostanol) se moze analizirati i u obliku dehidratisanih

molekula analita [M—H,0]" (Cafiabate-Diaz et al., 2007; Zhang et al., 2009).
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2.17. Uticaj matrice

Veliki problem u LC-MS analizi steroidnih jedinjenja moze predstavljati uticaj
matrice uzorka (eng. matrix effect). Uticaj matrice predstavlja supresiju ili pojacanje
signala analita usled prisustva komponenata iz matrice uzorka i moze dovesti do lazno
pozitivnih ili negativnih rezultata ili neta¢ne kvantifikacije. Uticaj matrice je posebno
izrazen kod ESI tehnike jonizacije (Al-Odaini et al., 2010; Liu et al., 2011), dok je
APCI tehnika manje osetljiva na prisustvo komponenata matrice u jonskom izvoru.
Tacan mehanizam pojacanja/supresije signala analita jo§ uvek nije u potpunosti poznat,
ali se pretpostavlja da komponente matrice uzorka utiCu na efikasnost procesa
jonizacije. U literaturi postoji nekoliko pristupa za smanjenje uticaja matrice, a jedan od
najefikasnijih je paZzljiv izbor odgovarajuce kalibracione tehnike. Najces¢e koriS¢ene

metode kalibracije su (Gomes et al., 2004):

e metoda internog standarda
o cksterna kalibracija sa standardima analita koji odgovaraju matrici uzorka (eng.
matrix-matched standards)

e metoda standardnog dodatka

Metoda internog standarda je Cesto koriS¢ena u analizi steroidnih jedinjenja u
razli¢itim matricama (Fattore et al., 1996; Isobe et al., 2002; Matéjicek et al., 2007; Al-
-Odaini et al., 2010; Bataglion et al., 2015). Zasniva se na primeni izotopski obeleZenih
standarda analita. Ova metoda je veoma pouzdana, ali je prilikom simultanog
odredivanja veceg broja analita potrebno koristiti i veliki broj odgovaraju¢ih internih
standarda, koji nisu uvek dostupni ili su veoma skupi. Metoda kalibracije sa
standardima analita u matrici uzorka se takode koristi u analizi steroida u uzorcima iz
zivotne sredine (Marvin et al., 2001; Lopez de Alda et al., 2002; Vega-Morales et al.,
2010). Medutim, Cesto je problem pronaci odgovaraju¢u matricu uzorka koja ne sadrzi
odabrane analite. Metoda standardnog dodatka je veoma efikasna u eliminaciji uticaja
matrice. Medutim, njeno izvodenje zahteva puno vremena jer se za svaki uzorak
priprema posebna kalibraciona kriva. Kako bi se smanjio uticaj matrice, ometajuce
komponente se mogu ukloniti preciS¢avanjem ekstrakta ili dodatkom aditiva mobilnoj

fazi kako bi se pospesio proces jonizacije (Gomes ef al., 2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Rastvori odabranih steroidnih jedinjenja i reagensi

Hemijske strukture, hemijske formule i relativne molekulske mase odabranih

steroidnih hormona, humanih/Zivotinjskih i biljnih sterola prikazane su u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Hemijske strukture, hemijske formule i relativne molekulske mase

odabranih steroidnih jedinjenja.

Steroid Hemijska struktura Hemijska formula M,

OH

Estriol Q{Sjj C15H240; 288
HO

[0

Estron /E:C?é C18H2202 270
HO

Ekvilin O“. C18H2002 268
HO

.c=cH
Noretindron /Céjj CaoHa:Os 298

(==

p4 OH__

o wC=CH

5 17a-Etinilestradiol CaoH240; 296

S o
17B—Estradi01 C 1 8H2402 272
17(x-Estradiol C 1 8H2402 272
Levonorgestrel C>1Hx50, 312
Mestranol CaHaOs 310
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Tabela 3.1. (nastavak)

Steroid Hemijska struktura Hemijska formula M,
Epikoprostanol @ﬁ/ C,r7Hys0 388

=

© Epiholestanol Cy7HygO 388

7 )

l'-ﬂ HO" H

o

»n

o

% Koprostanol /@igj\‘ﬁ\ﬁ/ C,7H430 388

2 HO

o H

[

o

)E Holestanol Cy7H450 388

— HO :

Z H

S

a Holesterol Cy7H460 386

HO

Holestanon C,7H460 386
Dezmosterol Cy7H4sO 384
Stigmasterol CyoHygO 412

[o—

-

=)

(=

E Kampesterol CogHygO 400

z

4

=

]

=
B-Sitosterol Cy9H500 414
Sitostanol CyH5,0 416
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Za izvodenje eksperimenata koriS¢eni su analiticki standardi steroidnih hormona i
sterola visoke Cistoce (> 99%, Steraloids Inc., Njuport, SAD). Standardni rastvor
svakog analita pripremljen je u metanolu pri koncentraciji 100 pg mL™'. MeSanjem
odredenih zapremina pojedinacnih standardnih rastvora i1 razblaZzivanjem metanolom,
pripremljen je rastvor svih steroida koncentracije 5 pgmL ™', a zatim 11 2 pgmL™". Svi
rastvori su ¢uvani na —4 °C.

Svi koriS¢eni rastvaraci bili su HPLC Cdisto¢e, od proizvodaca J.T. Baker
(Deventer, Holandija) ili Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka). Anhidrovani Na,;SO4
bio je analiticke Cd{isto¢e, proizvodaca Sigma-Aldrich. Koriséen je silika-gel
(Promochem, LGC Standards GmbH, Nemacka) veli¢ine cestica 0,063-0,2 mm.
Aktiviranje silika-gela 1 Na;SO4 je vrSeno Zarenjem na 450 °C u trajanju od 6 h.
Dejonizovana voda je dobijena propustanjem vode kroz GenPure sistem (TKA,

Niederelbert, Nemacka) za dobijanje vode HPLC ¢istoce.

3.2. Snimanje masenih spektara analita

Maseni spektri analita dobijeni su koriS¢enjem LCQ Advantage i LTQ XL
(Thermo Scientific, Waltham, SAD) jonskih trapova, kao masenih spektrometara. Kao
jonizacione tehnike testirane su hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku (APCI) 1
elektrosprej jonizacija (ESI). Maseni spektri su snimljeni pri koncentraciji od
10 ng mL™, unoSenjem standardnog rastvora svakog analita direktno u maseni
spektrometar. Za svaki analit su snimljeni maseni spektri u opsegu m/z 50-1000.
Utvrdeno je da ESI tehnika nije efikasna u jonizaciji svih steroidnih hormona, kao ni
sterola. Zbog toga je odabrana metoda APCI, kao efikasna u jonizaciji svih odabranih
analita. Za detektovanje svakog analita optimizovani su parametri jonskog izvora:
temperatura kapilare (200 °C) 1 temperatura isparivaca (400 °C).

U MS spektru svakog analita odabran je najintenzivniji jon kao prekursor, a zatim
je izvrSena optimizacija kolizione energije, tj. energije sudara sa atomima helijuma u
jonskom trapu, za dobijanje najintenzivnijeg i najstabilnijeg fragmentnog jona. Daljim
MS" stupnjevima analize, uz optimizaciju kolizione energije, dobijeni su stabilni i
intenzivni fragmentni joni. Obrada rezultata izvrSena je pomocu softverskih paketa

Xcalibur v. 1.3 1 2.2 (Thermo Scientific, SAD).
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3.3. Optimizacija hromatografskog razdvajanja analita

Tec¢no-hromatografska analiza odabranih analita izvrSena je na Surveyor LC
sistemu (Thermo Scientific, Waltham, SAD). Za hromatografsko razdvajanje hormona
upotrebljena je Zorbax Eclipse® XDB-C;s reverzno-fazna kolona (Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD), dimenzija: 4,6 mm x 75 mm X 3,5 um, dok je
razdvajanje sterola izvrSeno na LiChrospher RP-18 EC koloni (Cronus, SMI-LabHut
Ltd., Velika Britanija), dimenzija: 4,6 mm x 250 mm x 5 um. Ispred kolona postavljena
je predkolona, dimenzija: 4,6 mm % 12,5 mm % 5 um (Agilent Technologies, SAD).

Hromatografska analiza odabranih steroida bila je podeljena u dve instrumentalne
metode. U prvoj metodi hromatografski su razdvojeni steroidni hormoni na Zorbax
Eclipse® XDB-C 3 koloni, a u drugoj su razdvojeni steroli na LiChrospher RP-18 EC
koloni. U obe metode, mobilna faza se sastojala od dejonizovane vode i metanola.
Testiranjem razli¢itih gradijenata mobilne faze ustanovljeno je da se optimalno
hromatografsko razdvajanje hormona i sterola u dve instrumentalne metode postize
primenom gradijenata mobilne faze prikazanih u tabeli 3.2. Zapremina od 10 puL

konac¢no dobijenog ekstrakta je injektovana u LC sistem.

Tabela 3.2. Sastav 1 gradijent mobilne faze za hromatografsko razdvajanje steroidnih

hormona (levo) i sterola (desno).

Zorbax Eclipse® XDB-Ci3 kolona LiChrospher RP-18 EC kolona

Vreme Protok H,O CH3;OH | Vreme Protok H,O CH;0H

(min) (ML min") (%) (%) | min) @@MLmin™" (%) (%)

0,00 0,8 45,0 55,0 0,00 1,7 0,0 100,0

13,00 0,8 45,0 55,0 7,00 1,7 0,0 100,0

13,01 0,8 0,0 100,0 7,01 1,5 0,0 100,0

18,00 0,8 0,0 100,0 12,00 1,5 0,0 100,0

18,01 0,8 45,0 55,0 14,00 1,5 10,0 90,0

28,00 0,8 45,0 55,0 15,00 1,5 10,0 90,0

15,01 1,5 0,0 100,0

25,00 1,5 0,0 100,0

25,01 1,7 0,0 100,0

35,00 1,7 0,0 100,0
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3.4. Optimizacija LC-MS/MS parametara

Nakon izbora optimalnih hromatografskih uslova i1 gradijenata mobilne faze,
pristupljeno je optimizaciji instrumentalnih uslova za pouzdanu identifikaciju tragova
odabranih steroidnih jedinjenja. Standardni rastvor svakog analita koncentracije
10 pg mL " je unoSen u tok mobilne faze, pri protoku od 1,0 mL min . Prilikom analize
steroidnih hormona mobilna faza se sastojala od 55% metanola 1 45% vode, dok je u
slu¢aju sterola koris¢eno 100% metanola. Na osnovu rezultata MS" analize, izabrane su
karakteristi¢ne reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje i potvrdu prisustva
svakog analita u kona¢no razvijenim LC-MS/MS metodama. Posto je tecno-
hromatografsko razdvajanje steroidnih hormona vr§eno na Zorbax Eclipse® XDB-Cig
koloni, a sterola na LiChrospher RP-18 EC koloni, instrumentalna detekcija 20
odabranih steroida je podeljena u dve metode. SRM (eng. selected reaction monitoring)
detekcija jona u obe instrumentalne metode je podeljena na vremenske segmente, pri
¢emu se vodilo racuna da se u svakom segmentu prikupljaju podaci za maksimalno

Cetiri reakcije fragmentacije.

3.5. Priprema uzoraka sedimenata

3.5.1. Predtretman uzoraka sedimenata

Svaki uzorak re¢nog sedimenta je suSen na sobnoj temperaturi u mraku tokom
sedam dana. Nakon suSenja, odreden je sadrzaj vlage u sedimentu. Na sahatnom staklu
je odmereno oko 1,0000 g sedimenta koji je zatim suSen u susnici na 105 °C. Iz razlike
u masi pre i posle suSenja, odreden je sadrzaj vlage u sedimentu, koji je bio manji od
0,05%. Osuseni uzorci sedimenata su zatim prosejani kroz sito veli¢ine pora 500 pm, da
bi se uklonile mehanicke necistoce koje bi mogle ometati analizu. Dalja analiza uzoraka

radena je sa frakcijom sedimenta manjom od 500 um.
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3.5.2. Ultrazvucna ekstrakcija odabranih steroidnih jedinjenja

U optimizaciji metode ultrazvu¢ne ekstrakcije izvrSen je izbor optimalnog
rastvaraCa za ekstrakciju, mase sedimenta, kao i vremena ultrazvucne ekstrakcije. Za
izvodenje svakog eksperimenta bilo je neophodno prethodno pripremiti uzorak recnog
sedimenta koji sadrzi poznatu koncentraciju steroida, a zatim i odgovaraju¢i standard.
Za optimizaciju parametara ultrazvucéne ekstrakcije i precis¢avanja ekstrakta uzorka
koris¢en je standard koji odgovara matrici uzorka (eng. matrix-matched standard). Na
slici 3.1 je Sematski prikazana procedura ekstrakcije odabranih steroidnih hormona i
sterola iz re¢nog sedimenta.

Procedura ekstrakcije tokom eksperimenata optimizacije parametara ultrazvucne
ekstrakcije je izvodena na slede¢i nacin: u plasti¢ne kivete zapremine 50 mL odmereno
je 1,0000 g uzorka sedimenta. Na uzorak sedimenta je dodato 1 mL standardnog
rastvora steroidnih hormona i sterola koncentracije 1 pgmL ™" i uzorak je ostavljen
preko no¢i da rastvara¢ ispari. U plastiénu kivetu je zatim dodato 5 mL rastvaraca, a
potom je izvrSena ekstrakcija u ultrazvuénom kupatilu u trajanju od 15 min. Nakon toga
je uzorak centrifugiran tokom 15 min pri brzini od 4000 o min~'. Tetna faza
(supernatant) je zatim dekantovana u staklene kivete. Na preostalu ¢vrstu fazu dodato je
ponovo 5 mL rastvaraca 1 postupak ekstrakcije je ponovljen jo§ dva puta, tako da je
kona¢no dobijeno 15 mL ekstrakta. Kivete su zatim prenesene u vodeno kupatilo
(t=30 °C) gde je ekstrakt uparavan do zapremine od oko 1 mL u struji azota. Ekstrakt
je potom kvantitativno prenet na kertridz za pre€iS€avanje. KertridZ je pre nanoSenja
ekstrakta kondicioniran sa 10 mL odgovarajuceg rastvara¢a. Nakon nanoSenja ekstrakta,
eluiranje je izvrSeno sa 10 mL rastvaraca u staklene kivete. Kivete su potom prenesene
u vodeno kupatilo gde je sadrzaj uparavan do suva u struji azota. Zatim je precis¢eni
ekstrakt rekonstituisan sa 0,5 mL metanola, homogenizovan, filtriran kroz poli(viniliden
fluorid) (PVDF) filter (Roth, Karlsruhe, Nemacka), veli¢ine pora 0,45 um, i analiziran.

Odgovaraju¢i standard je pripremljen tako Sto je prema opisanoj proceduri
ekstrahovan uzorak sedimenta u koji nije dodat standardni rastvor steroida, a zatim je u
poslednjoj fazi eksperimenta, nakon preciS¢avanja, ekstrakt rekonstituisan sa 0,5 mL

standardnog rastvora steroida koncentracije 2 pg mL ™.
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Uzorak: 1,0000 g sedimenta

v

Ultrazvucna ekstrakcija: 3 x 15 min
3 x 5 mL rastvaraca

Centrifugiranje: 3 x 10 min, 4000 o min '

Y

Uparavanje: do 1 mL

PreciS¢avanje: na koloni za preciS¢avanje

v

Eluiranje: 10 mL rastvaraca

Y

Uparavanje: do suva

v

Rekonstituisanje: 0,5 mL CH3OH (uzorak);
0,5 mL rastvora koncentracije 2 pg mL ™' (standard)

Slika 3.1. Procedura ekstrakcije steroidnih hormona 1 sterola iz re¢nog sedimenta.

3.5.2.1. Izbor optimalnog rastvaraca za ultrazvu¢nu ekstrakciju

Izbor rastvaraca za ekstrakciju ima veliki uticaj na prinos metode. Za izvodenje
eksperimenta odabrani su najce$c¢e koriS¢eni rastvaraci za ekstrakciju odabranih analita
iz sedimenata (Froehner et al., 2009; Martin et al., 2010; Liu et al., 2011) i to Cetiri
slabo polarna rastvara¢a (metanol, etil-acetat, aceton i acetonitril) i dva nepolarna
rastvaraCa (heksan i1 dihlormetan). Nakon izbora dva najbolja rastvaraca, ispitana je
efikasnost ekstrakcije njihovim smeSama u razli¢itim odnosima. Kao najefikasnija,
odabrana je kombinacija rastvaraca metanol/acetonitril (%CH;0OH:%CH;CN, v/v), a

ispitane su sledece njihove kombinacije:

e 60% CH3;0H:40% CH3;CN
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e 70% CH3;0H:30% CH3CN
e 80% CH3;0H:20% CH3;CN
e 90% CH3;0H:10% CH3;CN
e 95% CH;0H:5% CH3CN

Eksperimenti su izvodeni prema proceduri prikazanoj na slici 3.1, a dobijeni

ekstrakti su analizirani prethodno razvijenim LC-MS/MS metodama.
3.5.2.2. Izbor optimalne mase uzorka sedimenta

Nakon izbora rastvarac¢a za ekstrakciju, optimizovana je i masa uzorka recnog
sedimenta sa ciljem da faktor koncentrovanja analita bude §to veci, a koli¢ina
ekstrahovanih necistoa $to manja. Naime, ekstrahovane necistoée mogu znacajno
uticati na rezultate analize, a mogu dovesti 1 do oSteCenja analiticke opreme. 1z tog
razloga, pored mase od 1,0 g sedimenta, sa kojom su izvedeni svi prethodni ogledi,
testirana je 1 masa od 2,0 g sedimenta (Martin et al., 2010; Liu et al., 2011; Shafrir i
Avisar, 2012). Eksperiment je izveden prema proceduri prikazanoj na slici 3.1, uz
koriS¢enje najefikasnijeg rastvaraca odabranog u prethodnom ogledu. Uzorci
sedimenata su pripremljeni dodatkom smeSe svih steroida, tako da je ocekivana
koncentracija svakog analita u konatnom ekstraktu, nakon ultrazvuc¢ne ekstrakcije,

iznosila 2 pg mL™".
3.5.2.3. Izbor optimalnog vremena ultrazvucne ekstrakcije

Vreme kontakta rastvarata sa uzorkom ima znaCajan uticaj na efikasnost
ekstrakcije. Povecanje vremena ultrazvucne ekstrakcije obi¢no rezultuje u blagom
povecanju prinosa, ali dovodi 1 do produzenja procedure pripreme uzorka. Da bi se
skratilo vreme pripreme uzoraka, pored 3 x 15 min iz prethodnih ogleda, odabrana su
vremena ultrazvucne ekstrakcije od 3 x 5 min i 3 X 10 min. Eksperiment je izveden
prema proceduri prikazanoj na slici 3.1, uz upotrebu optimalnog rastvaraca za

ekstrakciju 1 odabrane mase sedimenta iz prethodnih ogleda.
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3.5.3. PreciS¢avanje dobijenih ekstrakata sedimenata

3.5.3.1. Izbor pakovanja kolone za preciS¢avanje

Prilikom optimizacije pre€iS¢avanja ekstrakta sedimenta izabrano je pakovanje
kolone za precis¢avanje, kao i1 najefikasniji rastvara¢ za eluiranje analita sa punjenja
kertridza. Pregledom literature (Lopez de Alda et al., 2002; Liu et al., 2004; Hajkova et
al., 2007; Hibberd et al., 2009; Biache i1 Philp, 2013) odabrana su Cetiri pakovanja koja

se obi¢no koriste za precis¢avanje ekstrakata sedimenata:

—

smesa silika-gela 1 anhidrovanog Na;SO4

2. HLB pakovanje (Oasis HLB kertridz, Waters, Milford, SAD)

3. C-18 pakovanje (Superclean ENVI 18 kertridz, Supelco, Bellefonte, SAD)
4. ugljeni¢no pakovanje (Superclean ENVI Carb kertridz, Supelco, SAD)

Smesa silika-gela i anhidrovanog Na,SO, se najcesée koristi za preciS¢avanje i
uklanjanje vlage iz organskih ekstrakata. Za pripremu kolona, izvrSeno je aktiviranje
silika-gela 1 Na,SO,4 Zarenjem na 450 °C u trajanju od 6 h. Prazni kertridZi (zapremine
6 mL) napunjeni su smeSom 0,50 g silika-gela 1 0,25 g anhidrovanog Na,SO4. Punjenje
kolone je zatim komprimovano 1 fiksirano izmedu dve porozne polietilenske frite, na

nacin prikazan na slici 3.2.

_
N
w

s - : ° 1. Postavljanje frite

2. Punjenje kolone

3. Komprimovanje i fiksiranje

punjenja izmedu dve frite

-

TS

Slika 3.2. Priprema kolona za preciS¢avanje.

Oasis HLB (200 mg/6 mL) je komercijalno dostupan kertridz, veoma zastupljen u

pripremi uzoraka vode metodom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (Al-Odaini et al., 2010;
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Jeanneau et al., 2011; Liu et al., 2011). Sastoji se od dva monomera, hidrofilnog
N-vinilpirolidona 1 lipofilnog divinilbenzena. Pored efikasne ekstrakcije, HLB
pakovanje obezbeduje i efikasno preciS¢avanje ekstrakata uzoraka.

Supelclean ENVI 18 (500 mg/6 mL) i Supelclean ENVI Carb (500 mg/6 mL) su
komercijalno dostupni kertrizi namenjeni za ekstrakciju i koncentrovanje analita, i
preciS¢avanje ekstrakata uzoraka iz zivotne sredine. Supelclean ENVI 18 se sastoji od
polimerno vezanih oktadecil-grupa (C18), dok je Supelclean ENVI Carb kertridz
pakovan grafitnim neporoznim ugljenikom koji ispoljava veliki afinitet prema polarnim
i nepolarnim organskim jedinjenjima koja se mogu ekstrahovati iz polarnih i nepolarnih
matrica.

Optimizacija procedure preciS¢avanja je izvedena na slede¢i nacin: kertridZi su
kondicionirani sa 5 mL odgovarajuéeg rastvaraca za eluiranje. Nakon toga, 1 mL
standardnog rastvora steroida koncentracije 1 pgmL ™' je nanet na kolonu za
precis€avanje. Analiti su eluirani sa pakovanja kolone sa 10 mL odgovarajuceg
rastvara¢a. Dobijeni eluati su upareni do suva u struji azota u vodenom kupatilu
na 30 °C, rekonstituisani sa 1 mL metanola, filtrirani kroz PVDF filter 1 analizirani
(slika 3.3a). Za eksperiment je koriS¢ena aparatura za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi koja
omogucava istovremeno preciS¢avanje 12 uzoraka (slika 3.3b). Aparatura se sastoji od
staklene kade na kojoj se nalazi izvod sa manometrom za vezivanje vakuum pumpe.
Staklena kada se zatvara perforiranim poklopcem na koji se postavljaju kolone za

preciS¢avanje. Ispod svakog kertridZza se postavljaju kivete za sakupljanje preciS¢enih

ekstrakata.
(a) Kondicioniranje NanoSenje  Eluiranje analita (b)
kertridza rastyora sa kertridza
| -
> L T
LC-MS/MS @
analiza
Tl
A Analit
@ Negistoce

Slika 3.3. (a) Prikaz procedure prec¢iS¢avanja ekstrakata sedimenata; (b) aparatura za

izvodenje postupka preciS¢avanja.
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3.5.3.2. Izbor optimalnog rastvaraca za eluiranje

Kao rastvaraci za eluiranje odabranih analita sa kolone za preciS¢avanje testirani
su: metanol, smesSa metanol/etil-acetat (1:1, v/v) 1 smeSa metanol/heksan (1:1, v/v).
Izabrani rastvaraci su testirani na Cetiri prethodno odabrana kertridza za precis¢avanje
ekstrakata sedimenata, prema navedenoj proceduri preciS¢avanja.

Nakon odabira optimalnog punjenja kertridza za pre¢iS¢avanje i dva rastvaraca za
eluiranje sa kojima su dobijeni najvisi prinosi analita, efikasnost preciS¢avanja je
testirana na ekstraktu realnog uzorka sedimenta. Eksperiment je izveden na isti nacin
kao 1 prethodni, uz razliku $to je na kondicionirani kertridz za preciS¢avanje nanesen
ekstrakt sedimenta dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom u koji je dodat standardni
rastvora steroida tako da koncentracija iznosi 1 pg mL ™. U ovom slu¢aju kvantifikacija
je radena koriS¢enjem standarda koji odgovara matrici uzorka, a koji je pripremljen tako
Sto je nakon preciS¢avanja ekstrakt rekonstituisan u standardnom rastvoru steroida

koncentracije 1 pg mL ™.

3.6. Validacija metode

Razvijena 1 optimizovana metoda je validirana tako S$to su uzorcima sedimenata
dodati standardni rastvori steroidnih jedinjenja tako da koncentracija svakog analita
iznosi 50, 100, 250, 500, 1000 i 2000 ng gﬁl. Zatim su sedimenti ekstrahovani prema
optimizovanoj proceduri ultrazvucne ekstrakcije, a dobijeni ekstrakti su preciSé¢eni
koris¢enjem optimalnog pakovanja kolone i1 optimalnog rastvaraca za eluiranje. Prinosi
analita su odredeni pomocu standarda koji odgovaraju matrici uzorka. Eksperimenti su
izvedeni analizom tri probe, u tri dana, a na osnovu rezultata je odredena ponovljivost
metode, izraZzena preko relativne standardne devijacije (RSD). Na osnovu rezultata je
odredena 1 linearnost metode, kao mogucénost da se unutar ispitivanog opsega
koncentracija detektuje signal direktno proporcionalan koncentraciji analita u uzorku.
Na osnovu krive zavisnosti povrSine pika svakog analita od koncentracije u ekstraktu
izradunati su koeficijenti korelacije, R°. Dodatno je linearnost metode procenjena
odredivanjem rezidualnih vrednosti za svaku tacku kalibracione krive. Rezidualne

vrednosti su odredene iz razlike povrSine pika analita u uzorku i povrSine pika analita
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preracunate koristeci kalibracionu krivu, tj. odgovarajucu jednacinu prave (Taverniers et
al., 2004).

Granica detekcije (eng. limit of detection, LOD) i granica kvantifikacije (eng. limit
of quantification, LOQ) optimizovane metode za svaki analit su izraCunate na osnovu
odnosa signala i Suma (eng. signal to noise, S/N) ocitanih iz SRM hromatograma. Za
izraCunavanje granica detekcije i1 kvantifikacije koris¢en je uzorak sedimenta kojem je
na pocetku procedure ekstrakcije dodat standardni rastvor steroida koncentracije
50 ng g '. Granica detekcije metode je odredena kao koncentracija pri kojoj je vrednost
S/N iznosila 3, dok je granica kvantifikacije izracunata kao koncentracija koja odgovara
vrednosti S/N = 10.

Uticaj matrice (eng. matrix effect, ME) je odreden koriS¢enjem standarda koji
odgovara matrici uzorka i standardnog rastvora steroidnih jedinjenja, pri koncentraciji
od 100 ng mL . Uticaj matrice je izra¢unat prema sledecoj jednaéini:

ME(%)=M x 100 — 100

solvent
gde je Pnawix — povrSina pika analita u standardu koji odgovara matrici uzorka, Pyjanx —

povrsina pika analita u uzorku i Pgovent — povrSina pika analita u rastvaracu.
3.7. Metoda kalibracije

Za ceksperimente optimizacije metode pripreme uzoraka sedimenata kao
kalibraciona metoda koriS¢ena je metoda eksterne kalibracije sa standardima koji
odgovaraju matrici uzorka, tj. ,,matrix-matched* standardima. Standardi su pripremljeni
tako $to je prema opisanoj proceduri ekstrahovan uzorak sedimenta u koji nije dodat
standardni rastvor steroida, a zatim je u poslednjoj fazi eksperimenta, nakon
pre€iS€avanja, ekstrakt rekonstituisan u standardnom rastvoru steroida odgovarajuce
koncentracije. Prilikom kvantifikacije, povrSina svakog analita detektovanog u uzorku
sedimenta je oduzeta i od povrSine analita u uzorku kome je na pocetku dodat
standardni rastvor steroida i od povrSine analita u ,,matrix-matched* standardu.

Prilikom analize realnih uzoraka re¢nih sedimenata za kalibraciju je koriS¢ena
metoda standardnog dodatka. U cetiri odmerene probe ispitivanog uzorka sedimenta

dodati su redom pripremljeni standardni rastvori tako da su koncentracije iznosile 50,
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250, 1000 i 2000 ng g '. Zatim su sve probe pripremljene prema optimizovanoj

proceduri ekstrakcije i analizirane.

3.8. Uzimanje uzoraka re¢nih sedimenata

Uzorci recnih sedimenata su prikupljeni sa 11 mesta uzorkovanja u Srbiji
(slika 3.4). Tom prilikom je uzorkovan povrSinski sloj sedimenata. Pored toga,
analiziran je 1 uzorak sedimenta uzet iz Venecijanskog zaliva (Italija), kao i uzorak
aktivnog mulja iz PPOV u Veneciji, kako bi se sagledao uticaj dugogodis$njeg
precis€avanja otpadnih voda na kvalitet sedimenata i uocila razlika u odnosu na
sedimente prikupljene u Srbiji na lokacijama gde ne postoje PPOV. Uzorak aktivnog
mulja je pripremljen za analizu prema proceduri optimizovanoj za uzorke rec¢nih
sedimenata. U svim ispitivanim uzorcima odredeni su tragovi odabranih steroidnih
jedinjenja, a na osnovu odnosa koncentracija razliitih sterola utvrdeno je poreklo

fekalne materije u sedimentima.
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Slika 3.4. Prikaz mesta uzorkovanja recnih sedimenata u Srbiji.
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Opis mesta uzorkovanja, kao i karakteristike reka iz kojih su uzorci uzeti, poput,
povrsine sliva, protoka i duzine toka reke u Srbiji, je dat u tabeli 3.3. S obzirom na to da
92% povrsine Srbije pripada slivu reke Dunav (81 374 km®), veéina analiziranih
uzoraka je prikupljena iz reke Dunav i1 njenih najvecih pritoka Tise, Save i Velike

Morave.

Tabela 3.3. Opis mesta uzorkovanja i karakteristike reka iz kojih su uzeti uzorci re¢nih

sedimenata.
Oznaka Mesto uzorkovania Povrsina Protok, DuZina toka
uzorka uz vanj sliva, km> m’s’ reke u Srbiji, km
Dunav, Smederevo
S1 o
pre izliva otpadne vode
S2 Dunav, Smederevo 801463 6460 588
posle izliva otpadne vode
S3 Dunav, Donji Milanovac
S4 Tisa, pre naseljenog mesta
35 Tisa, posle naseljenog mesta, 157186 794 164
1 km od usé¢a u Dunav
Sava, Beograd,
S6 5 km od usca u Dunav 95719 1564 206
Velika Morava,
S7 .
pre naseljenog mesta
Velika Morava, 37444 232 185
S8 posle naseljenog mesta,
1 km od us¢a u Dunav
Topciderka, Beograd
S9 N o
u blizini izvorista
— 147 <1 31
Topciderka, Beograd,
S10 . ..
u naseljenom podrucju
311 Veliki Lug, Mladenovac, 471 22 37

u naseljenom podrucju

Uzorci re¢nih sedimenata 1z reke Dunav su uzeti u Smederevu (uzorci S1 i S2),
pre 1 posle izliva komunalne otpadne vode u Dunav, i Donjem Milanovcu (uzorak S3).
Iz reke Tise, najduze pritoke Dunava, prikupljena su dva uzorka (uzorci S4 i S5), pre i
posle naseljenog mesta. Uzorak S5 je uzet oko 1 km od uséa Tise u Dunav. Uzorak iz
reke Save (uzorak S6) je uzet u Beogradu, oko 5 km od u$¢a Save u Dunav. Uzorci

sedimenata iz Velike Morave (uzorci S7 1 S8) su uzeti pre i posle naseljenog mesta, pri

78



Eksperimentalni deo

¢emu je uzorak S8 uzet oko 1 km pre ulivanja Velike Morave u Dunav.

Uzorci re¢nih sedimenata su uzeti i iz dve male reke, Topc¢iderke i Velikog Luga,
za koje se zna da su izlozene velikom humanom fekalnom zagadenju. Ovi uzorci recnih
sedimenata su prvenstveno koris¢eni kako bi se ispitala efikasnost odabranih odnosa
sterola u identifikaciji humane fekalne kontaminacije. Topciderka je desna pritoka Save,
u koju se uliva u Beogradu. U Topcidersku reku se ulivaju netretirane otpadne vode
direktno iz naseljenih podru¢ja Beograda. Iz Topciderke su uzeta dva uzorka
sedimenata: jedan blizini izvorista reke (uzorak S9) koji se moze smatrati nezagadenim,
1 drugi uzorak uzet u naseljenom podrucju, nizvodno od brojnih ispusta otpadnih voda
(uzorak S10). Veliki Lug je reka koja se smatra veoma zagadenom zbog izlivanja
netretiranih komunalnih otpadnih voda grada Mladenovca. Uzorak re¢nog sedimenta
(S11) je uzet u Velikom Lugu nizvodno od izliva otpadnih voda. Vazno je naglasiti da
se oko 90% komunalnih otpadnih voda u Srbiji ne precis¢ava, kao i to da se u blizini

mesta uzorkovanja ne nalaze postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Maseni spektri odabranih analita

Maseni spektri analita dobijeni su koris¢enjem LCQ Advantage i LTQ XL jonskih
trapova, kao masenih spektrometara, a kao jonizacione tehnike koriS¢ene su hemijska
jonizacija na atmosferskom pritisku i elektrosprej jonizacija. Utvrdeno je da se pri
koris¢enju oba jonska trapa dobijaju isti maseni spektri analita. Elektrosprej tehnika
jonizacije se pokazala kao efikasna prilikom analize svega nekoliko steroidnih hormona
(noretindrona, 17a-etinilestradiola, 17a- i 17B-estradiola i levonorgestrela). Prilikom
jonizacije humanih/zivotinjskih i biljnih sterola ovom tehnikom ne dobijaju se stabilni
joni analita. Na slikama 4.1-4.5 prikazani su maseni spektri steroidnih hormona
dobijeni ESI tehnikom, dok su na slikama 4.6—4.14 dati maseni spektri svih odabranih
hormona dobijeni APCI tehnikom. Najintenzivniji joni u ovim spektrima odabrani su za
prekursor jone, a zatim je vrSena njihova dalja fragmentacija, pri ¢emu su dobijeni
maseni spektri fragmentnih jona (MS"). Na spektrima su pravougaonikom
(C_]) oznaceni fragmentni joni odabrani za kvantifikaciju, a elipsom (C) fragmentni

joni odabrani za potvrdu prisustva analita.
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Slika 4.1. Maseni spektri noretindrona: (a) ESI(+)MS; (b) ESI(+)MS* [M+H]".
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Slika 4.2. Maseni spektri 17a-etinilestradiola: (a) ESI(+)MS;
(b) ESI(+)MS? [M—H,0+H]".
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Slika 4.3. Maseni spektri 17f-estradiola: (a) ESI(+)MS; (b) ESI(H)MS? [M+H];
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Slika 4.4. Maseni spektri 17a-estradiola: (a) ESI(+)MS; (b) ESI(+)MS? [M—H,O+H]".
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Slika 4.5. Maseni spektri levonorgestrela: (a) ESI(+)MS; (b) ESI(+)MS* [M+Na]";
(c) ESI(H)MS? [M+H]".
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Dobijeni rezultati su pokazali da u procesu elektrosprej jonizacije ispitivana
steroidna jedinjenja daju samo pozitivne jone. lako su istrazivanja pokazala da estrogeni
hormoni u procesu elektrosprej jonizacije formiraju negativne jone, pri Cemu su
prekursor joni deprotonovani molekuli analita [M—H] (Mat¢jicek et al., 2007; Vega-
-Morales et al., 2010; Wang i Gardinali, 2012), u ovom radu nisu dobijeni stabilni
negativni joni estrogenih hormona ni primenom ESI ni APCI tehnike jonizacije. Bez
obzira na primenjenu jonizacionu tehniku, kao rezultat MS analize svih odabranih
steroidnih jedinjenja dobijeni su maseni spektri samo pozitivnih jona analita. Razlika u
rezultatima dobijenim primenom ESI i APCI tehnike je ta Sto se u procesu elektrospre;j
jonizacije noretindrona i levonorgestrela, pored dehidratisanog protonovanog molekula,
formiraju 1 adukti sa natrijumom. Takode, u ESI masenim spektrima 17a- 1 17f3-estra-
diola se javljaju protonovani molekuli analita, pored dehidratisanih protonovanih

molekula.
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Slika 4.6. Maseni spektri estriola: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS* [M-H,O+H]".
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Slika 4.7. Maseni spektri estrona: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS* [M+H]".
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Slika 4.8. Maseni spektri ekvilina: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS? [M+H]".
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Slika 4.9. Maseni spektri noretindrona: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS® [M+H]".
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Slika 4.10. Maseni spektri 17a-etinilestradiola: (a) APCI(+)MS;

(b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".
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Slika 4.11. Maseni spektri 17B-estradiola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS* [M—H,O+H]".
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Slika 4.12. Maseni spektri 17a-estradiola: (a) APCI(+)MS;
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Slika 4.13. Maseni spektri levonorgestrela: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS? [M+H]".
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Slika 4.14. Maseni spektri mestranola: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".
U slucaju steroidnih hormona estriola (slika 4.6), 17a-etinilestradiola (slika 4.10),
17B- 1 17a-estradiola (slike 4.11 1 4.12) i mestranola (slika 4.14) za prekursor jone

odabrani su protonovani dehidratisani molekuli analita ((M—H,O+H]"), kao dominantni
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joni u MS spektru. Estron (slika 4.7), ekvilin (slika 4.8), noretindron (slika 4.9) i
levonorgestel (slika 4.13) u procesu hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku kao
dominantne jone u MS spektru formiraju protonovane molekule analita ((M+H]"). Kao
Sto se moze videti na slikama 4.6 i 4.7, estriol i estron imaju identicne MS" reakcije
fragmentacije, tj. u procesu hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku formiraju isti
prekursor jon (m/z 271) i iste fragmentne jone za kvantifikaciju i potvrdu prisustva
analita. Isti slucaj je i sa 17B- i 17a-estradiolom, koji imaju istu relativnu molekulsku
masu, a razlikuju se samo u polozaju hidroksilne grupe. U procesu jonizacije oba
hormona nastaje isti prekursor jon, a daljom fragmentacijom nastaju isti fragmenti joni
(slike 4.11 1 4.12). U prethodnom istrazivanju (Matgjicek et al., 2007) je takode
pokazano da 17a- 1 17B-estradiol jonizacijom daju identiéne masene spektre.
Razlikovanje analita sa identi¢nim MS" reakcijama za kvantifikaciju i potvrdu prisustva
moze se posti¢i samo potpunim te¢no-hromatografskim razdvajanjem.

Maseni spektri odabranih humanih/zivotinjskih sterola su prikazani na slikama

4.15-4.20.
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Slika 4.15. Maseni spektri epikoprostanola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS? [M—H,O+H]".
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Slika 4.16. Maseni spektri epiholestanola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".
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Slika 4.17. Maseni spektri koprostanola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS* [M-H,O+H]".
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Slika 4.18. Maseni spektri holestanola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".
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Slika 4.19. Maseni spektri holesterola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS? [M—H,O+H]".
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Slika 4.20. Maseni spektri holestanona: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS* [M+H]".

Kao dominantni joni u MS spektrima ve¢ine humanih/Zivotinjskih sterola
izdvajaju se protonovani dehidratisani molekuli (slike 4.15-4.19). Samo u slu¢aju
holestanona, kao prekursor jon u procesu hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku
nastaje protonovani molekul (slika 4.20). Maseno-spektrometrijskom analizom cetiri
izomera: epikoprostanola, epiholestanola, koprostanola i holestanola, dobijene su iste
MS" reakcije fragmentacije. TeSkoce u razdvajanju stereoizomera epikoprostanola,
koprostanola i holestanola su zabeleZene u literaturi (Bataglion et al., 2015). Medutim,
iako ovi analiti imaju identicne MS" reakcije fragmentacije, njihovo razdvajanje se
moze posti¢i optimizacijom hromatografskih uslova.

Maseni spektri izabranih biljnih sterola prikazani su na slikama 4.21-4.25.
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Slika 4.21. Maseni spektri dezmosterola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS* [M—H,O+H]".
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Slika 4.22. Maseni spektri stigmasterola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".
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Slika 4.23. Maseni spektri kampesterola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".
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Slika 4.24. Maseni spektri B-sitosterola: (a) APCI(+)MS;
(b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".
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Slika 4.25. Maseni spektri sitostanola: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS? [M-H,O+H]".

U procesu hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku biljni steroli formiraju
samo dehidratisane protonovane molekule analita (slike 4.21-4.25). Najintenzivniji
fragmentni joni odabranih biljnih sterola dobijeni u drugom stupnju MS analize su
koriS¢eni za kvantifikaciju i1 potvrdu prisustva ispitivanih analita.

Nakon izbora prekursor jona analita, u daljoj maseno-spektrometrijskoj analizi je
optimizovana koliziona energija (eng. collision energy, CE), tj. energija sudara sa
atomima helijuma, za dobijanje stabilnih i intenzivnih fragmentnih jona. Vrednosti
kolizione energije izraZene su u procentima, na skali 0-100% koja je definisana LTQ
XL sistemom. Prilikkom MS/MS fragmentacije ispitivanih analita nastaje viSe
fragmentnih jona, koji se mogu dalje fragmentisati (MS® analiza). Za veliki broj analita
dobijen je i stabilan MS* spektar. Na osnovu dobijenih rezultata, za svaki analit je
odabrana karakteristicna reakcija fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji i
najstabilniji fragmentni jon (reakcija kvantifikacije). Reakcija fragmentacije prekursor
jona u fragmentni jon drugi po intenzitetu izabrana je za reakciju potvrde prisustva
analita, tj. za potvrdu pozitivnih rezultata u realnim uzorcima. Rezultati APCI-MS"
analize odabranih steroidnih jedinjenja prikazani su sumarno u tabeli 4.1. Dodatni MS"

spektri analiziranih steroidnih hormona i sterola dati su u Prilogu (slike 1-20).
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Tabela 4.1. MS" reakcije fragmentacije odabranih steroidnih jedinjenja u jonskom trapu.

CE

CE

CE

Steroid MS %) MS? %) MS?® %) Ms*
Estriol 271 [M-H,O+H]" 20 253 28 197 31 179
197 31 179
157 37 130
Estron 271 [M+H]" 200 253 28 197 31 179
197 31 179
157 37 130
Ekvilin 269 [M+H]" 23 251 31 209 33 181
211 32 183 31 165
Noretindron 299 [M+H]" 23 281 29 263 30 221
263 30 221
223
239
170-Etinilestradiol 279 [M-H,O+H]" 25 133 30 105 36 79
159 33 131 32 91
251 28 209 33 181
223
17p-Estradiol 255 [M-H,O+H]" 22 159 34 131 33 91
133 31 105
173
145
170-Estradiol 255 [M-H,O+H]" 22 159 34 131 33 91
133 31 105
173
145
Levonorgestrel 313 [M+H]" 22295 29 277 30 235
277 30 235
245
237
Mestranol 293 [M—-H,O+H]" 26 147 32 91 39 65
173 31 158
133

265
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Tabela 4.1. (nastavak)

CE

CE

CE

Steroid MS %) MS’ %) MS’ %) Ms*

Epikoprostanol 371 [M-H,O+H]" 24 149 28 121 28 93
261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Epiholestanol 371 [M-H,O+H]" 24 149 28 121 28 93
261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Koprostanol 371 [M-H,O+H]" 24 149 28 121 28 93
261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Holestanol 371 [M-H,O+H]" 24 149 28 121 28 93
261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Holesterol 369 [M-H,O+H]" 24 243 24 147 27 105
161 27 119 30 91
257
287

Holestanon 387 [M+H]" 19 369 25 243 25 147
243 25 147
287

Dezmosterol 367 [M-H,O+H]" 26 257 25 161 26 119
161 26 119
203 25 147 28 105
243

Stigmasterol 395 [M-H,O+H]" 24 297 25 215 25 159
311 25 201 27 145
255
283

Kampesterol 383 [M-H,O+H]" 25 243 24 147 27 105
257 24 161 28 119
161
203

B-Sitosterol 397 [M-H,O+H]" 25 243 25 147 28 105
257 24 161 26 119
203
161

Sitostanol 399 [M-H,O0+H]" 24 149 27 121 28 93
163 26 107 29 79
135

217
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4.2. Optimizacija hromatografskog razdvajanja analita

Za optimizaciju hromatografskog razdvajanja odabranih steroidnih hormona i
sterola ispitivani su razliCiti sastavi mobilne faze sainjene od dejonizovane vode i
metanola ili acetonitrila. Na samom pocetku je uoceno da ispitivani hormoni, bez obzira
na sastav mobilne faze, ispoljavaju slab afinitet prema Zorbax Eclipse® XDB-Cig
hromatografskoj koloni 1 da se eluiraju sa kolone sa kratkim retencionim vremenom.
Kako bi se povecalo retenciono vreme i poboljSalo hromatografsko razdvajanje
steroidnih hormona testirana je HFBA, kao aditiv koji pospeSuje stvaranje jonskih
parova, u koncentraciji od 0,1% u mobilnoj fazi. Medutim, primena ovog reagensa nije
znacajno uticala na zadrzavanje analita na koloni.

Poseban izazov u optimizaciji hromatografskog razdvajanja odabranih steroida
predstavljaju analiti sa identiénim MS" reakcijama za kvantifikaciju i potvrdu prisustva.
Njihovo razlikovanje moze se posti¢i samo potpunim hromatografskim razdvajanjem.
Steroidni hormoni estriol i estron, kao 1 178- 1 17a-estradiol su primeri takvih analita.
Delimi¢no razdvajanje estriola i estrona postignuto je ve¢ pri sastavu mobilne faze od
85% metanola 1 15% vode, pri ¢emu je razlika u retencionim vremenima iznosila oko
0,5 min (slika 4.26a). Medutim, optimalno hromatografsko razdvajanje ovih hormona

postignuto je koriS¢enjem mobilne faze sastava 55% metanola 1 45% vode (slika 4.26b).
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Slika 4.26. Hromatografsko razdvajanje estriola i estrona pri sastavu mobilne faze:

(a) 85% CH30H:15% H,0; (b) 55% CH30H:45% H,0.
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Ustanovljeno je da se potpuno hromatografsko razdvajanje 178- 1 17a-estradiola postize
samo kada je udeo metanola u mobilnoj fazi manji od 55% (slika 4.27a). Sa povecanjem
sadrzaja metanola u mobilnoj fazi dolazi do preklapanja pikova dva izomera

(slika 4.27b).
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Slika 4.27. Hromatografsko razdvajanje 17B- 1 17a-estradiola pri sastavu mobilne faze:

(a) 55% CH;0H:45% H,0; (b) 85% CH;OH:15% H,O.

Nasuprot hormonima, steroli pokazuju znacajno veéi afinitet prema Zorbax
Eclipse® XDB-C;g hromatografskoj koloni i1 eluiraju se sa duzim retencionim
vremenom. Ispitivanjem razli¢itih sastava mobilne faze utvrdeno je da se eluiranje svih
sterola sa ove kolone postize samo pri sastavu mobilne faze od 100% organskog
rastvaraca. U slucaju cetiri humana/Zivotinjska sterola sa identi¢énim reakcijama
fragmentacije u masenom detektoru, prilikom optimizacije hromatografskog razdvajanja
na Zorbax Eclipse® XDB-Cs koloni dobijen je triplet u masenom hromatogramu
(slika 4.28a). Naime, na ovoj koloni nije bilo mogucée razdvojiti epiholestanol i
koprostanol, pa se kvantifikacija ovih analita mogla uraditi sumarno. S obzirom na to da
je koprostanol kljuéni sterol u vec¢ini odnosa sterola za identifikaciju humane fekalne
kontaminacije (tabela 2.4), kao i za razlikovanje izvora zagadenja (tabela 2.5), njegovo

hromatografsko razdvajanje od epiholestanola je bilo neophodno. lako se tragovi
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epiholestanola veoma retko odreduju (Cordeiro et al., 2008; Leeming et al., 2015),
njegovo prisustvo u sedimentima se ne moze zanemariti. Ukoliko nije razdvojen od
koprostanola, epiholestanol moze znacajno da utice na koncentraciju detektovanog
koprostanola i1 time na izraCunate vrednosti odnosa sterola. Kako bi se poboljsalo
hromatografsko razdvajanje Cetiri humana/Zivotinjska sterola sa identicnim
MS" reakcijama fragmentacije, pored Zorbax Eclipse® XDB-Ci;s kolone
(4,6 mm x 75 mm x 3,5 um), testirane su jo§ dve: duza LiChrospher RP-18 EC kolona
sa ve¢im Cesticama (4,6 mm x 250 mm % 5 um) 1 kra¢a Hypersil GOLD kolona sa
manjim ¢esticama (2,1 mm % 50 mm X 1,9 um; Thermo Scientific, SAD). Bez obzira na
sastav i1 gradijent mobilne faze, Hypersil GOLD kolona nije bila efikasna u razdvajanju
Cetiri izomera. Potpuno hromatografsko razdvajanje Cetiri humana/zivotinjska sterola
postignuto je na LiChrospher RP-18 EC koloni (slika 4.28b) pri sastavu mobilne faze

prikazanom u tabeli 3.2.
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Slika 4.28. Hromatografsko razdvajanje Cetiri humana/zivotinjska sterola sa identicnim
MS" reakcijama fragmentacije na koloni: (a) Zorbax Eclipse® XDB-Cg;
(b) LiChrospher RP-18 EC.

4.3. Optimizacija LC-MS/MS parametara
Na osnovu rezultata MS" analize, za kvantifikaciju svakog analita odabrana je

karakteristi¢na reakcija fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji 1 najstabilniji

fragmentni jon, uz optimizovanu kolizionu energiju. Rezultati su prikazani u tabeli 4.2.

99



Rezultati i diskusija

SRM detekcija jona je podeljena u dve instrumentalne metode, pri Cemu je
hromatografsko razdvajanje steroidnih hormona vreno na Zorbax Eclipse® XDB-Cig
koloni, a sterola na LiChrospher RP-18 EC koloni. Detekcija jona odabranih hormona je
podeljena na tri vremenska segmenta, dok je detekcija jona sterola podeljena na Cetiri
vremenska segmenta. U svakom segmentu su sakupljani podaci za maksimalno Cetiri

reakcije fragmentacije.

Tabela 4.2. LC-MS/MS parametri za kvantitativno odredivanje odabranih steroidnih

jedinjenja.
VREMENSKI PREKURSOR KOLIZIONA FRAGMENTNI
SEGMENT JON ENERGIJA JON
(min) (m/z) _ (%) (m/7)
HORMONI Zorbax Eclipse® XDB-C;3 kolona
) I
Estriol
(0,0-5,0) 271 20 253
Estron Tl
(0,0-13,5)
Ekvilin 269 23 251
Noretindron 299 23 281
170~ II
Etinilestradiol  (5,0-13,5) 279 25 133
17B-Estradiol
170-Estradiol 255 22 159
Levonorgestrel 1T 313 22 295
Mestranol (13,5-18,0) 293 26 147
STEROLI LiChrospher RP-18 EC kolona
Epikoprostanol
Epiholestanol I-111
Koprostanol (0,0-21,0) 371 24 149
Holestanol
I
Dezmosterol (0,0-13.5) 367 26 257
II
Holesterol (13.5-17.,0) 369 24 243
Stigmasterol JIERIII 395 24 297
Kampesterol (13,5-21,0) 383 25 243
Holestanon milv 387 19 369
B-Sitosterol (17,0-25,0) 397 25 243
) v
Sitostanol (21,0-25.0) 399 24 149
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LC-MS/MS analizom smeSe odabranih steroidnih jedinjenja dobijeni su SRM
hromatogrami, tj. maseni hromatogrami odabranih reakcija fragmentacije za svaki
analit. Karakteristicni maseni hromatogrami dobijeni LC-MS/MS analizom ekstrakta
sedimenta pri koncentraciji od 100ngg ' prikazani su na slikama 4.29 (smea

steroidnih hormona) i 4.30 (smesa humanih/Zivotinjskih i biljnih sterola).

TICF:ITMS + ¢ APCI corona
50 SRM ms2 293,00@cid26,00[146,00-148,00]
MESTRANOL
0 ||||||\\||||\||||||||||||||\||||\\|||
4 6 8 10 12 14 16 18
Vreme (min)

100 9,76
TICF:ITMS +c¢ APCI corona
50 ESTRIOL ESTRON SRM ms2 271,00@cid20,00 [252,00-254,00]
2, 42
108 8,70
TICF:ITMS +¢ APCI corona
50 SRM ms2 269,00@cid23,00[250,00-252,00]
EKVILIN
| 08 5,24
TICF:ITMS +c¢ APCI corona
50 SRM ms2 299,00@cid23,00[280,00-282,00]
NORETINDRON
]08 10,10
TICF:ITMS + ¢ APCI corona
50 SRM ms2 279,00@cid25,00[132,00-134,00]
170-ETINILESTRADIOL
]08 11,24
TICF:ITMS +c¢ APCI corona
50 9,69 SRM ms2 255,00@cid22,00[158,00-160,00]
17B-ESTRADIOL 170-ESTRADIOL
108 15,37
TICF:ITMS +c¢ APCI corona
50 SRM ms2 313,00@cid22,00[294,00-296,00]
LEVONORGESTREL
0 P
16,61
100 % 6,6

Slika 4.29. Maseni hromatogrami smese odabranih steroidnih hormona dobijeni

LC-MS/MS analizom ekstrakta sedimenta pri koncentraciji od 100 ng g_1
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EPIHOLESTANOL KOPROSTANOL
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108 2203
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Slika 4.30. Maseni hromatogrami smese odabranih sterola dobijeni LC-MS/MS

analizom ekstrakta sedimenta pri koncentraciji od 100 ng g
4.4. Ultrazvucna ekstrakcija odabranih steroidnih jedinjenja
4.4.1. Izbor optimalnog rastvaraca za ultrazvu¢nu ekstrakciju
Prilikom izbora optimalnog rastvaraca za ekstrakciju odabranih analita iz
sedimenata testirana su cetiri slabo polarna rastvaraca (metanol, etil-acetat, aceton i

acetonitril) 1 dva nepolarna rastvaraca (heksan 1 dihlormetan). Rezultati eksperimenta su

predstavljeni u tabeli 4.3.
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Tabela 4.3. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri ultrazvu¢noj ekstrakciji

rastvaracima razlicite polarnosti.

Prinos, % (RSD, %)

Steroid CH;OH CH,COOC,H; CH;COCH; CH;CN C¢H;; CH,Cl,
Hormoni

Estriol 82 (6) 96 (17) 94 (16) 57 (16) 0 34 (7)
Estron 80 (9) 88 (17) 69 (28) 99 (14) 0 30 (9)
Ekvilin 85 (19) 78 (29) 87 (19) 83 (19) 0 101 (2)
Noretindron 81 (13) 84 (28) 79 (17) 83 (17) 0 15 (19)
17a-Etinilestradiol 104 (6) 83 (28) 80 (24) 72 (6) 0 78 (5)
17B-Estradiol 82 (8) 91 (11) 101 27) 90 (19) 0 45 (5)
17a-Estradiol 89 (12) 93 (6) 95 (17) 82 (7) 0 53 (12)
Levonorgestrel 91 (12) 71 (27) 94 (1) 99 (23) 0 53 (21)
Mestranol 92 (9) 127 (11) 113 (13) 69 (26) 0 83 (15)
Humani/Zivotinjski steroli

Epikoprostanol 97 (10) 126 (1) 88 (28) 90 (20) 43 (10) 114 (1)
Epiholestanol 98 (5) 112 (15) 92 (18) 115(12) 65(8) 116(8)
Koprostanol 119 (2) 101 (28) 88 (20) 127 (8) 69 (19) 121 (13)
Holestanol 87 (13) 60 (27) 120 (27) 70 (26) 48 (27) 137 (1)
Holesterol 98 (9) 110 (10) 113 (16) 97 (22) 52 (24) 117 (8)
Holestanon 102 (13) 101 (1) 57 (24) 71 (2) 0 95 (14)
Biljni steroli

Dezmosterol 80 (13) 84 (29) 93 (17) 95 (26) 0 90 (12)
Stigmasterol 88 (6) 120 (7) 90 (16) 103 (19) 63 (11) 96 (14)
Kampesterol 100 (12) 82 (20) 104 (5) 97(29) 29(7) 99(17)
[-Sitosterol 103 (10) 102 (26) 106 (11) 91 (23) 27 (21) 101 (8)
Sitostanol 114 (18) 109 (29) 121 (20) 105 (16) 19 (19) 97 (5)

Prilikom snimanja masenih spektara odabranih steroidnih jedinjenja potvrdeno je
da su hormoni polarniji od sterola jer ih je bilo moguce jonizovati i pomocu elektrospre;j
tehnike (slike 4.1-4.5). To se moZe zakljuciti 1 na osnovu hemijskih struktura sa viSe
polarnih funkcionalnih grupa u odnosu na humane/Zivotinjske 1 biljne sterole
(tabela 3.1). U skladu sa polarnos¢u steroidnih hormona, visoki prinosi su dobijeni
prilikom ekstrakcije sa slabo polarnim rastvara¢ima, odnosno niski prinosi sa
nepolarnim rastvaracima.

Najvisi prinosi svih ispitivanih steroida su dobijeni koriS¢enjem metanola kao
rastvaraca za ekstrakciju (80—-119%, tabela 4.3), sa vrednostima relativnih standardnih
devijacija manjim od 19%. Etil-acetat se pokazao kao efikasan u ekstrakciji vecine
steroidnih jedinjenja (71-127%), dok je nizak prinos dobijen u slucaju holestanola

(60%). Medutim, prilikom ekstrakcije etil-acetatom, ponovljivost metode nije bila dobra
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za Cak devet analita (RSD >20%). Pri ekstrakciji acetonom zapazen je pad prinosa
ispod 70% za estron (69%) 1 holestanon (57%), kao i povecane vrednosti RSD za Sest
ispitivanih analita. Prinosi analita koriS¢enjem acetonitrila kao rastvaraca za ekstrakciju
su bili zadovoljavaju¢i za ve€inu ispitivanih steroida (70-127%), uz izuzetak estriola
(57%) 1 mestranola (69%). Za sedam steroida ekstrahovanih acetonitrilom ponovljivost
metode nije bila dobra.

Sto se ti¢e nepolarnih rastvaraca (tabela 4.3), efikasnost ekstrakcije heksanom je
bila izuzetno niska za sve ispitivane analite. Steroidni hormoni nisu ekstrahovani
pomocu heksana. Niski prinosi su dobijeni za humane/Zivotinjske sterole (43—69%), kao
1 biljne sterole (19-63%), a za ekstrakciju holestanona i dezmosterola heksan nije bio
efikasan. Prilikom ekstrakcije dihlormetanom, za vecinu ispitivanih steroidnih hormona
efikasnost ekstrakcije je bila niska (15-53%). Medutim, visoki prinosi su dobijeni za
ekvilin (101%), 17a-etinilestradiol (78%) 1 mestranol (83%), kao 1 za sve
humane/zivotinjske (95-137%) i biljne sterole (90-101%). Vrednosti RSD za analite
ekstrahovane sa visokim prinosom su bile manje od 17%.

Uporedivanjem prinosa analita dobijenih ekstrakcijom etil-acetatom (60-127%),
acetonom (57-121%) 1 acetonitrilom (57-127%) moze se zakljuciti da su ova tri
rastvarata podjednako efikasna u ekstrakciji odabranih jedinjenja. Medutim, biljni
steroli su neSto efikasnije ekstrahovani acetonitrilom (91-105%) nego metanolom
(80—-114%), za koji je ve¢ utvrdeno da je najpovoljniji rastvara¢ za ekstrakciju svih
hormona i sterola. Zbog toga su za dalje eksperimente, kao dva najefikasnija rastvaraca,
odabrani metanol 1 acetonitril. PoSto su sa Cistim metanolom dobijeni najbolji prinosi,
ispitane su smese sa acetonitrilom u kojima je udeo metanola variran od 60% do 95%, a
radi poredenja je ponovljena ekstrakcija sa ¢istim metanolom. Rezultati eksperimenata
prikazani su u tabeli 4.4.

Za vecinu analita, sa povec¢anjem udela metanola u smesi za ekstrakciju dolazi do
povecanja prinosa. Ovo se moze jasno videti u slu¢aju hormona 17a- 1 17p-estradiola kod
kojih se prinosi kre¢cu od 81% 1 76% za ekstrakciju smeSom metanol/acetonitril
(60:40, v/v), do 99% 1 106% za ekstrakciju sa ¢istim metanolom. U slucaju biljnih sterola
je uoceno da povecanje udela acetonitrila nema znacajan uticaj na povecanje efikasnosti
ekstrakcije. Kona¢no je odabrano da se kao optimalan rastvara¢ za ultrazvucnu

ekstrakciju koristi ¢ist metanol.
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Tabela 4.4. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri ultrazvu¢noj ekstrakciji smeSama

metanola 1 acetonitrila.

Prinos, % (RSD, %)
Steroid % CH;O0H : % CH;CN (v/v)
60:40 70:30 80:20 90:10 95:5 100:0

Hormoni

Estriol 94 (15) 102 (3) 99 (12) 111 (15 112(12) 107 (17)
Estron 79 (21) 96 (5) 98 (16) 95 (4) 91 (12) 102 (14)
Ekvilin 85 (5) 93 (10) 94 (12) 93 (7) 87 (22) 102 (16)
Noretindron 95 (8) 87 (2) 114 (6) 116 (23) 97(1) 99(19)
17a-Etinilestradiol 99 (5) 100 (11) 109 (10) 107 (15) 96 (7) 115(6)
17B-Estradiol 76 (6) 90 (13) 99 (15) 99 (10) 93 (7) 106 (14)
17a-Estradiol 81 (5) 89 (3) 95 (10) 94 (14) 9% (9) 99(11)
Levonorgestrel 95 (8) 83 (12) 92 (16) 92 (2) 85 (1) 98(20)
Mestranol 110 (24) 92 (5) 107 (12) 117 (13) 112 (18) 116 (6)

Humani/Zivotinjski steroli
Epikoprostanol 95 (29) 97 (4) 106 (17) 99 (7) 106 (5) 103 (1)

Epiholestanol 91(12) 89 (5) 105 (8) 95 (3) 90 (9) 101 (7)
Koprostanol 89 (27) 84 (1) 114 (1) 112 (1) 85(1) 114 (28)
Holestanol 137 (1) 112 (8) 120 (1) 91 (9) 121 (19) 107 (9)
Holesterol 104 (16) 107 (4) 102 (13) 108 (4) 111(10) 93 (11)
Holestanon 96 (9) 114 (10) 100 (9) 104 (8) 110 (3) 101 (7)
Biljni steroli

Dezmosterol 87 (2) 91 (15) 94 (1) 93 (3) 87 (1) 85(2)

Stigmasterol 116 (16) 106 (5) 102 (6) 108 (10) 94 (16) 100 (14)
Kampesterol 98 (27) 92 (8) 108(9) 112(11) 100 (22) 112(10)
B-Sitosterol 101 (5) 102(12) 111 (14) 111(7) 116(11) 103 (12)
Sitostanol 93 (16) 106 (3) 98 (15) 110(20) 115(5) 103 (10)

4.4.2. Izbor optimalne mase uzorka sedimenta
Nakon odabira optimalnog rastvaraca za ekstrakciju, optimizovana je masa uzorka

sedimenta u cilju postizanja veceg faktora predkoncentrovanja. Testirane su mase

uzorka sedimenta od 1,0 g1 2,0 g. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.31.
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Slika 4.31. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri ultrazvuénoj ekstrakciji razlic¢itih

masa re¢nog sedimenta.

Uporedivanjem rezultata dobijenih ekstrakcijom uzorka sedimenta mase 1,0 g
(85-116%) 1 2,0 g (88—117%) utvrdeno je da nema znacajnih razlika u prinosima, koji
su za sve analite bili veoma visoki. Ponovljivost metode je generalno bila dobra, uz
izuzetak epiholestanola pri ekstrakciji 1,0 g sedimenta (RSD = 28%), i levonorgestrela i
dezmosterola pri ekstrakciji 2,0 g sedimenta (25% 1 22%). S obzirom na to da su
vrednosti prinosa analita bile visoke za obe testirane mase sedimenta, kao optimalna je

odabrana masa od 2,0 g jer se time postize veci faktor predkoncentrovanja.
4.4.3. Izbor optimalnog vremena ultrazvucne ekstrakcije
U cilju izbora kraceg vremena ekstrakcije uz postizanje Sto vece efikasnosti,

testirana su slede¢a vremena: 3 X Smin, 3 X 10 min i 3 X 15 min. Rezultati ovih

eksperimenata su predstavljeni na slici 4.32.
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Slika 4.32. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri razli¢itom vremenu ultrazvucne

ekstrakcije.

Uporedivanjem prinosa steroidnih jedinjenja dobijenih za ekstrakciju tokom
3 X 5 min (74-136%), 3 x 10 min (81-120%) 1 3 x 15 min (88—117%) utvrdeno je da se
najefikasnija ekstrakcija postize tokom 3 x 15 min. Medutim, uoceno je 1 da se tokom
ultrazvucéne ekstrakcije u trajanju od 3 x 10 min postizu visoki prinosi i1 efikasna
ekstrakcija analita. Pri vremenu ekstrakcije od 3 x 5 min zapazen je blagi pad u
prinosima za levonorgestrel (80%) 1 holestanol (74%), a veoma visoki prinosi su
primeceni u sluc¢aju 17B-estradiola (125%) 1 epiholestanola (136%). Ponovljivost
metode je bila bolja prilikom ultrazvuéne ekstrakcije u trajanju od 3 % 10 min
(RSD <20% za sve analite) u odnosu na ekstrakciju tokom 3 x 5 min (RSD =21% za
17a-etinilestradiol). Kao optimalno vreme ultrazvucne ekstrakcije, a u cilju smanjenja

vremena pripreme uzorka sedimenta za analizu, odabrano je vreme od 3 x 10 min.
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4.5. PreciS¢avanje dobijenih ekstrakata sedimenta

Za preciS¢avanje dobijenih ekstrakata sedimenata testirana su Cetiri pakovanja
kolone za preciS¢avanje: smesa silika-gela i anhidrovanog Na,SO,, kao i HLB, C-18 i
ugljenicno pakovanje. Kao rastvara¢i za eluiranje odabranih analita sa kolona za
preciS¢avanje isprobani su metanol, smeSa metanol/etil-acetat (1:1, v/v) 1 smeSa
metanol/heksan (1:1, v/v). Rastvara¢i za eluiranje su testirani na cetiri odabrana
pakovanja za prec€iSéavanje ekstrakata sedimenata. Rezultati eksperimenata su prikazani

na slikama 4.33 i 4.34.

1609 | I Cii O ) - 160
(a) SlOZ/anh. NaZSO4 :] CH}OH/CH}COOCZHS (b) Oasis HLB
140 [ cH.oH/C H],, L 140
120 - ‘ p l ‘ [ I [ I || j T t120
TN F l‘ | “ r 1 , o | 1 I T
~ 100 [l I o | ‘! l' y “ M I | | l.f | r| IF I l’ Tl Froo o
o | o
RS i J H X
N N
@ 80+ 80
1) 1)
= R
& 60 | Leo &
40 L 40
20 20
0+ dSadaddodddadaada N P idaddedddddanadT?
\;\\e \@Q\'\&&&‘&D S O é\@ é\o S 00% O Q90 é\eé\o@@ S z}°§° \{\o\@&z\‘\\%&‘\o S q§‘° £ 00%‘\0 é\o rO\\o Q,&\Q\z,@ ESPS) 69%00
PRI T T (ST 1P F I I S 5 S B RS I i N RISy
< RGO CE ) Q@x\ 5 S 0\04)@0 &@&Qz%.\\o%. ' CRELFRS og%\@?b&eo\e,% Q@v 0\6 S 0\6«0*\0 6@& Qe%.\@c;, S
N oY (7 " d ¢ oY Y S - . ;
KA S AR RNRAERS SRS PASHEEIES S
A © ¥
X

Slika 4.33. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri prec¢is¢avanju na kolonama:

(a) silika-gel/anhidrovani Na;SOg; (b) Oasis HLB, uz eluiranje pomocu tri rastvaraca.

Pri preciS¢avanju, visoki prinosi ispitivanih analita su dobijeni koriS¢enjem
pakovanja silika-gel/anhidrovani Na,SO4 uz metanol kao eluent (99-110%), kao 1 uz
smeSu metanol/etil-acetat (96—-122%) (slika 4.33a). Za vecinu odabranih steroidnih
jedinjenja prinosi su bili visoki 1 kada je za eluiranje koriS¢ena smeSa metanol/heksan
(88—119%). Niski prinosi su dobijeni za noretindron (49%) i levonorgestrel (48%).

Primenom Oasis HLB kertridza za preciS¢avanje dobijeni su visoki prinosi za sve
ispitivane analite (slika 4.33b). Prinosi su bili u opsegu 86—-119% kada je kao eluent
koriS¢en metanol, 79-127% za smeSu metanol/etil-acetat 1 93-121% za smeSu

metanol/heksan.
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Slika 4.34. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri precis¢avanju na kolonama:

(a) Supelclean ENVI 18; (b) Supelclean ENVI Carb, uz eluiranje pomocu tri rastvaraca.

Rezultati su pokazali da C-18 pakovanje pokazuje znacajan afinitet prema
holestanonu, s obzirom na to da je ovaj sterol eluiran sa niskim prinosom sa Supelclean
ENVI 18 kertridza za preciS€avanje (slika 4.34a). KoriS¢enjem tri rastvaraca za
eluiranje, dobijeni su prinosi u opsegu 59—69%. Za ostale ispitivane analite dobijeni su
visoki prinosi, kada je kao rastvarac¢ za eluiranje koriS¢en metanol (82—118%), smeSa
metanol/etil-acetat (83—119%), kao 1 smeSa metanol/heksan (84—113%). Izuzetak je bio
veoma visok prinos dobijen za 17a-etinilestradiol (136%) primenom smeSe
metanol/etil-acetat za eluiranje.

Utvrdeno je da ugljeni¢no pakovanje nije pogodno za pre€iS¢avanje ekstrakta sa
odabranim steroidnim jedinjenjima, poSto je adsorpcija sterola na pakovanju toliko jaka
da se ne mogu eluirati ni sa jednim od testiranih rastvaraca (slika 4.34b). Niski prinosi
su zabeleZeni i za vecinu ispitivanih hormona, posebno uz primenu metanola kao
eluenta (4-25%) ili smeSe metanol/etil-acetat (3—27%). Moze se zakljuciti da je
adsorpcija estriola, estrona, ekvilina, kao 1 17B- 1 17a-estradiola na ugljeni¢nom
pakovanju takode veoma visoka. Prinosi cetiri steroidna hormona (noretindrona,
17a-etinilestradiola, levonorgestrela i mestranola) su bili visoki bez obzira na koriS¢eni
rastvaraC za eluiranje. Kada je metanol upotrebljen kao eluent, prinosi su bili u opsegu
90-116%, zatim 93—-110% uz koris¢enje smesSe metanol/etil-acetat, kao 1 88—119% sa

smeSom metanol/heksan. Takode je uofeno da je smeSa metanol/heksan efikasna za
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eluiranje svih ispitivanih steroidnih hormona sa Supelclean ENVI Carb kertridza
(81-119%).

Imajuc¢i u vidu da je cilj optimizacije bio postici Sto bolje preciS¢avanje ekstrakta
sedimenta, uz $to manji gubitak analita, Supelclean ENVI 18 i Supelclean ENVI Carb
su odbaceni kao kertridzi za preciS¢avanje. lako su dobri rezultati dobijeni koris¢enjem i
silika-gel/anhidrovani Na,;SO4 kolone 1 Oasis HLB kertridza, kao optimalno za precisca-
vanje je odabrano pakovanje silika-gel/anhidrovani Na,SO,, zbog nize cene. Kao dva
najbolja rastvaraca za eluiranje odabranih analita sa punjenja kolone odabrani su

metanol 1 smeSa metanol/etil-acetat.

4.5.1. PreciS¢avanje ekstrakta realnog uzorka re¢nog sedimenta

Nakon izbora silika-gel/anhidrovani Na,SO4 pakovanja kao optimalnog za
precis¢avanje i dva rastvaraca za eluiranje sa kojima su dobijeni najvisi prinosi analita,
efikasnost preciS¢avanja je testirana na ekstraktu realnog uzorka recnog sedimenta.
Rezultati eksperimenta su graficki predstavljeni na slici 4.35.

Rezultati su pokazali da je efikasnost preciS¢avanja ekstrakta realnog uzorka
sedimenta na odabranom punjenju veca kada se kao eluent koristi metanol (prinosi u
opsegu 93-118%), nego kada se za eluiranje koristi smeSa metanol/etil-acetat
(79-149%). Naime, za cak pet sterola prinosi su bili iznad 120% kada je smeSa
rastvaraca koriS¢ena za eluiranje analita sa silika-gel/anhidrovani Na,SO4 kolone.
Veoma visoke vrednosti prinosa se mogu objasniti kompleksnim sastavom matrice
sedimenta, kao 1 slozenim interakcijama koje steroli ostvaruju sa matricom. Konacno je
utvrdeno da preCiS€avanje ekstrakata uzoraka recnih sedimenata treba izvoditi na
kolonama pakovanim smeSom silika-gel/anhidrovani Na,SO4 uz koriS¢enje Cistog

metanola kao rastvaraca za eluiranje ispitivanih steroidnih jedinjenja sa kertridza.
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Slika 4.35. Efikasnost pre¢iS¢avanja ekstrakta sedimenta na silika-gel/anhidrovani

Na,SO,4 pakovanju uz koriS¢enje dva rastvaraca za eluiranje.

4.6. Validacija metode

Razvijena i optimizovana metoda analize uzoraka sedimenata je testirana i
validirana analizom uzoraka kojima je dodat standardni rastvor ispitivanih steroida tako
da koncentracija svih analita u uzorcima iznosi 50, 100, 250, 500, 1000 i 2000 ng g
Odredeni su slede¢i parametri validacije metode: prinosi analita, ponovljivost metode
(izrazena preko relativne standardne devijacije, RSD), linearnost metode (izrazena
preko koeficijenata korelacije, R, granice detekcije 1 kvantifikacije (LOD i LOQ), kao

1 uticaj matrice (ME). Dobijeni rezultati su predstavljeni u tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Parametri validacije metode (n = 3).

Prinos, % (RSD, %)

Steroid Koncentracija (ng g™') ? (I{JOE) (II;O?l) ?’I()/F;
50 100 250 500 1000 2000 £8 g8 °
Estriol 103 () 99(21) 101(6) 1054 92(2)  93(10) 00985 95 316 16
Estron 87 (6) 80(6) 88(10) 86(9)  92(9) 84(5) 0,993 125 41,6 7
Ekvilin 96 (4) 78(2)  73(13) 76(10) 91 (6) 88(8) 0992 95 262 5
Noretindron 85 (5) 83(7)  75(4) 84(6)  88(8) 89(5) 0,988 0,8 2,5 10
170-Etinilestradiol 78(11)  90(6)  89(5) 104(1) 89(9)  93(5 00998 22 7.5 )
17B-Estradiol 89 (9) 85(1)  86(7) 91(1)  86(7) 89(2) 0983 13 42 3
170-Estradiol 88 (2) 86 (1)  88(4) 102(1) 92(3)  96(11) 0981 0,7 2.3 2
Levonorgestrel 92 (8) 86(6) 85(3) 86(4)  89(4) 88(3) 0987 4.8 16,1 1
Mestranol 88 (7) 86(5)  90(6) 108(1) 100(16) 92(2) 0984 1.4 4.8 0
Epikoprostanol 100(7)  90(27) 100(5) 106(1) 95(6)  93(5) 0998 7,3 243 67
Epiholestanol 102(1)  95(8) 103(4) 108(9) 98(6)  94(9) 0,992 58 19,3 1
Koprostanol 107(7)  109(10) 99(4) 116(1) 91(2)  93(6) 00988 27 9,0 15
Holestanol 100(6) 111(6) 94(3) 93(1) 102(9) 105(2) 0999 2.7 9,0 12
Holesterol 107 (10)  92(28) 108(8) 74(7) 111(13) 97(15) 0999 0,6 2.0 2
Holestanon 94(1) 101 (2) 89(4) 78(14)  96(7) 87(1) 0,994 4.4 14,7 27
Dezmosterol 81 (9) 92(6) 96(14) 88(5) 99 (6) 88(9) 0,998 15,0 50,0 )
Stigmasterol 76(8)  100(5) 85(3) 92(5) 112(4)  110(6) 0936 19 6,3 4
Kampesterol 98(6)  104(9) 103(4) 106(1) 93(8)  101(7) 0981 3.6 12,0 15
B-Sitosterol 102(7)  104(26) 95(21) 118(1) 108(15) 101(5) 0,995 2.8 9,3 68
Sitostanol 107(4)  98(7)  97(6) 92(1) 110(4) 109(14) 0,948 58 193 29
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Poznato je da su za metode analize uzoraka iz zivotne sredine prihvatljivi prinosi
analita u opsegu 70%—-120% (EPA, 2012). Analizom pripremljenih uzoraka sedimenata,
u ispitivanom opsegu koncentracija (50-2000 ng g '), dobijeni su optimalni prinosi
odabranih steroidnih hormona 1 sterola (73—118%). RSD vrednosti su bile ispod 20%,
uz nekoliko izuzetaka, potvrdujuci dobru ponovljivost razvijene analiticke metode.

Linearnost metode je takode bila dobra, sa koeficijentima korelacije u opsegu
0,936-0,999. U Prilogu su dati rezultati korelaciono-regresione analize, prikazivanjem
krivih zavisnosti povrSine pika svakog analita od koncentracije u ekstraktu (slika 21).
Nasumicna raspodela izracunatih rezidualnih vrednosti za svaki analit, bez izrazenog
trenda, je dodatno potvrdila dobru linearnost metode (Prilog, slika 22, tabela 1).

Izradunate vrednosti granica detekcije (0,6-15,0 ng g ') i granica kvantifikacije
(2,0-50,0ng g ') su bile niske za sve odabrane analite, ukazujuéi na osetljivost
razvijene metode. Za vecinu ispitivanih analita uticaj matrice nije bio izrazen i kretao se
od —12% za holestanol do 16% za estriol. Znacajan uticaj matrice je zabelezen u slucaju
holestanona (—27%), sitostanola (29%), 1 posebno epikoprostanola (67%) 1 B-sitosterola
(68%).

4.7. Analiza realnih uzoraka reénih sedimenata

Primenom razvijene metode u analizi re¢nih sedimenata po prvi put su dobijeni
podaci o stepenu zagadenosti sedimenata steroidnim jedinjenjima u Srbiji. Rezultati
analize 11 uzoraka recnih sedimenata uzetih iz nekoliko reka u Srbiji predstavljeni su u
tabeli 4.6. Rezultati analize su zatim iskoriS¢eni za utvrdivanje porekla fekalne materije
u ispitivanim sedimentima kori§¢enjem odnosa sterola.

Od dvadeset analiziranih steroidnih jedinjenja, trinaest je detektovano u
ispitivanim uzorcima re¢nih sedimenata. Od devet traZenih steroidnih hormona samo su
mestranol 1 17a-estradiol detektovani u analiziranim uzorcima. Mestranol je pronaden u
uzorku sedimenta iz Dunava kod Smedereva (11 ng g, uzorak S1), kao i u sedimentu
reke Topciderke (19 ng g_l, uzorak S10) koji je uzorkovan nizvodno od brojnih ispusta
otpadnih voda. lako postoje studije usmerene na odredivanje mestranola u sedimentima
(Ternes et al., 2002; Arditsoglou 1 Voutsa, 2012), tragovi ovog hormona nisu ranije

zabeleZeni.
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Tabela 4.6. Koncentracija steroidnih jedinjenja u uzorcima rec¢nih sedimenata S1-S11 (n = 2).

Koncentracija£SD (ng g™)

Steroid s S2 S3 sS4 S5 S6 7 S8 S9 S10 si1
Hormoni

Mestranol 11+£1 ND ND ND ND ND ND ND ND 19+3 ND
17a-Estradiol ND ND 13+0 ND ND ND ND ND ND ND ND
Humani/Zivotinjski steroli

Epikoprostanol ~ 96+8 1066+200 41+8 4245 204436 73+£13  161+7 220+21 ND 131+8 185+14
Epiholestanol 54+2 29620 ND 2244 ND 28+3 117£18 5048 ND ND ND
Koprostanol 201£10 1907270 767499 233+35 1207+230 220427 1142462 1239492 ND 17924240 1939+340
Holestanol 203+24 106393 394456 245436 73442 514+74 598+74 1172+141 ND 300+50 327436
Holesterol 416+£58  1543+230 367+52 70+£12  548+73 264+43 535+£20 284443 307+33 603+49 192+6
Holestanon 18811  1440+29  287+£28 82+15 265+4 110+£19 242432 228+11 ND 139+19 120+13
Biljni steroli

Dezmosterol 116+6 490466 84+17 126+18 1126+132 131£17 8045 110+15 ND 737+£120  ND
Stigmasterol 21634  655+62 255+38 227+11 1149+145 149+27 128+17  240+17 127+10 391458 101+5
Kampesterol 129+21 1106132 16630 136£9 720425 10442  188+34 343431 107£13 395423 52+4
B-Sitosterol 644+120 1228+29 956452 535+25 1245+119 305+£28 503+61 1479+79  712+21 103+6 139+2
Sitostanol 260£10  682+123 261424 77+15  428+34 179+£30 262+11  238+22 ND 69+13 08+12
Y sterola 2520 11476 3578 1796 7626 2078 3956 5602 1252 4660 3153

% Koprostanola 8 17 21 13 16 11 29 22 0 38 62

ND — nije detektovan

114



Rezultati i diskusija

17a-Estradiol je detektovan u koncentraciji od 13 ng g ' u re¢nom sedimentu iz
Dunava uzorkovanom kod Donjeg Milanovca (uzorak S3). Tragovi ovog steroidnog
hormona su detektovani u uzorcima sedimenata iz reke Svratka u Ceskoj (Matgjicek et
al., 2007), kao 1 u sedimentima iz Tokijskog zaliva u Japanu (Isobe et al., 2006). Neke
studije su pokazale da je 17a-estradiol dominantan estrogeni hormon u izlu¢evinama
stoke (Ivie et al., 1986; Hoffmann et al., 1997), zbog Cega prisustvo ovog hormona
moze ukazati na zagadenje otpadom sa poljoprivrednih farmi. Prisustvo mestranola i
17a-estradiola u sedimentima se moze objasniti njihovim fizicko-hemijskim svojstvima
(tabela 4.7). Naime, veliki afinitet ovih hormona za adsorpciju na sedimentima se
objasnjava manjom rastvorljivosti u vodi i veéim logK,, vrednostima u odnosu na
ostale steroidne hormone. Odsustvo ostalih ispitivanih hormona je najverovatnije
posledica veée rastvorljivosti u vodi i niskih logK,, vrednosti, zbog Cega se ova

jedinjenja ne akumuliraju u sedimentima.

Tabela 4.7. Fizicko-hemijska svojstva odabranih steroidnih jedinjenja.

Rastvorljivost u vodi

Steroid CAS br. (mg L) logK,w  logKy"
Estriol 50-27-1 500,0 2,45 2,904
Estron 53-16-7 30,0 3,13 4,477
Ekvilin 474-86-2 1,4 3,35 4,477
Noretindron 68-22-4 7,0 2,97 3,430
17a-Etinilestradiol 57-63-6 11,3 3,67 4,678
17B-Estradiol 50-28-2 3,6 4,01 4,205
17a-Estradiol 57-91-0 39 3,94 4,205
Levonorgestrel 797-63-7 2,1 3,48 3,729
Mestranol 72-33-3 0,3 4,61 4,321
Epikoprostanol 516-92-7 34107 8,827 6,151
Koprostanol 360-68-9 2,0 1072 8,82 6,166
Epiholestanol 516-95-0 3,510 8,82 6,151
Holestanol 80-97-7 8,810 8,82 6,151
Holesterol 57-88-5 9,510 8,74 6,151
Holestanon 601-53-6 30107 8,31% 6,423
Dezmosterol 313-04-2 2,0-107 8,65 6,151
Stigmasterol 83-48-7 1,1 10° 943 6,656
Kampesterol 474-62-4 2,8 10° 9,16 6,370
B-Sitosterol 83-46-5 1,3-107° 9,65 6,656
Sitostanol 19466-47-8 9,810 9,73 6,656

Izvor: http://esc.syrres.com/fatepointer/search.asp

* Izvor: http://www.chemspider.com/
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Humani/Zivotinjski steroli su u ispitivanim re¢nim sedimentima bili prisutni u
opsegu koncentracija 22-1939ng g ', dok su biljni steroli detektovani u opsegu
koncentracija 52-1479 ng g (tabela 4.6). Siroka rasprostranjenost odabranih sterola u
sedimentima je posledica njihove veoma niske rastvorljivosti u vodi i visokih logKgy 1
logK,. vrednosti (tabela 4.7). Od svih sterola, u re¢nim sedimentima je u najviSoj
koncentraciji detektovan koprostanol (do 1939 ng g '). Poredenjem pronadenih koncen-
tracija koprostanola sa referentnom vredno$éu od 500 ng g ' za indikaciju humane
fekalne kontaminacije (Gonzélez-Oreja 1 Saiz-Salinas, 1998) moze se zakljuciti da je
oko 65% ispitivanih uzoraka zagadeno kanalizacionim otpadnim vodama (uzorci S2,
S3, S5, S7, S8, S10 1 S11, tabela 4.6). Takode, na ovih sedam mesta uzorkovanja i
procenat koprostanola u odnosu na ukupnu koli¢inu sterola je bio veoma visok (> 16%,
tabela 4.6) ukazujuéi na humano fekalno zagadenje. Slicne vrednosti procenta
koprostanola su izracunate i za uzorke sedimenata iz Malezije i Vijetnama (Isobe et al.,
2002). Uzorak sedimenta sakupljen iz reke Veliki Lug (uzorak S11) se moze smatrati
najzagadenijim, poSto je u ovom uzorku procenat koprostanola iznosio 62%. S druge
strane, u sedimentu reke Topc¢iderke koji je uzet u blizini izvoriSta reke (uzorak S9) nije
detektovan koprostanol, pa se ovaj uzorak moze smatrati nezagadenim. Studije su
pokazale da procenat koprostanola u re€nom sedimentu izmedu 2—3% ukazuje na to da
reka nije pogodna za kupanje (Isobe et al., 2002; Tolosa et al., 2014), dok vrednosti
preko 6% ukazuju na zna€ajno zagadenje kanalizacionim vodama (Devane et al., 2006;
Campos et al., 2012; Tolosa et al., 2014). Slicne koncentracije koprostanola pronadene
su u sedimentima u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (100-7530ngg ', Writer
et al., 1995), Maleziji i Vijetnamu (5-15497 ng g, Isobe et al., 2002), i Brazilu
(14-447 ng g ', Machado et al., 2014).

Pored koprostanola, steroli detektovani u visokim koncentracijama u sedimentima
su humani/Zivotinjski holesterol (70—1543 ng g ') i biljni B-sitosterol (103—1479 ng g ).
Ove koncentracije su uporedive sa koncentracijama holesterola 1 [-sitosterola
detektovanim u re¢nim sedimentima u Brazilu (4—474 ng g_1 1 9-759 ng g_l, Martins et
al., 2007) i SAD-u (260-8290ng g ' i 640-13 330 ng g ', Biache i Philp, 2013). S
obzirom na to da je holesterol najzastupljeniji sterol u ljudskom organizmu, ali 1 da je
prirodno prisutan kod Zivotinja (Leeming et al., 2015), visoke koncentracije ovog

jedinjenja su o¢ekivane u uzorcima re¢nih sedimenata. Sto se tice P-sitosterola, pored
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prirodnog unosa putem biljaka, moguc¢i izvor ovog jedinjenja u re¢nim sedimentima
mogu biti i otpadne vode iz domacinstava.

Epikoprostanol je u analiziranim uzorcima detektovan u znacajnim koncen-
tracijama (do 1066 ng g ', tabela 4.6). Koncentracije epikoprostanola detektovane u
ovom istrazivanju su slicne vrednostima pronadenim u re¢nim sedimentima u Maleziji i
Vijetnamu (2-2028 ng g ', Isobe ef al., 2002) i Brazilu (10-4400 ng g ', Cordeiro ef al.,
2008). S obzirom na to da se epikoprostanol formira u procesu mikrobioloske
razgradnje koprostanola, visoke koncentracije detektovane u recnim sedimentima u
Srbiji ukazuju na humano fekalno zagadenje.

Razvijena metoda je primenjena u analizi sedimenta iz Venecijanskog zaliva, kao
1 aktivnog mulja iz PPOV u Veneciji, kako bi se sagledao uticaj dugogodi$njeg tretmana
otpadnih voda na kvalitet sedimenata u zalivu i uocila razlika u odnosu na sedimente
prikupljene u Srbiji na lokacijama gde ne postoje PPOV. Rezultati su prikazani u tabeli
4.8. U ispitivanim uzorcima nisu pronadeni tragovi steroidnih hormona. U sedimentu
Venecijanskog zaliva steroli su detektovani u niskim koncentracijama, u opsegu
33-276 ng g ', a tragovi humanih/Zivotinjskih sterola koprostanola, epikoprostanola i

holestanola nisu pronadeni.

Tabela 4.8. Koncentracija steroidnih jedinjenja u uzorku sedimenta iz Venecijanskog

zaliva i uzorku aktivnog mulja iz PPOV (n = 2).

Koncentracija+SD (ng g')

Steroid Sediment Venecijanskog zaliva Aktivni mulj iz PPOV
Humani/Zivotinjski steroli

Epikoprostanol ND 7729+49
Koprostanol ND 7787+98
Holestanol ND 2416+456
Holesterol 269+22 26314388
Holestanon 276+13 2389+245
Biljni steroli

Dezmosterol ND 1033+161
Stigmasterol 3345 1004423
Kampesterol ND 1027432
B-Sitosterol 191+12 3890+560
Sitostanol ND 2753+172
X sterola 769 32660
% Koprostanola 0 24

ND — nije detektovan
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Dobijeni rezultati su u skladu sa ¢injenicom da se komunalne otpadne vode
preciS¢avaju pre otpusStanja u Venecijanski zaliv i sa rezultatom analize aktivnog mulja
iz postojenja u kome su pronadene veoma visoke koncentracije svih sterola (1004—
7787 ng g '). Rezultati ukazuju na visoku efikasnost uklanjanja sterola u procesu
precis¢avanja komunalnih otpadnih voda, kao i izuzetan znacaj i presudan uticaj ovih

postrojenja na kvalitet vodenih resursa.

4.8. Potvrda prisustva analita

Uzorci u kojima su detektovani steroidni hormoni ili steroli su ponovo analizirani
proSirenom instrumentalnom metodom sa dodatnim SRM prelazima kako bi se
potvrdilo prisustvo analita. Dodatne reakcije fragmentacije su odabrane iz masenih
spektara analita (slike 4.6—4.25) i tabele 4.1. Primeri masenih hromatograma sa
potvrdom prisustva steroidnih hormona prikazani su na slikama 4.36 (mestranol) i 4.37
(17a-estradiol), dok su na slikama 4.38-4.45 predstavljeni primeri masenih
hromatograma sa potvrdom prisustva detektovanih sterola. Za svaki analit su odabrana
dva SRM prelaza izmedu prekursor jona 1 dva najintenzivnija fragmentna jona, tj.
reakcija kvantifikacije i reakcija potvrde. Za neke od analita su i dodatne MS® reakcije
fragmentacije iskoriS¢ene za potvrdu prisustva.

Da bi se izbegli lazni pozitivni rezultati, retenciono vreme analita u masenom
hromatogramu uzorka je poredeno sa retencionim vremenom analita u hromatogramu
standarda u matrici sedimenta 1 u metanolu. Kao dokaz prisustva analita smatra se
razlika u retencionim vremenima izmedu 1-2% (Lopez de Alda et al., 2003). Ovo se
najbolje moze videti na primeru holestanona kod kojeg se u masenom hromatogramu
uzorka i standarda koji odgovara matrici javljaju dva pika koji potic¢u od dva jedinjenja
u uzorku sa istim reakcijama kvantifikacije 1 potvrde (slika 4.40a i 4.40b). Identifikacija
holestanona je moguca tek nakon poredenja retencionih vremena dva jedinjenja sa
retencionim vremenom holestanona u hromatogramu standardnog rastvora u metanolu
(slika 4.40c). Na ovaj nacin je utvrdeno da uzorak sadrzi nepoznato jedinjenje sa
identi¢nim reakcijama fragmentacije kao 1 holestanon, koje se eluira sa hromatografske

kolone 6 min pre holestanona. Sli¢no je primeceno 1 u slucaju sitostanola, kod kojeg je
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razlika u retencionom vremenu u odnosu na nepoznato jedinjenje u matrici uzorka

iznosila oko 3 min (slika 4.45).
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Slika 4.36. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva mestranola: (a) uzorka

sedimenta Top¢iderke (S10); (b) standarda u matrici uzorka koncentracije 100 ng g .
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Slika 4.37. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva 17a-estradiola: (a) uzorka
sedimenta Dunava, kod Donjeg Milanovca (S3); (b) standarda u matrici uzorka

koncentracije 100 ng g_l.
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Slika 4.38. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva epikoprostanola,
epiholestanola, koprostanola i holestanola: (a) uzorka sedimenta Velike Morave (S7);

(b) standarda u matrici uzorka koncentracije 500 ng g .
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Slika 4.39. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva holesterola: (a) uzorka

sedimenta Tise (S4); (b) standarda u matrici uzorka koncentracije 100 ng g
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100 ng g

' (c) standarda u metanolu koncentracije 100 ng g'
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Slika 4.41. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva dezmosterola: (a) uzorka

sedimenta Dunava, kod Smedereva (S1); (b) standarda u matrici uzorka koncentracije

100 ng g .
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sedimenta Dunava, kod Smedereva (S1); (b) standarda u matrici uzorka koncentracije

500 ng gfl
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Slika 4.43. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva kampesterola: (a) uzorka
sedimenta Dunava, kod Smedereva (S1); (b) standarda u matrici uzorka koncentracije

100 ng g
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Slika 4.44. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva p-sitosterola: (a) uzorka

sedimenta Dunava, kod Smedereva (S1); (b) standarda u matrici uzorka koncentracije

500 ng g .
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Slika 4.45. Maseni hromatogrami sa potvrdom prisustva sitostanola: (a) uzorka
sedimenta Dunava, kod Smedereva (S1); (b) standarda u matrici uzorka koncentracije

500 ng g'; (c) standarda u metanolu koncentracije 1000 ng g
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4.9. Utvrdivanje porekla zagadenja recnih sedimenata primenom odnosa sterola

Na osnovu koncentracija sterola detektovanih u uzorcima re¢nih sedimenata, za
uzorke S1-S11 su izraCunati odnosi sterola koji omogucavaju identifikaciju humanog
fekalnog zagadenja i1 razlikovanje izvora fekalne materije u sedimentima. Izra¢unate
vrednosti odnosa sterola prikazane su u tabeli 4.9.

Koprostanol/(koprostanol+holestanol) je najceS¢e koriS¢eni odnos za identifika-
ciju humane fekalne kontaminacije (odnos br. 1, tabela 2.4). Prema grani¢noj vrednosti
ovog odnosa vec¢oj od 0,7, sedimenti iz dve male reke, Topciderke i Velikog Luga
(uzorci S10 i S11), su prepoznati kao zagadeni humanim fekalnim materijalom, tj.
kanalizacionim otpadnim vodama. Vrednosti odnosa br. 1 izraCunate za ostale ispitivane
uzorke sedimenata (u opsegu 0,3-0,7, uzorci S1-S8) ukazuju na to da je pored
antropogenog zagadenja prisutan i uticaj sterola iz prirodnih izvora. Naime, u zivotnoj
sredini moze do¢i do direktnog biogenog unosa holestanola u sedimente ili njegove
sinteze iz holesterola (Carreira et al., 2004). Sli¢ne vrednosti ovog odnosa su dobijene
prilikom analize sedimenata iz Spanije (Grimalt et al., 1990) i Brazila (Carreira et al.,
2004; Cordeiro et al., 2008). Iznenadujuce je da su vrednosti odnosa u opsegu 0,3-0,7
izraCunate Cak 1 za mesta uzorkovanja na kojima je procenat koprostanola bio veoma
visok (npr. za uzorke S7 1 S8, tabela 4.6). Treba imati u vidu da su neke studije pokazale
da je grani¢na vrednost odnosa od 0,7 previsoka za identifikaciju humane fekalne
kontaminacije sedimenata i da je pogodnija vrednost odnosa ve¢a od 0,5 (Isobe et al.,
2002, Leeming et al., 1998). Sli€ni rezultati su dobijeni 1 izraCunavanjem odnosa
(koprostanol+epikoprostanol)/(koprostanol+epikoprostanol+holestanol) (odnos br. 2,
tabela 2.4). Ovaj odnos uzima u obzir mikrobiolosku konverziju koprostanola u
epikoprostanol. Pored uzoraka S10 i S11, dodatno je uzorak S2 prepoznat kao zagaden
humanim fekalnim materijalom. Koprostanol/holestanol odnos (odnos br. 3, tabela 2.4)
predstavlja pojednostavljen oblik odnosa br. 1. Prema referentnoj vrednosti ovog odnosa
vecoj od 0,5, skoro svi analizirani uzorci sedimenata identifikovani su kao zagadeni
kanalizacionim otpadnim vodama. Izuzetak je bio uzorak S6 kod kojeg je prepoznat
kombinovan uticaj sterola iz prirodnih 1 antropogenih izvora, jer je vrednost odnosa bila

u opsegu 0,3-0,5 (tabela 4.9).
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Tabela 4.9. Izracunati odnosi sterola za uzorke re¢nih sedimenata S1-S11.

U K Odnos br.

zora 1. 2. 3. 4. 5, 6. 7. 8. 9. 10. 11.
S (90,50 (~) 0,59 (1099 (048 (D032 (12,10 (048 ()1,86 ()0,71 (024 (1,29
2 (~) 0,64 (D074 (H1,79 124 H073 1,79 (0056 (1,51 (1,93  ()036 (+) 0,36
S3 (~) 0,66 (~)0,67 (1,95 (92,09 (HL0lI (1876 (0,05 (-)3,06 ()220 (20,04 (+)034
S4 (~) 049 (~)0,53 (90,95 (93,30 (90,74 (551 (H)0,18 (1)9,54 (3,90 (0,09 (+)0,33
S5 (~) 0,62 (~)0,66 (1,64 (9220 (H094 (591 (H0,17 (93,59 ()258 (0,11 (+)036
S6 (~) 030 (~)036 (~)043 (083 (1028 (+)2,99 (033 (1,55 (LIl (90,10 (+) 08l
7 (~) 0,66 (0,69 (H1,91 (D213  (HLOI (7,08 (0,14 (1,29 ()244 (0,09 (+)0,23
S8 (~) 0,51 (0,55 (H)1,06 (D436 (90,85 (1563 (D018 (1642 (H)514 (0,09 (+)0,19
S9 NI NI NI NI NI NI NI (1) 2,67 NI NI NI
S10 () 0,86 (0,87 (D597 (1297 (H1,98 (#1365 (10,07 (D083 ()3,19 (0,06 (+)0,04
S11 () 0,86 (10,87 (593 (10,12 (H)3,74 (11048 (10,10 (0,99 (H) 10,12 (-)0,08 (+)0,05

(+) sigurna humana fekalna kontaminacija; (~) nesigurna humana fekalna kontaminacija; (—) nema humane fekalne kontaminacije;
NI — nije izraunat odnos (odgovarajuci steroli nisu detektovani).
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Uzimajuéi u obzir rezultate dobijene kori§¢enjem prva tri odnosa, kao i sugerisanu nizu
grani¢nu vrednost za odnos br. 1 (< 0,5 za indikaciju antropogenog zagadenja), moze se
zakljuciti da je vecina ispitivanih sedimenata zagadena humanim fekalnim materijalom.
Takode, u recnom sedimentu Save (uzorak S6) je utvrdeno prisustvo sterola i iz
prirodnih 1 iz antropogenih izvora, a sediment Dunava, uzorkovan pre izliva otpadne
vode u Smederevu (uzorak S1), sa najmanjim sadrzajem koprostanola (8%, tabela 4.6),
moze se smatrati grani¢nim slucajem.

Za vecinu analiziranih sedimenata vrednost koprostanol/holesterol odnosa (odnos
br. 4, tabela 2.4) je bila veca od 1,0, §to ukazuje na zagadenje komunalnim otpadnim
vodama. Uzorak sedimenta reke Veliki Lug se posebno izdvaja sa najviSom vrednoséu
od 10,12 (uzorak S11, tabela 4.9). Ovako visoka vrednost ukazuje na zagadenje
sedimenta sirovim, netretiranim kanalizacionim otpadnim vodama (Vane et al., 2010).
Vrednosti odnosa manje od 1,0, izracunate za uzorke S1 i S6, ukazuju na znacajan uticaj
sterola poreklom od zivotinja i biljaka, tj. sterola iz biogenih izvora.

Prema grani¢noj vrednosti od 0,06 predlozenoj za odnos koprostanol/
/(holesterol+holestanol) (odnos br. 5, tabela 2.4) svi ispitivani uzorci sedimenata su
identifikovani kao zagadeni humanim fekalnim materijalom. Medutim, ponovo se
1zdvajaju uzorci S1 1 S6 sa najnizim izraCunatim vrednostima ovog odnosa (0,32 1 0,28,
tabela 4.9). Ovi rezultati ukazuju na moguc¢nost da je referentna vrednost od 0,06
preniska za pouzdano utvrdivanje antropogenog zagadenja. Naime, u studiji u kojoj je
predlozen ovaj odnos (Writer et al., 1995) koris¢ene su veoma niske koncentracije
koprostanola (> 10 ng g ') za identifikaciju humane fekalne kontaminacije. S obzirom
na to da je nekoliko godina kasnije kao referentna predlozena znacajno veca
koncentracija koprostanola (> 500 ng g, Gonzélez-Oreja i Saiz-Salinas, 1998), moze
se zakljuciti da grani¢na vrednost odnosa br. 5 mora biti ve¢a od 0,06.

Vrednosti izraCunate za koprostanol/epikoprostanol 1 epikoprostanol/koprostanol
odnose (odnosi br. 6 1 7, tabela 2.4) se mogu uporedo diskutovati, poSto jedan odnos
predstavlja recipro¢ni izraz drugog. Izracunate vrednosti koprostanol/epikoprostanol
odnosa vece od 1,5 ukazuju na humano fekalno zagadenje svih ispitivanih uzoraka
sedimenata (1,79-18,76, tabela 4.9). Sli¢ne vrednosti ovog odnosa su dobijene u studiji
o zagadenju sedimenata iz Venecijanskog zaliva (1,55—13,24, Fattore et al., 1996). Sto

se ti¢e epikoprostanol/koprostanol odnosa, referentna vrednost manja od 0,2 ukazuje na
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zagadenje netretiranim otpadnim vodama. Starenjem fekalne materije dolazi do
konverzije koprostanola u epikoprostanol i porasta vrednosti ovog odnosa. Vrednost
veca od 0,8 ukazuje na antropogeno zagadenje pre duzeg vremenskog perioda ili uticaj
preciS¢enih otpadnih voda. Posto se u blizini mesta uzorkovanja ne nalaze PPOV, jedini
izvor sterola mogu biti netretirane kanalizacione otpadne vode. Prema izraCunatim
vrednostima odnosa br. 7, uzorci S1, S2 i S6 su identifikovani kao zagadeni pre nekog
vremena (0,33-0,56, tabela 4.9), dok je za sve ostale uzorke utvrdeno kontinualno
zagadenje sirovim, netretiranim otpadnim vodama (0,05-0,10). Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da je epikoprostanol/koprostanol odnos pouzdaniji za
utvrdivanje humanog fekalnog zagadenja od koprostanol/epikoprostanol odnosa.
Takode, koprostanol/epikoprostanol odnos je uspeSno primenjen za razlikovanje
antropogenih i prirodnih izvora sterola samo na Antarktiku (Venkatesan i Mirsadeghi,
1992; Martins et al., 2002), dok je epikoprostanol/koprostanol odnos bio pouzdaniji za
razlikovanje zagadenja poreklom od tretiranih i netretiranih otpadnih voda u podrucjima
sa umerenom klimom (Mudge et al., 1999; Martins et al., 2007).

Za analizirane uzorke rec¢nih sedimenata izraCunati su i odnosi sterola za
razlikovanje izvora zagadenja. Prema odnosu (kampesterol+f-sitosterol)/holesterol
(odnos br. 8, tabela 2.5) manjem od 1,0, humana fekalna kontaminacija je utvrdena
samo kod uzoraka S10 1 S11 (0,83 1 0,99, tabela 4.9). Za vecinu ostalih ispitivanih
uzoraka, sa vrednostima odnosa ve¢im od 1,5, prepoznata je kontaminacija otpadom
poreklom od svinja (1,51-9,54). S obzirom na to da je Cak i nezagaden uzorak
sedimenta S9 prepoznat kao zagaden svinjskim dubrivom, odnos br. 8 se ne moze
smatrati pouzdanim, S§to se pokazalo 1 u samoj studiji u kojoj je odnos predlozen (Jardé
et al., 2007). Takode, visoke vrednosti ovog odnosa mogu ukazati i na prisustvo sterola
iz biljnih izvora, tj. terestrijalni unos sterola (Volkman, 1986; Martins et al., 2011).
Vrednosti izraCunate za odnos (koprostanol+epikoprostanol)/holesterol (odnos br. 9,
tabela 2.5) mnogo vece od 3,7 ukazuju na antropogeno zagadenje uzoraka S8 1 S11. Za
vec¢inu ostalih uzoraka, izvor fekalne materije se ne moze utvrditi na osnovu vrednosti
odnosa br. 9 (u opsegu 0,71-3,19, tabela 4.9). Uzorci S1 i S6 se ponovo izdvajaju, sa
najnizim vrednostima ovog odnosa (0,711 1,11).

Na osnovu epikoprostanol/(koprostanol+holestanol) odnosa (odnos br. 10, tabela

2.5) koji omogucava razlikovanje sterola poreklom od ¢oveka i biljojeda, za uzorke S1 i
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S2 (sedimenti Dunava, uzorkovani kod Smedereva), kao 1 uzorke S5 (sediment reke
Tise) i S6 (sediment Save) prepoznat je uticaj sterola poreklom od biljojeda. S obzirom
na to da ¢ak ni uzorci S10 1 S11 nisu prepoznati kao zagadeni fekalnom materijom, ovaj
odnos se ne moze smatrati pouzdanim za utvrdivanje zagadenja recnih sedimenata.

Prema referentnoj vrednosti sitostanol/koprostanol odnosa (odnos br. 11, tabela
2.5) manjoj od 1,0, za veéinu ispitivanih uzoraka sedimenata utvrden je humani izvor
zagadenja (0,04-0,81, tabela 4.9). Izuzetak je uzorak S1 (vrednost odnosa 1,29) za koji
je utvrdeno prisustvo sterola poreklom od biljojeda. lako je primenom ovog odnosa
uzorak S6 prepoznat kao zagaden humanim fekalnim materijalom, izracunata vrednost
od 0,81 je znacajno veca u poredenju sa vrednostima za ostale uzorke, $to ukazuje na to
da je kod ovog uzorka prisutan i uticaj sterola iz prirodnih izvora.

U ispitivanom uzorku sedimenta iz Venecijanskog zaliva veéina sterola nije
detektovana, pa nije bilo moguce izracunavanje odgovaraju¢ih odnosa. Za ovaj
nezagadeni uzorak jedino je bilo moguce izracunati odnos br. 8, ¢ija je vrednost manja
od 1,0 ukazala na antropogeno zagadenje (tabela 4.10). Nepouzdanost ovog odnosa je
potvrdena na uzorku aktivnog mulja iz PPOV u Veneciji u kojem nije prepoznato
humano fekalno zagadenje. Izracunate vrednosti odnosa br. 6 , 7 1 10 za uzorak aktivnog
mulja ne ukazuju na zagadenje humanim fekalnim materijalom. Kod ovih odnosa je
presudan uticaj epikoprostanola koji je u mulju prisutan u visokoj koncentraciji
(7729 ng g ', tabela 4.8), priblizno jednakoj koncentraciji koprostanola (7787 ng g™).
Poznato je da se koncentracija epikoprostanola povecava u aktivnom mulju koji zaostaje
u PPOV, kao rezultat intenzivne, anaerobne mikrobioloske redukcije koprostanola
(McCalley et al., 1981). Zbog toga se odnosi sterola sa epikoprostanolom evidentno ne
mogu primenjivati na uzorke mulja iz PPOV, ve¢ samo u identifikaciji izvora zagadenja
recnih sedimenata. S druge strane, na uzorku aktivnog mulja iz PPOV je potvrdena
primenljivost odnosa br. 1, 2, 3, 4, 5, 91 11, jer je na osnovu referentnih vrednosti ovih

odnosa prepoznata humana fekalna kontaminacija uzorka.
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Tabela 4.10. Izracunati odnosi sterola za uzorak sedimenta iz Venecijanskog zaliva

1 uzorak aktivnog mulja iz PPOV.

Odnos br. Sediment Venecijanskog zaliva Aktivni mulj iz PPOV

1. NI (+) 0,76
2. NI (+) 0,87
3. NI (+) 3,22
4. NI (+) 2,96
5. NI (+) 1,54
6. NI (-) 1,01
7. NI (-) 0,99
8. (+) 0,71 (-) 1,87
9. NI (+) 5,90
10. NI (-) 0,76
11. NI (+) 0,35

(+) sigurna humana fekalna kontaminacija; (—) nema humane fekalne
kontaminacije; NI — nije izracunat odnos (odgovaraju¢i steroli nisu
detektovani).

Na osnovu prethodnog se moze zakljuciti da su najpouzdaniji odnosi sterola za
utvrdivanje porekla zagadenja recnih sedimenata: koprostanol/(koprostanol+holestanol),
sa referentnom vredno$¢u vec¢om od 0,5 za potvrdu humane fekalne kontaminacije, kao
1 koprostanol/holesterol, epikoprostanol/koprostanol 1 sitostanol/koprostanol. Ovi
odnosi se Cesto koriste pri razli¢itim uslovima u Zivotnoj sredini 1 razli¢itom unosu
organske materije. Dobijeni rezultati se mogu vizuelizovati pomocéu 3D grafika
zavisnosti odabranih odnosa (slika 4.46) na kojima se jasno izdvajaju tri grupe uzoraka

u skladu sa prethodnom diskusijom:

1) grupa uzoraka re¢nih sedimenata kontinualno zagadena sirovim, netretiranim
kanalizacionim otpadnim vodama (sedimenti Top¢iderke 1 Velikog Luga, S10 1
S11)

2) grupa uzoraka zagadena humanim fekalnim materijalom (sedimenti Dunava —
S2 1S3, Tise — S4 1S5, i Velike Morave — S7 1 S8)

3) grupa uzoraka za koju je utvrden kombinovan uticaj antropogenog zagadenja i
prirodnih izvora sterola (sediment Dunava, uzorkovan pre ispusta otpadne vode

u Smederevu — S1, i sediment Save — S6)

Dobijeni rezultati pokazuju dobro slaganje sa izraCunatim procentom koprostanola u

odnosu na ukupnu koli¢inu sterola za sve ispitivane uzorke sedimenata (tabela 4.6). Na
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primer, najveéi procenat koprostanola je izracunat za uzorke S10 (38%) i S11 (62%),
dok su najmanji procenti odredeni za uzorke S1 (8%) i S6 (11%). Na osnovu rezultata
procene zagadenja renih sedimenata u Srbiji komunalnim otpadnim vodama moze se
zakljuciti da je za pouzdano utvrdivanje porekla fekalne materije u sedimentima, pored
procenta koprostanola u odnosu na ukupnu koli¢inu sterola, potrebno koristiti najmanje

tri odnosa sterola.
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Slika 4.46. 3D grafik zavisnosti odabranih odnosa sterola: (a) sitostanol/koprostanol,
koprostanol/holesterol 1 koprostanol/(koprostanol+holestanol) odnosa;
(b) epikoprostanol/koprostanol, koprostanol/holesterol i

koprostanol/(koprostanol+holestanol) odnosa.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je razvoj nove, brze i osetljive multirezidualne metode za
istovremeno odredivanje tragova steroidnih hormona i humanih/zivotinjskih i biljnih
sterola u re¢nim sedimentima. U okviru istrazivanja izvrSena je optimizacija postupka
pripreme uzoraka sedimenata i instrumentalne metode te¢ne hromatografije u sprezi sa
tandem masenom spektrometrijom. Posebna paZnja posvecena je poboljSanju
hromatografskog razdvajanja steroidnih hormona i sterola sa identi¢nim reakcijama
fragmentacije u masenom detektoru. Razvijena i validirana metoda je primenjena u
analizi re¢nih sedimenata, pri ¢emu su po prvi put dobijeni podaci o stepenu zagadenosti
sedimenata steroidnim jedinjenjima u Srbiji. Na osnovu koncentracija detektovanih
sterola, izracunati su odnosi sterola pomocu kojih su utvrdeni izvori zagadenja re¢nih
sedimenata. Analizom rezultata dobijenih u ovom radu mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

o O optimalnim uslovima hromatografskog razdvajanja i maseno-spektrometrijskoj

detekciji analita:

® Optimalno hromatografsko razdvajanje steroidnih hormona postignuto je na
Zorbax Eclipse® XDB-C,3 reverzno-faznoj koloni. U cilju potpunog hromato-
grafskog razdvajanja hormona sa identiénim MS" reakcijama fragmentacije
(estriola 1 estrona, kao 1 17a- 1 17B-estradiola) potrebno je koristiti mobilnu fazu
sastava 55% metanola 1 45% vode.

R Efikasno hromatografsko razdvajanje Cetiri humana/Zivotinjska sterola sa istim
MS" reakcijama fragmentacije: epikoprostanola, epiholestanola, koprostanola i
holestanola postignuto je na LiChrospher RP-18 EC koloni.

R Za efikasnu jonizaciju odabranih steroidnih jedinjenja potrebno je koristiti
hemijsku jonizaciju na atmosferskom pritisku. Sva ispitivana jedinjenja u
procesu jonizacije formirala su samo pozitivne jone analita.

R Kvantifikacija odabranih analita je uspeSno uradena pracenjem karakteristi¢ne
reakcije fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji 1 najstabilniji fragmentni

jon.
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™R

Dodatne MS" reakcije su iskori$¢ene za potvrdu prisustva analita, ponovnom
analizom pozitivnih uzoraka uz prosirenu instrumentalnu metodu sa dodatnim

SRM prelazima.

O optimalnim parametrima ultrazvucne ekstrakcije i postupka preci§éavanja

dobijenih ekstrakata:

(€

™R

Kao optimalan rastvarac¢ u postupku ultrazvucne ekstrakcije dvadeset odabranih
steroidnih jedinjenja iz re¢nih sedimenata odabran je metanol.

U optimizaciji mase sedimenta za ekstrakciju nisu uocene znacajne razlike u
prinosima pri ekstrakeiji 1,0 1 2,0 g sedimenta, zbog cega je kao optimalna
odabrana masa od 2,0 g jer se time postiZe veci faktor predkoncentrovanja.

U cilju smanjenja vremena pripreme uzorka sedimenta za analizu, kao optimalno
je odabrano vreme ultrazvucne ekstrakcije od 3 % 10 min.

S obzirom na to da su re¢ni sedimenti veoma komplekse matrice Ciji sastojci 1
necistoe mogu uticati na rezultate analize, potrebno je uraditi 1 preciS¢avanje
dobijenih ekstrakata. Kao optimalno pakovanje kolone za preciS¢avanje
odabrana je smesa silika-gela 1 anhidrovanog Na;SOg.

Kao najefikasniji rastvaral za eluiranje odabranih analita sa kolone za
prec¢iS¢avanje odabran je metanol.

Za optimizovanu 1 validiranu analiticku metodu vrednosti prinosa odabranih
steroidnih hormona 1 sterola su bile visoke (73—-118%), sa RSD vrednostima
generalno ispod 20%, potvrdujuc¢i dobru ponovljivost razvijene metode.
Linearnost optimizovane metode je bila dobra, sa koeficijentima korelacije u
opsegu od 0,936 za stigmasterol do 0,999 za holestanon i holesterol.

Granice detekcije razvijene i validirane metode su bile u opsegu 0,6-15ng g™,
dok su granice kvantifikacije bile u opsegu 2-50 ng g .

Uticaj matrice za vecinu analita nije bio izraZen (—12% za holestanol do 16% za
estriol). Znacajan uticaj matrice je zabeleZen u slucaju holestanona (—27%),
sitostanola (29%), epikoprostanola (67%) 1 P-sitosterola (68%). Eliminacija
uticaja matrice postignuta je primenom metode standardnog dodatka kao tehnike

kalibracije.
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o O rezultatima analize realnih uzoraka reénih sedimenata:

® Od devet analiziranih steroidnih hormona, samo su tragovi 17a-estradiola i
mestranola pronadeni u re¢nim sedimentima. Analiza uzoraka sedimenata je
pokazala Siroku rasprostranjenost sterola. U najvecoj koncentraciji detektovan je
humani/zivotinjski sterol koprostanol, biomarker antropogenog zagadenja.

&R Na osnovu koncentracija sterola detektovanih u ispitivanim uzorcima izracunati
su odnosi sterola za identifikaciju humanog fekalnog zagadenja i razlikovanje
izvora fekalne materije u sedimentima.

&® Od jedanaest testiranih odnosa sterola, kao najpouzdaniji za utvrdivanje porekla
zagadenja rec¢nih sedimenata mogu se izdvojiti slede¢a cetiri odnosa:
koprostanol/(koprostanol+holestanol) (sa referentnom vrednos¢u vec¢om od 0,5
za potvrdu humane fekalne kontaminacije), koprostanol/holesterol, epikopro-
stanol/koprostanol i sitostanol/koprostanol.

&® Da bi se pouzdano mogao utvrditi izvor fekalne materije u sedimentima, pored
procenta koprostanola u odnosu na ukupnu koli¢inu sterola, neophodno je
koristiti najmanje tri odnosa sterola.

R Rezultati su pokazali da je vecina ispitivanih re¢nith sedimenata iz Srbije
prepoznata kao zagadena humanim fekalnim materijalom. Za dva uzorka je
utvrden kombinovan uticaj antropogenog zagadenja i prirodnih izvora sterola
poreklom od biljojeda. Dobijeni rezultati se mogu objasniti ¢injenicom da u
blizini mesta uzorkovanja ne postoje postojenja za preciS¢avanje otpadnih voda,

zbog Cega se velike koli¢ine sterola oslobadaju u prirodne vodotoke.
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Slika 2. MS" maseni spektri estrona: (a) APCI(+)MS® [M+H]"; (b) APCI(+)MS*
[M+H]"; (c) APCI(H)MS? [M+H]"; (d) APCI(+)MS® [M+H]".
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Slika 3. MS" maseni spektri ekvilina: (a) APCI(+)MS® [M+H]"; (b) APCI(+)MS*
[M+H]"; (c) APCI(H)MS? [M+H]"; (d) APCI(+)MS* [M+H]".
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Slika 4. MS" maseni spektri noretindrona: (a) APCI(+)MS® [M+H]"; (b) APCI(+)MS*
[M+H]"; (c) APCI(+)MS’ [M+H]".
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Slika 5. MS" maseni spektri 17a-etinilestradiola: (a) APCI(+)MS® [M—-H,O+H]J";
(b) APCI(+)MS* [M—H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
(d) APCI(+)MS* [M-H,O+H]"; (e) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
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Slika 6. MS" maseni spektri 17B-estradiola: (a) APCI(+)MS’[M-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M—H,0+H]"; (¢) APCI(+)MS’[M—H,O+H]".
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Slika 7. MS" maseni spektri 17a-estradiola: (a) APCI(+)MS’[M-H,0+H]";
(b) APCI(+)MS® [M-H,0+H]"; (c) APCI(+MS’*[M-H,O+H]".
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Slika 8. MS" maseni spektri levonorgestrela: (a) APCI(+)MS’® [M+H]";
(b) APCI(+)MS* [M+H]"; (¢) APCI(+)MS’ [M+H]".
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Slika 9. MS" maseni spektri mestranola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M-H,O+H]"; (c) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]".
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Slika 10. MS" maseni spektri epikoprostanola: (a) APCI(++)MS’ [M—H,O+H]";
(b) APCI(H)MS* [M—H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]"; (d) APCI(+)MS"*
[M-H,O+H]"; (e) APCI(+)MS® [M—H,O+H]"; (f) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]".
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Slika 11. MS" maseni spektri epiholestanola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
(b) APCI(+H)MS* [M—H,O+H]"; (c) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]"; (d) APCI(+)MS"*
[M—H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS’ [M—H,O+H]"; (f) APCI(+)MS’ [M—H,O+H]".
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Slika 12. MS" maseni spektri koprostanola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M-H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS® [M-H,O+H]"; (d) APCI(+)MS*
[M—H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS’ [M—H,O+H]"; (f) APCI(+)MS’ [M—H,O+H]".
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Slika 13. MS" maseni spektri holestanola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M-H,0+H]"; (¢) APCI(+)MS® [M-H,O+H]"; (d) APCI(+)MS*
[M—H,O+H]"; (e) APCI(+)MS’ [M—H,O+H]"; (f) APCI(+)MS’ [M—H,O+H]".
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Slika 14. MS" maseni spektri holesterola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M-H,O+H]"; (c) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]";
(d) APCI(+)MS* [M—H,O+H]".
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Slika 15. MS" maseni spektri holestanona: (a) APCI(+)MS’ [M+H]";
(b) APCI(+H)MS* [M+H]"; (¢) APCI(++)MS’ [M+H]".
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Slika 16. MS" maseni spektri dezmosterola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";

(b) APCI(+)MS* [M—H,O0+H]"; (c) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]"; (d) APCI(+)MS®

[M-H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS* [M—H,0+H]".
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Slika 17. MS" maseni spektri stigmasterola: (a) APCI(+)MS® [M—-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M—H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]";
(d) APCI(+)MS* [M—H,O+H]".
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Slika 18. MS" maseni spektri kampesterola: (a) APCI(+)MS® [M—-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M—H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]";
(d) APCI(+)MS* [M—H,O+H]".
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Slika 19. MS" maseni spektri B-sitosterola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";
(b) APCI(+)MS* [M-H,O+H]"; (c) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]";
(d) APCI(+)MS* [M—H,O+H]".
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Slika 20. MS" maseni spektri sitostanola: (a) APCI(+)MS® [M-H,O+H]";

(b) APCI(+)MS* [M-H,O+H]"; (¢) APCI(+)MS’ [M-H,O+H]";

(d) APCI(+)MS* [M—H,O+H]".
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Slika 21. Rezultati korelaciono-regresione analize.
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Slika 21. (nastavak)
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Slika 22. Graficki prikaz rezidualnih vrednosti izracunatih iz odgovarajucih jednacina
prave za Sest koncentracija.
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Tabela 1. Rezidualne vrednosti izracunate iz odgovarajucih jednacina prave za Sest

koncentracija.

Rezidualna vrednost

Steroid Koncentracija (ng g_l)

50 100 250 500 1000 2000
Estriol —1433 -1129 -197 1386 3244 —1872
Estron —-8054 2962 —9880 4 —4594 3463
Ekvilin —7155 -924 1375 6763 2728 —2809
Noretindron -12726 5366 6047 -739 5501 -5706
17a-Etinilestradiol ~ —931 1689 -344 0 —755 341
17B-Estradiol 5440 6691 1952 -10658  —1071 2832
17a-Estradiol -995 18894 4566 -39032 14559 1994
Levonorgestrel —7676 7824 —2258 3945 —1935 100
Mestranol 1171 -3612 2290 -11722 3678 969
Epikoprostanol 332 —66 -229 325 —257 154
Epiholestanol —1813 2136 73 1808 -3126 1048
Koprostanol -566 2567 —2988 -33 1390 —463
Holestanol 27 48 =53 45 170 -76
Holesterol 1026 2324 -5620 3862 -2999 1396
Holestanon —13945 6146 15597 —5454 12952 —8464
Dezmosterol —-171 659 =350 67 —471 266
Stigmasterol -21819 6430 -6109 16173 7344 —28697
Kampesterol —-9019 14209 -9135 5 6059 —2118
B-Sitosterol —2297 —-1021 1403 —1395 6369 -3045
Sitostanol 49 253 —480 -303 759 —276
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucanun-a Meana Martuh Byjaruh

6poj uHpekca 4007/2012

UzjaBbyjem
[a je goKTopcka AvcepTauuja nof HacnoBoMm

OOPEBMBAHE TPATOBA CTEPOUOHWX XOPMOHA N CTEPOJIA KAO
NMHOWKATOPA N3BOPA 3ATABEHA PEMHUX CEOUMEHATA METOOM
TEYHE XPOMATOIPA®UJE CA TAHOEM MACEHOM
CMNEKTPOMETPHUJOM

e pe3yntaTt CONCTBEHOr UCTPaXWBaYKor paaa,

e [a NpeanoxeHa guceprauuja y LenuHW HU y AenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pobujare OGuno koje gunnome npema CTYAMCKAM nporpaMuma apyrux
BMCOKOLLIKONICKMX YCTaHOBa,

e [a cy pesynTati KOPEKTHO HAaBEeAEHU U1

e [a HWACaMm KpluMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
APYrvX nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpaay, _13.06.2016.

Dwa Moz %uﬁuuﬁ



U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaAMMaHe U eNeKTPoOHCkKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme v npesumve aytopa Meana Matuh byjaruh

Bpoj niaekca 4007/2012

Cryaujckm nporpam _Xemuja

Hacnoe paga _OgpehuBake TparoBa CTEPOMAHUX XOPMOHa U CTepona Kao

MHAWKaTopa U3Bopa 3arafhewa peyHux ceguMeHaTa METOAOM TEYHE xgomamrga@u'e
ca TaH4eM MaceHOM CNeKTPOMETPU|OM

Mentop _Ceetnana [pyjuh

MoTnucaHw/a WMeana Matuh Byjarmuh

M3jaBrbyjem aa je WTamnaHa Bepauja Mor JOKTOPCKOr paaa WCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBare Ha noptany JAurutanHor
penosutopujyma YHuBep3auterta y beorpany.

[JosBorbaBam fAa ce objaBe MOjUM NUYHW nNojaun BesaHu 3a nobujare akagemckor
3Barba JOKTOpA Hayka, Kao LTO Cy WME U NpesuMe, roavHa i MecTo pofera u Aatym
onbpaxe paga.

OBM NUYHM nofaunm Mory ce 00jaBUTM Ha MPeXHUM CcTpaHuuama auvrutanHe
BubnuoTeKe, y ENeKTPOHCKOM KaTanory 1y nybnukauujama YxueepauTeTta y beorpaay.

MoTnuc pgokTopaHaa

Y Beorpagy, 13.06.2016.
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MU3sjaBa o kKopuwhewy

Oenawhyjem YHueep3auTeTcky ©ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh" aa y OurutanHu
penosuTopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTtauujy nop
HacnoBomM:

OOPEBUMBAHE TPATOBA CTEPOWUOHUX XOPMOHA U CTEPOJIA KAO
NMHOWKATOPA U3BOPA 3ATABEHA PEYHMX CEAUMEHATA METOIOM
TEYHE XPOMATOIPA®UJE CA TAHOEM MACEHOM
CNOEKTPOMETPWUJOM

KOja je Moje ayTopcKo Aaeno.

OucepTaumjy ca cBuM npunosumMa npegao/na cam y enekTpoHckoMm dopmaty norogHom
3a TpajHO apxuBMpamse.

Mojy AOKTOpCKY AMcepTaumjy noxparweHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepauteTa
y Beorpagy mory na kopucte CBMW Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeaTtueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uvo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLWjanHo
@YTODCTBO — HekomepuujanHo — Bes npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUMWjanHo — AenuTi Noa UCTUM YCnoBumMa
5. AytopcTtBo — ©e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEMUTW NOA UCTUM YCrOBUMA

(Monumo fa 3aoKpyxuTe camo jegHy oA LecT NoHyfeHux nuueHuw, kpaTak onuc
NWUUEHUM AaT je Ha nonefuHn nucta).

MoTnuc poKkTopaHaa

Y beorpagy, 13.06.2016.
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1. AyTopcTBO - [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AMCTpUbYuMjy W jaBHO caoriuTaBare
[ena, v npepage, ako ce HaBeae vMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH oa cTpaHe aytopa
UnW aasaoua NULEHLE, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of CBUX
NULEHLUMN.

2. AyTOpCTBO — HeKOMepLuMjanHo. [losBorbaBarte yMHOXaBarbe, AUCTPUBYLMjY 1 jaBHO
caoniiTaBame [Aena, U npepane, ako ce HaBede uMe aytopa Ha HavuH oapeheH of
cTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BO/baBa KoMepuujandy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuuwjanHo - 0es npepage. [lo3BorbaBarte yMHOXaBare,
avcTpubyumnjy U jaBHO caonwiTaBawe Aena, 6e3 npomena, npeobnukosara wnu
ynotpebe Oena y CBOM [y, ako Ce HaBefe MMe ayTtopa Ha HauuH oapefied oA
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuuerue. OBa NULEHUA He [03BOrbasa KoMepLujanHy
ynotpeby Aena. Y oAHOCY Ha CBe ocTare NuuUeHLe, OBOM JMLEHLIOM Ce orpaHuyasa
Hajsehn oBum npasa kopuwhexsa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuMjanHo — [AenuTu noa ucTum ycnosuma. [lossorbaBare
yMHOXaBatbe, AUCTpubyumnjy 1 jaBHO caoniuiTasare Aena, U npepane, ako ce Haseje
MMe ayTopa Ha HauuH ofpefieH of cTpaHe ayTopa unv AaBaoua NuueHLe u ako ce
npepaga aucTpuByupa nof WCTOM WMNKU CRMYHOM nuueHuom. Osa nuueHua He
[103BOrbAaBA KOMepLWjanHy ynotpeby aena v npepaja.

5. AytopcTeo — Ge3 npepape. [losBorbaBaTte yMHOXaBare, OAMCTPMOYUMjy W jaBHO
caoniuTasame aerna, bes npomena, npeobnukosara unu ynorpede genay cesom geny,
ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HauuH ogpefjeH o cTpade ayTopa unu daBaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3Borbasa komepuujandy ynotpedy aena.

6. AyTOpCcTBO - AenuTW nof WCTUM ycnosuma. [losBorbasare yMHOXaBae,
AncTpubyumjy U jaBHO caonwiTasake fAena, v npepaje, ako ce Hageze Mme aytopa Ha
HauuH oapefeH of CTpaHe ayTopa WNW jAasaola nuueHue W ako ce npepaga
AucTpuByuMpa noa UCTOM MNM cnvyHoM nuueHuoMm. Osa nuueHua [Ao3BoSbasa
komepumjanHy ynotpeby aena u npepafga. CnudHa je coTBepckum nuueHuama,
OAHOCHO f1LEeHLamMa OTBOPEHOT Koaa.



