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POVZETEK

Bisfenol A (BPA) in njegovi analogi spadajo v skupino spojin, ki jih imenujemo motilci
endokrinega sistema. To pomeni, da jih hormonski receptorji prepoznajo kot endogene
ligande, kar lahko povzro¢i Skodo, saj je endokrini sistem med drugim odgovoren za
uravnavanje metabolizma, telesne mase, krvnega tlaka, imunskega odziva in spolnih

funkcij.

BPA je bil prvi¢ sintetiziran leta 1891, njegova industrijska uporaba pa se je pricela po letu
1950 kot monomer polikarbonatne plastike, ki se danes v veliki koli¢ini uporablja kot
ovojnina, pa tudi za izdelavo epoksidnih premazov konzerv in plo¢evink za zivila. Ker se
je izkazalo, da je BPA motilec endokrinega sistema, so se na trzis¢u pojavili kot njegova
zamenjava Stevilni analogi (npr. bisfenol F (BPF) in bisfenol S (BPS)), vendar njihov
uc¢inek na endokrini sistem $e ni jasno opredeljen. Pregled literature je pokazal prisotnost
BPA, BPAF, BPE, BPF in BPS v odpadnih vodah. BPZ in BPC sta v literaturnem pregledu
zelo slabo zastopana, Se posebej BPC, ki je le redko vkljucen v raziskave, pa naj bodo to

raziskave njegovih u¢inkov ali pa preverjanje njegovih koncentracij v okolju.

V okviru magistrske naloge smo se osredotocili na dolocitev prisotnosti izbranih analogov
BPA, BPAF, BPAP, BPB, BPC, BPE, BPF, BPS in BPZ v slovenskih odpadnih vodah. V
ta namen smo analizirali vtoke in iztoke petih slovenskih Cistilnih naprav (Ljubljana,
Domzale — Kamnik, Golnik, Novo mesto in Saleska dolina). V primeru centralnih &istilnih
naprav Ljubljana in Domzale — Kamnik smo analizirali Se 23 dotokov iz razli¢nih
industrijskih obratov, v primeru CCN DomZzale — Kamnik pa smo analizirali $e vzorce
dotokov z dovozi odpadne vode s cisternami iz industrijskih obratov brez lastnih Cistilnih

naprav.

Za pripravo vzorca smo uporabili ekstrakcijo na trdnih nosilcih, nakar smo vzorce Se
spirali, koncentrirali in derivatizirali. Ekstrakcijo in derivatizacijo smo pred analizo realnih
vzorcev optimizirali. Za separacijo smo uporabili plinsko kromatografijo, kot detekcijo pa
masno spektrometri¢ni detektor (GC-MSD). Metodo smo validirali po FDA smernicah in z

njo pomerili koncentracije analogov BPA v 47 vzorcih odpadnih vod.

Rezultati naSe preiskave so pokazali vsebnost vseh izbranih analogov v vzorcih odpadne
vode. Najvisjo vsebnost med analiziranimi alternativami BPA je imel BPC s 388 ng/L, v



vtokih z dovozi pa BPZ s 403 ng/L. V iztokih so bile vsebnosti analogov BPA v ve€ini
Vzorci iz &istilnih naprav iz Novega mesta, Saleske doline in Golnika vsebujejo veliko
nizje koncentracije bisfenolov kot pa vzorci iz Cistilnih naprav Ljubljana in DomZale —
vzorcih iztokov teh treh Cistilnih naprav so bile nad LOD samo koncentracije BPB, BPE in
BPAP. Izracunali smo tudi odstotke odstranitve spojin za vse Cistilne naprave. Za vecino

Cistilnih naprav je bil odstotek odstranitve spojin zelo visok, tj. nad 90 %.

Vzoréili smo tudi iztoke iz industrijskih obratov na CCN Ljubljana in CCN Domzale —

aves

mesnin, BPF (958 ng/L) v vzorcu iztoka kemicne Cistilnice oblacil in BPZ (403 ng/L) v

vzorcu iztoka zbirnega centra odpadkov.

Kljuéne besede: bisfenoli, odpadna voda, plinska kromatografija, masna spektrometrija



ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) and its' analogues are part of a group of compounds, called Endocrine
Disrupting Compounds (EDCs). This means, that hormone receptors mistakenly recognize
them as endogenous ligands. This can create lots of problems, because endocrine system
among other things regulates metabolism, weight, blood pressure, immune response and

sexual functions.

BPA has been synthesized for the first time in 1891, its industrial application began in
1950. His most known use is as monomer unit in the production of polycarbonate plastic,
which is used as plastic packaging. It is also used in the production of the epoxy resin
coating on the inside of food cans. Because BPA is an endocrine system disruptor, several
new substitutes have emerged, (for example bisphenol F (BPF) and bisphenol S (BPS)),
but their effect on the endocrine system is not yet clearly understood. Literature research
has shown presence of BPA, BPAF, BPE, BPF and BPS in in wastewaters. It also reveals
that BPZ and BPC are poorly researched, especially BPC that is rarely included in studies
regarding both its presence in the environment and of its effects on endocrine system.

In frame of our masters thesis we have focused on determining the presence of selected
analogues of BPA (BPAF, BPAP, BPB, BPC, BPE, BPF, BPS and BPZ) in Slovenian
wastewaters. To this end we analysed influents and effluents of 5 slovenian wastewater
treatment plants (WWTP: Ljubljana, DomzZale — Kamnik, Golnik, Novo mesto and Sale3ka
dolina). In case of central wastewater treatment plants (CWWTP: Ljubljana and Domzale —
Kamnik we also analysed 23 inflows from various industrial plants and in case of CWWTP
Domzale — Kamnik also samples of influents that include wastewater that is driven to
CWWTP with cisterns from industrial plants without their own WWTP,

As sample preparation we applied solid phase extraction (SPE), followed by concentration
and derivatization. We optimized them both before analysing real samples. For separation
we used gas chromatography and we used mass spectrometry for detection (GC-MSD). We
validated the method with FDA standards and then measured concentrations of BPA

analogues in 47 samples of wastewaters.

In our analysis we detected all BPA analogues. Highest concentration of BPA alternatives
in influents was concentration of BPC with 388 ng/L, while for influents with inflows from

local industrial plants highest concentration was that of BPZ with 403 ng/L. In effluents
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most concenrations of BPA analogues were below LOD, except in one sample, where
concentration of BPZ was 85,7 ng/L. Samples from WWTPs Novo mesto, Saleska Dolina
and Golnik show much lower concentrations of bisphenols than in the samples from
CWWTPs Ljubljana and Domzale — Kamnik. Highest concentration of all bisphenols in
those three WWTPs was detected for BPF (6,15 ng/L) in one influent. In effluents for
those three WWTPs only BPB, BPE and BPAP were present in concentrations above the
LOD. We also calculated % of removal for all WWTPs. For the majority of WWTPs, the

percentage of removal was high (> 90 %).

We also sampled inflows from various industrial plants at the WWTPs Ljubljana and
Domzale — Kamnik. In surprisingly high concentrations we detected BPC (2558 ng/L) in
effluent sample from a meat processing factory, BPF (958 ng/L) in efflluent sample from

dry-cleaning facility and BPZ (403 ng/L) in effluent sample from a recycling facility.

Keywords: bisphenols, wastewater, gas chromatography, mass spectrometry
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SEZNAM OKRAJSAV

AOu1 razpadni Cas spojine, podvrzene atmosferski oksidaciji

BPA bisfenol A

BPAF bisfenol AF

BPAP bisfenol AP

BPB bisfenol B

BPC bisfenol C

BPE bisfenol E

BPF bisfenol F

BPS bisfenol S

BPZ bisfenol Z

BAF bioloSko akumulacijski faktor

BCF bioloSko koncentracijski faktor

BLYES bioluminescencni test na kvasovkah

CCN centralna Cistilna naprava

CCN DK Centralna Cistilna naprava DomZale — Kamnik

CCN LJ Centralna Cistilna naprava Ljubljana

CWWTP central wastewater treatment plant

CN gistilna naprava

CNG Cistilna naprava Golnik

CN NM Cistilna naprava Novo mesto

CN SD Cistilna naprava Saleska dolina

dBPA-d™ | devterirani bisfenol A

DCM diklorometan

EtAc etilacetat

El elektronska ionizacija

ER estrogenski receptor

ERa estrogenski receptor alfa

ERpB estrogenski receptor beta

ERR gama | estrogenski receptor gama

GC plinska kromatografija

GC-MS plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo

GSH glutation

HPLC tekoCinska kromatografija visoke locljivosti

LC tekocCinska kromatografija

LC-MS tekocCinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometri¢énim
detektorjem

LOD limita detekcije

LOQ limita kvantifikacije

LOEC najniZja koncentracija, pri kateri je opazen merljiv ué¢inek

logKoc logaritem porazdelitvenega koeficienta med vodo in organskim ogljikom v
zemlji

logKow logaritem porazdelitvenega koeficienta med oktanolom in vodo

MeOH metanol

MS masna spektrometrija

MTBSTFA | N-terc-butildimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamid

NADPH

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
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pKa disociacijska konstanta kisline

RSD relativna standardna deviacija

S-PEKES sulfoniran poli(eter keton eter sulfon)

SERM selektivni modulator estrogenskih receptorjev
SIM metoda spremljanja posameznega iona

SPE ekstrakcija na trdnih nosilcih

t-BDMCS | terc-butildimetilklorosilan

T, retencijski ¢as spojine
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1. UVOD

1.1. Endokrini sistem in motilci endokrinega sistema
V Cloveskem telesu sta dva pomembna komunikacijska sistema, to sta ziveni sistem in

endokrini sistem. Endokrini sistem preko izlo¢anja hormonov iz endokrinih Zlez vpliva na
mnogo procesov Vv telesu, med drugim na prebavo, uravnavanje krvnega tlaka, odziv
imunskega sistema, hitrost metabolizma in razmoZevanje (1). Glavne endokrine Zleze v
telesu so hipofiza, epifiza, hipotalamus, timus, nadledvicni Zzlezi, §Citnica, trebusna

slinavka, jajéniki pri zenskah in testisi pri moskih (Slika 1) (2).

ENDOKRINI SISTEM

hipotalamus

epifiza

hipofiza

S¢itnica
timus

nadledviéni Zlezi

trebusna slinavka
—— jajéniki (Zenske)

KF\\& ‘J‘ ‘ % - testisi (moski)

Slika 1: Endokrine Zleze v cloveskem telesu — prirejeno po (2)

Med endokrine hormone spadajo razli¢ne vrste hormonov, med drugim steroidni hormoni
in tiroidni hormoni. Njihova vezava na ustrezni (komplementarni) receptor sprozi
signalizacijo v hormonsko odzivnih celicah. Dve veliki skupini steroidnih endokrinih
hormonov sta estrogenska in androgenska. Estrogeni se pri Zenskah izloc¢ajo iz jaj¢nikov,
pri moskih pa iz testisov. Ceprav poznamo vsaj 6 razli¢nih estrogenov, so v Zenskem telesu
samo Stirje prisotni v omembe vredni koncentraciji, to so p-estradiol, estron, estriol in
progesteron. (Slika 2) (3, 4). Uravnavajo rast in razvoj Zzenskih spolnih organov,
sekundarnih spolnih znakov ter rast maternice v nosec¢nosti. Najbolj pomemben androgen

je testosteron, ki je pri moskih odgovoren za razvoj sekundarnih spolnih znakov (1).



Slika 2: Endogeni estrogeni — prirejeno po (3) in (4)

V skupino motilcev endokrinega sistema (po anglesko endocrine disrupting chemicals —
EDCSs) uvrs¢amo spojine, ki so strukturno dovolj podobne endokrinim hormonom, da jih
ustrezni receptorji napa¢no prepoznajo kot hormon, lahko pa tudi motijo sintezo, transport
in metabolizem endokrinih hormonov. Steroidni skelet je sestavljen iz treh Sestélenskih in
enega petélenskega obroca (Slika 2) (3, 4), pomemben strukturni element, skupen z
mnogimi endokrinimi matilci, pa je fenolni obro¢. Endokrini motilci lahko na receptor
delujejo kot agonist (na receptor delujejo kot sam hormon in s tem povzro¢ijo pricakovan
odziv), antagonist (vezejo se na receptor, s tem blokirajo vezavno mesto in hormonu
preprecijo vezavo) ali delni agonist (veZejo se na receptor, vendar ne povzrocijo ucinka v
isti meri, kot bi ga hormon, ki ga posnemajo) (1). To pa ni njihov edini mehanizem
delovanja, saj med drugim vplivajo tudi na metabolizem mascob in preko tega povzroc¢ajo
debelost, specificni molekulski mehanizem, preko katerega povzrocajo rakave bolezni, pa

Se ni znan (5).

Raziskave vpliva na endokrini sistem se izvajajo predvsem na kvasovkah (7, 8), ribah
zebricah (9, 10, 11, 12) in misjih/¢loveskih celiénih linijah (7, 13, 14, 15, 16). Endokrini
motilci povzrocajo reproduktivne nepravilnosti, razlicne vrste raka (med drugim rak na
prsih) in mosko neplodnost, vplivajo na tanjSanje jajéne lupine pri pti¢ih in spremembe
gonad pri plazilcih (1). Vec€ina raziskav bisfenolov preiskuje BPA in literaturni podatki

kazejo, da bi BPA lahko bil vzrok za povecano razsirjenost avtoimunih bolezni in



alergijskih obolenj tipa 1 (6), da je kloriran BPA akutno toksi¢en za ribe zebrice (11), ter
da BPAF pri ribah vpliva na spolni razvoj zarodka (9, 10, 11, 12), kar so znanstvene
raziskave pokazale tudi za BPF (12).

Zaradi zgoraj naStetega je zelo zaskrbljujo¢e dejstvo, da so endokrinim motilcem
izpostavljeni tako ljudje kot Zivali, saj se nahajajo v okolju, med drugim v odpadnih in
povrsinskih vodah, termalnem papirju (ki se med drugim uporablja za blagajniske racune),
vsebnikih za shranjevanje hrane in celo v pitni vodi, kar podrobneje predstavljamo v
poglavju 1.2.

1.2. BPA in nadomestki bisfenola A
Pod motilce endokrinega sistema spadajo razli¢ne skupine spojin, kot so ftalati, sinteti¢ni

estrogeni in bromirani zaviralci gorenja (1). Eno najpomembnejSih skupin endokrinih
motilcev predstavljajo bisfenol A (BPA) in njegovi analogi. Strukturno sta za te spojine
znacilna dva fenolna obroca, povezana z metilenskim mostickom. Zgodovina uporabe
bisfenolov se je zacela z BPA, ki ima zelo rasirjeno uporabo kot monomer v proizvodnji
plastike (17, 18). Zaradi njegovih potencialnih vplivov na endokrini sistem, kot smo
omenili v poglavju 1.1., so ga zaceli nadome$¢ati z njegovimi analogi, predvsem 2z
bisfenolom F (BPF) in bisfenolom S (BPS). To se je sprva zdelo kot dobra ideja, a se je
kasneje izkazalo, da sta BPF in BPS v enaki meri oziroma Se bolj Skodljiva kot motilca
endokrinega sistema (7, 8, 12, 14, 15, 19).

1.2.1. BPA

Najbolj poznan in razsirjen predstavnik bisfenolov je BPA, ki je bil prvi¢ sintetiziran leta
1891, medtem ko je bil v strokovni literaturi prvi¢ omenjen leta 1905 (20). Je monomer v
proizvodnji fenolnih smol, poliakrilatov, poliestrov, epoksi smol in polikarbonatne plastike.
Epoksi smole se uporabljajo kot laki, med drugim za sticne povrSine med hrano in
kovinsko ovojnino v konzervirani hrani, laki za avtomobilske dele, kovinske pokrove,
zasCitni laki in prevleke za PVC pipe (17). Polik+arbonatna plastika se uporablja v
proizvodnji nosilcev zvoka, plastike za avtomobilske luci, gospodinjskih aparatov,
ovojnine za hrano in plastenk (18). Prav tako se uporablja kot razvijalec papirja v
termi¢nem papirju (21). Januarja leta 2015 je Evropska agencija za varnost hrane (anglesko
European Food Safety Authority, EFSA) znizala dovoljeno mejo varnega vnosa BPA s 50
ng/kg telesne mase na dan na 4 pg/kg telesne mase na dan (22), a se pripravlja Ze nov

protokol dolocanja toksi¢nosti, ki bo objavljen v letu 2018. Trenutno je dovoljena meja



prehajanja BPA iz ovojnine hrane v hrano 0,05 mg BPA/kg hrane (23), znizano z 0.6 mg
BPA/kg hrane iz leta 2011 (24).

Izbrane fizikalno-kemijske lastnosti BPA prikazuje Preglednica XXXI v Prilogi 1. Po vrsti
so te lastnosti molska masa, disociacijska konstanta (pKa), topnost v vodi, koeficient
porazdelitve med vodo in oktanolom (logK,w), koeficient porazdelitve med organskim
ogljikom v zemlji in vodo (logKqc), ki pomeni razmerje koncentracije spojine v tleh/zemlji
in koncentracije spojine v vodnem mediju, razpadni ¢as pod vplivom zraka (normalne

atmosfere), biokoncentracijski faktor (BCF) in bioakumulacijski faktor (BAF).

Vse vecja skrb glede toksi¢nosti BPA in njegovih analogov, posledica katere je znizanje
tako dovoljene meje zauZitja BPA (22) kot tudi prehajanja spojine iz ovojnine hrane v
samo hrano (23, 24), je posledica mnogih raziskav, ki so dokazale u¢inke na hormone
endokrinega sistema in vitro in in vivo, prav tako pa tudi reproduktivne in druge
nepravilnosti na preiskovanih organizmih, predvsem na ribah zebricah. V spodnji

Preglednici | prikazujemo uc¢inke BPA kot endokrinega motilca in njegov metabolizem.

Preglednica I: Ucinki BPA kot motilca endokrinega sistema, njegov metabolizem ter razgradnja

estrogenost BPA v sploSnem - Estrogenost, izrazena kot ekvivalent 17p-etinil
estradiola (1,2-1,3 EEQ), zmanjSana pod LOD
po kloriranju BPA (25)

- kombinacija UV obsevanja in oksidacije z
reaktivnimi kisikovimi zvrstmi zniza
estrogenost BPA, samo UV obsevanje pa je ne
zniza (50-100 x viSja koncentracija UV kot pri
obicajni dezinfekciji) (26)

- ko je bila raztopina BPA podvrZena oksidaciji z
UV/H,0,, je prislo do nastanka citotoksi¢nih
produktov, pri testiranju vzorcev iz ¢istilnih
naprav, v katerih je bilo ¢iscenje na podlagi
ozoniranja, pa do nastanka citotoksi¢nih
produktov ni prislo (tekmovanje z drugimi
spojinami) (16)

- testiranje estrogenosti in vitro v odpadnih vodah
z uporabo testa BLYES je pokazalo, da je manj
estrogen kot pa BPAF (8)

- vtestiranju estrogenosti sedmih bisfenolov v
aktivnem blatu je prispeval k skupni
estrogenosti z 81 % (27)




endokrino delovanje BPA

**y virih z zaporednima Stevilkama 18 in 20 je v raziskavah
uporabljen H295R test steroidogeneze in vitro, ki se izvaja

na celicah adenokarcinoma

ima estrogeno aktivnost, oksidiran BPA ne (16)
bioluminescenéni test na kvasovkah (BLYES) je
pokazal, da je koncentracija potrebna za 50 %
maksimalnega odziva (ECsg) 4,1 x 10° nM (8)
zavira izlo¢anje testosterona tako iz celic misjih
kot iz celic ¢loveskih testisov (14)

zviSa koncentracijo 17p-estradiola (ECsy = 14
uM) (19, 21)

zviSa koncentracijo prostega testosterona
(LOEC =1 pM) (21)

skoraj nima ucinka na koncentracijo
progestagena (ECso = 0,004 pM) (19)

zniza koncentracijo celotnega testosterona
(prostega in vezanega na plazemske albumine)
(ECs0=3.2uM) (19)

zniza koncentracijo androgenov (ECso = 1,4;
3,1; 3,2 uM) (19)

zniZa raven kortizola (ECsy = 73 M) (19)

ne vpliva na koncentracijo kortikosterona (19)
zviSa raven estrogenov (ECso = 7,2; 14 uM)
19)

zviSa raven estrona (ECso = 7,2 uM) (19)

vpliv BPA kot agonista/antagonista estrogenskih
receptorjev

nizka jakost vezave na ERa in ERp (28)

je bolj selektiven za ERR gama, kot za ERo. in
ERB (28)

je zelo Sibek aktivator, tako za ERa kot ER
(28)

metabolizem BPA

klor, pri kloriranju BPA nastane 21 razli¢nih
kloriranih derivatov, prav tako pa tudi bromirani
derivati (25)

nekaj BPA je v ¢loveskem urinu v obliki acetata
(29)

je CYP3A4 substrat in podvrzen oksidaciji (19)
glavni metabolit biotransformacije v ¢loveskih
jetrnih mikrosomih (ob dodatku NADPH in
GSH) je hidroksiliran BPA, ki se nato pretvori v
glukuronid in se tako izlo¢i iz telesa z urinom

(30)

razgradnja BPA

se oksidira pod vplivom UV/H,0, v p-
hidroksiacetofenon, ki je bolj toksi¢en (16)
bolj podvrzen biorazgradnji kot mehanizmu
odstranjevanja (31)

mineralizacija pod vplivom TiO,




fotokatalizatorja (32)
- razpad v prisotnosti superoksidnega aniona (O,
in hidroksilnega radikala (OH-) (33)

genotoksicnost, toksi¢nost na organske sisteme, - povzro¢i poskodbe DNA Ze pri nizkih

embriotoksi¢nost BPA koncentracijah (4,36 pg/L) (13)

- oksidirani produkti BPA (pod vplivom
UV/H,0,) so citotoksi¢ni (16)

- toksi¢en za Vibrio fischeri, vodne bolhe in ribe
zebrice (12)

- zaradi strukturnega elementa fenola, ki je znan
uremiéni toksin (spojina, ki se kopici pri
obolenju ledvic), je potencialno toksi¢en za
ledvice (34)

- znizaravni antioksidantnih encimov in zvisa
oksidativni stres v jetrih samic podgan in je na
ta na¢in hepatotoksicen (35)

- koncentracije BPA med 300 in 500 pg/L
povzrocajo napake v razvoju okostja na
zarodkih morskega jezka (Paracentrotus
lividus), visje koncentracije povzro¢ajo napake
v zgodnjem razvoju zarodka, pri koncentraciji
3500 pg/L je smrtnost zarodkov 100 % (36)

1.2.2. BPAF

Bisfenol AF (BPAF) je analog BPA, ki se strukturno razlikuje v zamenjavi dveh metilnih
funkcionalnih skupin na metilenskem mosticku za triflourometilni skupini. Uporablja se
kot zamenjava BPA v proizvodnji polikarbonatnih kopolimerov, poliimidov, poliamidov,
poliestrov, plasti¢nih opti¢nih vlaken in valovnih vodnikov (28). Strukturno formulo in
fizikalno-kemijske lastnosti spojine (okrajSave razlozene v podpoglavju 1.2.1.) prikazuje
Preglednica XXXII v Prilogi 1.

BPAF je manj razSirjen kot BPA, zato je tudi predmet manjSega Stevila raziskav. Izkazalo
se je, da so nanj zaradi —CF3 funkcionalne skupine dosti bolj obc¢utljive vodne bolhe, ki se
redno uporabljajo v raziskavah estrogenosti in genotoksi¢nosti (32). BCF in BAF sta skoraj
6 x vi§ja kot pri BPA, kar pomeni vecjo raven nalaganja v okolju in s tem povecan problem
toksi¢nosti. Potencialna nova metoda odstranjevanja BPAF bi lahko bila adsorpcija na
kroglice iz aktiviranega oglja in alginata z dodatkom cetiltrimetil amonijevega bromida, saj
je v laboratorijskih pogojih hitra, preprosta in zanesljiva (37). Preglednica Il prikazuje

u¢inke BPAF kot endokrinega motilca in njegov metabolizem ter razgradnjo.




Preglednica II: U¢inki BPAF kot motilca endokrinega sistema, njegov metabolizem ter razgradnja

estrogenost BPAF v sploSnem

v in vitro eksperimentih na kvasovkah je bila
relativna estrogenska aktivnost (glede na ultra
Cisto vodo) 81 %, dosti viSja v primerjavi z BPF
(33 %) in BPA (12 %) (32)

vpliva na steroidogenezo v ribah zebricah, kar bi
se lahko kazalo na gametogenezi, spolnem
razvoju in razmnoZevanju rib (10, 12)

v raziskavi estrogene aktivnosti vode iz Cistilnih
naprav je imel BPAF 13 % prispevek k skupni
estrogenosti vseh preiskovanih bisfenolov
(gledano na ekvivalent 17p-estradiola) (27)

v testiranju estrogenosti in vitro odpadnih vod je
imel vigji prispevek k ravni estrogenosti kot BPE
in dosti visji kot BPF, BPS in BPA (8)

izkazuje visjo estrogenost v primerjavi z BPA v

ribah zebricah in vivo in in vitro (11)

endokrino delovanje BPAF

pod vplivom BPAF se zmanj3a koncentracija
tiroksina (T4) tako v vezani kot prosti obliki,
kakor tudi trijodtironina (T3) v vezani in prosti
obliki (9)

zelo poveda koncentracijo 17B-estradiola tako v
samcih kot samicah rib zebric (10)

zelo zniZa koncentracijo testosterona v samcih
rib zebric (10)

vpliv BPAF kot agonista/antagonista estrogenskih

receptorjev

20 x vecja jakost vezave na ERa v primerjavi z
BPA (28)

40 x vecja jakost vezave za ERp v primerjavi z
BPA (28)

selektiven za ERa in ERf (28)

polni agonist ERa med koncentracijami 10" do
10° M (28)

inhibira interakcijo med 17f-estradiolom in ERf,
je mocno selektiven antagonist ER zaradi CF;

skupin v stukturi (28)

metabolizem BPAF

glavna primarna metabolita sta hidroksiliran
BPAF in 4-heksafluorohidroksiizopropiliden-
fenol (v ¢loveskih jetrnih mikrosomih ob

dodatku NADPH in GSH) (30)

razgradnja BPAF

je odporen na biorazgradnjo (31)

genotoksic¢nost, toksi¢nost za organske sisteme,

embriotoksi¢nost BPAF

kroni¢na toksi¢nost za vodne bolhe (od 0,45
mg/L) (12)

za bakterije Vibrio fischeri primerljiva toksi¢nost




Z BPA (ICsy po 30 minutah 4,2 in 4,8 mg/L) (12)
- veliko bolj toksi¢en za ribe zebrice, kot pa BPA
ali BPF (vse opazovane ECsq vrednosti pod 3,5
mg/L) (12)
- zelo strupen za zelene alge, 1Cs po 72 urah 3
mg/L v primerjavi z 19,6 mg/L (BPA) ali 22,1
mg/L (BPF) (12)

1.2.3. BPAP

Bisfenol AP (BPAP) je analog BPA, ki se od BPA razlikuje v dodatnem fenilnem obrocu
na metilenskem mosticku, kot kaze Preglednica XXXIII v Prilogi 1. Je Se precej neraziskan
analog BPA in o njem ni veliko podatkov, razen fizikalno-kemijskih lastnosti (Preglednica
Il v Prilogi 1) ter tega, da se uporablja kot zamenjava BPA in je motilec endokrinega

sistema (38). Njegova prisotnost v okolju je obravnhavana v poglavju 1.3.

1.24. BPB

Bisfenol B (BPB) je analog BPA, ki ima na metilenskem mosticku eno metilno skupino
zamenjano z etilno skupino. (Preglednica XXXIV v Prilogi 1). Uporablja se v proizvodnji
epoksi smol (29) in je motilec endokrinega sistema. (19). Preglednica IV v Prilogi 1
prikazuje strukturno formulo in fizikalno-kemijske lastnosti. Pregled do zdaj opravljenih

raziskav BPB kot motilca endokrinega sistema predstavlja Preglednica I11.

Preglednica lll: U¢inki BPB kot motilca endokrinega sistema in njegov metabolizem

endokrino delovanje BPB - zviSa koncentracijo progestagena (ECs = 8,2
HM) (19)

**y viru z zaporedno Stevilko 18 je v raziskavi uporabljen - minimalno vpliva na raven progesterona (19)

H295R test steroidogeneze in vitro, ki se izvaja na celicah - zviSa koncentracijo testosterona, androstendiona,

adenokarcinoma androstenolona (ECsq = 10,8; 16,8; 3,8 uM) (19)

- zvi%a koncentracijo 17f-estradiola in estrona
(ECso = 13,4; 17,4 uM) (19)

- znizaraven kortizola (ECso = 11,8 uM) (19)

- zniZaraven kortikosterona (ECsq = 4,5 uM) (19)

metabolizem BPB - v cloveskem urinu se nahaja tako v prosti obliki
kot v obliki acetata (29)

- jeinhibitor CYP2D6 (19)

- CYP3A4 substrat, se oksidira (19)




1.2.5. BPC

Bisfenol C (BPC) je analog BPA, ki se od njega razlikuje po CH3 funkcionalni skupini na
meta mestu obeh fenolnih obrocev. Uporablja se v izdelavi epoksi smol (39) in kot
razvijalec barve v toplotno prevodnih materialih za senzorje (40). Njegovo strukturno
formulo in fizikalno-kemijske lastnosti predstavlja Preglednica XXXV v Prilogi 1.
Raziskave na estrogenskih receptorjih so dokazale, da BPC v manjSem obsegu (35 %) kot
BPA (80 %) aktivira ERp, se mo¢neje kot BPA veze tako ERa, kot ERp in je selektivni

modulator estrogenskih receptorjev (selective estrogen receptor modulator — SERM) (40).

1.2.6. BPE

Bisfenol E (BPE) je analog BPA, ki se od njega razlikuje v metilni skupini na metilenskem
mosti¢ku. Uporablja se kot razvijalec v termi¢nem papirju (41). Njegovo strukturno
formulo in izbrane fizikalno-kemijske lastnosti prikazuje Preglednica XXXVI v Prilogi 1.
Pregled do zdaj opravljenih raziskav s tematiko BPE kot motilca endokrinega sistema

prikazuje Preglednica IV.

Preglednica IV: Ucinki BPE kot motilca endokrinega sistema, njegov metabolizem in razgradnja

estrogenost BPE v sploSnem - testiranje estrogenosti in vitro z uporabo testa
BLYES, primerljiva estrogenost z BPA (ECs je
7,43 x 10° nM v primerjavi z 4,1 x 10° nM) (8)

endokrino delovanje BPE - bioluminescenc¢ni test na kvasovkah (BLYES) je

**v viru z zaporedno Stevilko 18 je v raziskavi uporabljen pokazal, da je koncentracija potrebna za 50 %

H295R test steroidogeneze in vitro, Ki se izvaja na celicah maksimalnega odziva (ECs) 7,43 x 10° nM (8)

adenokarcinoma - zviSa koncentracijo progestagena (ECsy = 23
HM) (19)

- zniZza koncentracijo testosterona (ECso = 5 uM)
19)

- zniza koncentracijo androgenov (ECsy = 0,3; 0,5;
5 uM) (19)

- zviSa koncentracijo estrogenov 17p-estradiola in
estrona (ECs = 13,6; 22,2 pM) (19)

- zviSaraven kortikosterona (ECso = 16,1 uM)

19)
metabolizem BPE - CYP3AA4 substrat, oksidacija na orto mestu (19)
razgradnja BPE - odporen na adsorbcijo in biorazgradnjo (31)

1.2.7. BPF
Eden najbolj razsirjenih analogov BPA je bisfenol F (BPF). BPF se uporablja v proizvodnji
epoksi smol in polikarbonatov za notranje obloge ovojnin za hrano in oblogo vodnih pip.




(42). Ima podobne kemijske lastnosti kot BPA, zato bi morali biti njegovi ucinki v okolju
in usoda podobna (42, 43). Od BPA se strukturno razlikuje v zamenjavi dveh metilnih
skupin na metilenskem mosti¢ku z vodikovima atomoma (Preglednica XXXVII v Prilogi
1). Obstaja Vv treh izomerih, to so 4,4-BPF, 2,4'-BPF in 2,2'-BPF (44). Nekaj Casa je bil
najbolj razSirjen analog BPA, vendar se je izkazalo, da je zaradi bolj izraZzenih u¢inkov kot
motilec endokrinega sistema slabSa izbira (14). Preglednica XXXVII v Prilogi 1 prikazuje
strukturno formulo in fizikalno-kemijske lastnosti. Preglednica V prikazuje izsledke

raziskav BPF kot motilca endokrinega sistema.

Preglednica V: Ucinki BPF kot motilca endokrinega sistema, njegov metabolizem ter razgradnja

estrogenost BPF v sploSnem - testiranje estrogenosti in vitro v odpadnih vodah
z uporabo testa BLYES, primerljiva raven
estrogenosti z BPA (8)

- vtestiranju estrogenosti sedmih bisfenolov v
aktivnem blatu je BPA prispeval k skupni
estrogenosti z 1,9 % (gledano na ekvivalent 17f-
estradiola) (27)

endokrino delovanje BPF - bioluminescencni test na kvasovkah (BLYES) je
pokazal, da je koncentracija potrebna za 50 %

**y virih z zaporednima Stevilkama 18 in 20 je v maksimalnega odziva (ECsg) 4,01 x 10° nM (8)

raziskavah uporabljen H295R test steroidogeneze in vitro, - zavira izlocanje testosterona iz celic mi§jih in

ki se izvaja na celicah adenokarcinoma ¢loveskih testisov Ze pri 10 nmol/L, Kar je niZja

zacetna koncentracija kot pa za BPA (14)

- zviSa koncentracijo 17B-estradiola (ECso = 17,6
uM) (19, 21)

- zviSaraven progestagena (ECso = 16 uM) (19)

- zviSaraven progesterona (ECs = 20,8 uM) (19)

- zniza koncentracijo testosterona (ECsq = 24,9
HM) (19)

- zviSa koncentracijo estrona (ECsq = 19,7 uM)
(19)

- povisa raven kortizola (ECso = 3,3 uM) (19)

- povida raven kortikosterona (ECso = 18,1 pM)
(19)

metabolizem BPF - CYP3A4 substrat, podvrzen oksidaciji (19)

- glavni primarni metabolit biotransformacije v
¢loveskih jetrnih mikrosomih (ob dodatku
NADPH in GSH) je hidroksiliran BPF (30)

razgradnja BPF - se biorazgradi in adsorbira (31)
- popolna mineralizacija pod vplivom TiO2
fotokatalizatorja (32)
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genotoksi¢nost, toksi¢nost za organske sisteme, - akutna toksi¢nost za Vibrio fischeri (ICsg je 2,1

embriotoksi¢nost BPF mg/L po 30 minutah), kroni¢na toksi¢nost za
vodne bolhe (ECsg je 13,1 mg/L po 24 urah) (12,
32)

1.2.8. BPS

Bisfenol S (BPS) se od vseh analogov BPA, obravnavanih v tej nalogi, od njega najbolj
razlikuje, saj nima metilenskega mosticka, ampak sta fenola med sabo povezana s SO;
skupino (Preglednica XXXVIII v Prilogi 1). Je bolj toplotno odporen od BPA (15). V
vodnih raztopinah je podvrzen fotorazpadu pod vplivom UV svetlobe, ki v

koncentracijskem obmocju 5-50 mg/L poteka po kinetiki prvega reda (45).

Spojina je pomemben kemic¢ni dodatek v pesticidih, barvilih, ohranjevalcih barve za
oblacila, pripravkih za barvanje usnja, disperzijskih barvilih in izboljSevalcih lastnosti
vlaken (45), prav tako se uporablja v proizvodnji sulfoniranega poli (eter-ketona-eter-
sulfona) (S-PEKES) (46) in v utrjevanju hitro suSecih epoksi lepil; je antikoroziv in
monomer polietersulfona (PES) (47) ter se uporablja v sintezi cikli¢nih karbonatov (48),
proizvodnji epoksi smol (49) in kot razvijalec termalnega papirja (21). Potencialno
moznost odstranjevanja BPS iz vodne raztopine predstavlja nanozeolit NaY, ki je v eni
izmed raziskav omogocil 93,1 % odstranitev (50). Strukturno formulo BPS in fizikalno
kemijske lastnosti predstavlja Preglednica VIII v Prilogi 1. lzsledke raziskav, ki so

preucevale vpliv BPS kot motilca endokrinega sistema, prikazuje Preglednica VI.

Preglednica VI: Ucinki BPS kot motilca endokrinega sistema, njegov metabolizem ter razgradnja

estrogenost BPS v sploSnem - testiranje estrogenosti in vitro v odpadnih vodah
z uporabo testa BLYES, veliko niZja raven
estrogenosti od BPA (8)

- Vtestiranju estrogenosti sedmih bisfenolov v
blatu je BPA prispeval k skupni estrogenosti z
3,5 % (gledano kot ekvivalent 17p-estradiola)
@7

- monokloriranje BPS zniZa njegovo estrogenost
in vitro, dikloriranje in trikloriranje jo spet
poveca (15)

- vpliva na izlocanje testosterona tako iz migjih,

kot iz ¢loveskih testisov, bolj kot BPA (14)

endokrino delovanje BPS - bioluminescencni test na kvasovkah (BLYES) je

pokazal, da je koncentracija potrebna za 50%
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**y virih z zaporednima Stevilkama 18 in 20 je v
raziskavah uporabljen H295R test steroidogeneze in vitro,

ki se izvaja na celicah adenokarcinoma

maksimalnega odziva (ECs) 4.13 x 10° nM (8)
zniZa koncentracijo prostega testosterona (21)
izraZa estrogensko aktivnost po metabolni
aktivaciji (21)

zviSa koncentracijo progestagena (ECs, = 8
HM) (19)

v skupini BPA in §tirih analogov (BPB, BPE,
BPF, BPS) najbolj vpliva na E sy za 17a-OH
progesteron (Enax = 1676 %) (19)

zniza raven kortizola (ECsy = 4,8 uM) (19)
zniza raven kortikosterona (ECso = 4,7 uM)
(19)

vpliv BPS kot agonista/antagonista estrogenskih
receptorjev

BPS in hidroksiliran BPS sta agonista
estrogenskega receptorja (7)

BPS glukoronid ni agonist estrogenskega
receptorja (7)

BPS, hidroksiliran BPS in BPS glukoronid ne
vplivajo na androgenske receptorje (7)

BPS in BPS glukoronid ne vplivata na §¢itni¢ne
receptorje (7)

hidroksiliran BPS je agonist $¢itni¢nih

receptorjev (7)

metabolizem BPS

v prisotnosti NADPH v jetrnih mikrosomih je
BPS podvrzen hidroksilaciji fenolnega obroca,

kar kaZe na metabolizem preko CYP encimov

U]

razgradnja BPS

biorazgradljiv (31)

1.29. BPZ

Bisfenol Z (BPZ) je analog BPA s heksenskim obro¢em na metilenskem mosticku.

Uporablja se kot zamenjava BPA v proizvodnji polikarbonatne plastike (predvsem

plastenk) (51) ter za utrjevanje toplotno zelo odpornih materialov in za toplotno izolacijo

(52). Glavni primarni metabolit BPZ v ¢loveskih jetrnih mikrosomih je ob dodatku
NADPH in GSH hidroksiliran BPZ (30). Strukturno formulo in fizikalno-kemijske

lastnosti prikazuje Preglednica XXXIX v Prilogi 1.

V pregledu literature smo ga zasledili le v kontekstu analize koncentracij analogov BPA v

okoljskih vzorcih, ne pa tudi v raziskavah njegovih ucinkov kot motilca endokrinega

sistema.
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1.3. Sledovi analogov bisfenola A v okolju

Zaradi potencialnih ucinkov analogov BPA na endokrini sistem je zelo pomemben
monitoring le-teh v okolju. Kot je navedeno v poglavju 1.2., se vsi obravnavani bisfenoli
uporabljajo kot zamenjava BPA v proizvodnji razlicnih vrst plastike. Dandanes je odnos
Clovestva do plastike zelo zaskrbljujo¢. Na letni ravni (informacija za leto 2017)
proizvedemo 32 milijonov ton plastike in pri¢akuje se, da bodo do leta 2050 plasti¢ni delci
prisotni v zaznavni koli¢ini v prebavilih 95 % vseh pti¢ev in da bo v morjih koli¢insko 3 x

ve¢ plastike kot rib (53).

Razli¢ne vrste plastike so zelo raznovrstne v svojih lastnostih, da se jih zlahka oblikovati,
so odporne na vlago, so moc¢an material in SO relativno poceni. Zato je njihova uporaba
izjemno razSirjena. Problem nastane, ker se plastika zelo pocasi razgrajuje (54). V
nadaljevanju magistrskega dela obravnavamo koncentracije analogov BPA v odpadnih
vodah iz Cistilnih naprav, saj se o€iS¢ena voda iz le-teh kasneje vrne nazaj v okolje, med
drugim se tudi lahko uporablja za namakanje polj (13), kar seveda pomeni, da se analogi
BPA lahko pojavijo v pridelkih. Odpadne vode, ¢etudi po cCis€enju, so tudi glavni vir
ostankov bisfenolov v okolju (55). Preglednica VII prikazuje vsebnosti analogov BPA,

doloc¢ene v analizah okoljskih in ¢loveskih vzorcev iz pregleda literature.

Preglednica VII: Koncentracije analogov BPA v okoljskih in ¢loveskih vzorcih (velikostni razredi so podani glede na
pricakovane izmerjene koncentracije)

odpadne vode odpadno blato povrsinske vode pitna voda
BPA (()1_31 2é71 Lti,gz/l_sa 57,58, | 9-22.6ma/kg (27, | 0-195U0/L (42,82, | 4 5y 5 101 (66)
goy Y| 31,42,60,61) 63, 64, 65) <MY
BPAF 0-13.2 ngiL (31) oy oo O /
BPAP / 0-16,0 ng/g (31) / /
BPB / 0-5,6 ng/g (27) / /
BPC / / / /
BPE 0-8,06 ng/L (31) 0-167 ng/g (61) / /
BPE 0-143 g/l (31,42,57, | 0-1,78 mgkg (27, | 0-2,85 ng/L (42,64, |
58, 59) 31, 42, 60, 61) 65)
BPS 0-0,746 pug/L (31) 251’643 ma/kg (27, | 072 ugiL (64, 65) | /
0-0,969 mg/kg (27,
BPZ / 50) / /
hrana pijaca termicni papir urin
BPA g§)395 Holkg (22,6768, | 1 96 ug/L (51, 52) 21;50'4 mg/g (21, 0-6,24 pg/L (29, 70)
BPAF / / / /
BPAP ] ] / ]
BPB 0-146 pg/kg (22, 68) / / 0-1,15 pg/L (29)
BPC / / / /
BPE 0-12.8 ug/kg (69) / / /
BPF 0 — 31,6 ug/kg (69) 0-7,07 pg/L (51, 52) | / /
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BPS 0-302 pg/kg (69) / 21)12'6 ma/g (2L | o210 pg/L (72)

BPZ 0-28,4 ug/kg (69) 0-90 ng/L (52) / /

serum

BPA 0-66,5 pg/L (72)

BPAF /

BPAP

BPB

BPC

BPE

BPF

BPS

~~ [~~~

BPZ

1.4. Dolocanje vsebnosti analogov bisfenola A v odpadnih vodah

Obicajne metode za doloCanje vsebnosti analogov BPA v odpadnih vodah in ostalih
okoljskih vzorcih so sklopljene metode tekoCinske kromatografije (LC), tekocinske
kromatografije visoke locljivosti (HPLC) ali plinske kromatografije (GC) z masno
spektrometrijo (MS) oziroma tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS). Nekatere izmed
pogosto uporabljanih metod so GC-MS (13), LC-MS (22), LC-MS/MS (56) in HPLC-
MS/MS (61). V nadaljevanju magistrskega dela se osredotocamo na GC-MS, ki je bila

metoda, s katero smo analizirali nase vzorce.

GC-MS je metoda, ki jo izberemo, ko analiziramo manjSe molekule (razmerje mase in
naboja m/z do 550), ki morajo biti hlapne (73) in toplotno stabilne (74). Je zelo razsirjena
metoda, ker je hitra, zahteva le majhne koli¢ine vzorca, ki je lahko tekoc¢, plinast ali
razplinjena trdna snov (75), omogoca separacijo kompleksnih mesSanic, kvantifikacijo

analitov in zaznavo zelo nizkih koncentracij (sledov) analitov (73).

Potek metode se za¢ne z injiciranjem vzorca v plinski kromatograf (75), kar lahko
izvedemo na enega od dveh nac¢inov. To sta nacin z delitvijo nosilnega plina in nacin brez
delitve nosilnega plina. Razlikujeta se glede na to, ¢e je razdelilna linija (Slika 3) v
injektorju odprta ali zaprta. Pri »splitless« na¢inu ves injicirani vzorec doseze kolono, saj
je linija zaprta, vendar to lahko kasneje v kromatogramu namesto ozkih povzro¢i Siroke
vrhove, Cesar pa si ne zelimo. V »splitless« nacinu je razdelilna linija odprta in lahko
kontroliramo, kolikSen delez vzorca doseze kromatografsko kolono in kolikSen del izhlapi
(76).
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gumijasti prekat

= odvodna linija

dovodna linija (dovod il plina) >

segret kovinski ovoj — razdelilna linija

uplinjevalna komora

kremenast vloZek

NN

kromatografska kolona

NI

Slika 3: Shema injektorja v plinskem kromatografu - prirejeno po (76)

Kot mobilna faza deluje nosilni plin. To je lahko helij, dusik ali argon (73). Vzorec
nadaljuje pot (Slika 4) v peCico z dolo¢enim temperaturnim programom, skozi
kromatografsko kolono, kjer se spojine v vzorcu lo¢ijo na stacionarni fazi glede na
polarnost in velikost (75). Sledi analiza v masnem spektrometru. Ta je razdeljen na 3 dele,
tj. na ionizator, masni filter in detektor. Ionizator molekule pretvori v ione. Poznamo vec
vrst ionizatorjev. Najpogosteje uporabljana metoda je elektronska ionizacija (EIl), pri kateri
snop elektronov ionizira molekule vzorca, pri ¢emer vsaka molekula izgubi en elektron,
lahko pa ga tudi pridobi. Tako nastane radikalski kation ali radikalski anion (74). Ta
radikalski ion gre skozi masni filter, ki lo¢i ione glede na njihovo razmerje mase in naboja
(m/z) (73). Konc¢na rezultata metode sta kromatogram, v katerem ima vsaka preiskovana
spojina svoj znacilni retencijski ¢as (Tr) in masni spekter, v katerem lahko razberemo

molsko maso spojine in njene znacilne fragmente (74).

F = /% 0ooooo
B - W% 8
( || —— [T N\ 200
Sanski i masni spektrometer  detektor
kolona
pefica s toplotnim programom
vakumski
sistem Erpalka
nosilni plin
{heli, dusik, argon) PLINSKI KROMATOGRAF MASNI SPEKTROMETER

Slika 4: Shema GC-MS - prirejeno po (77)
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2. NAMEN DELA

BPA se pogosto uporablja kot mehcalec v proizvodnji plastike. Ker se je izkazalo, da ima
BPA $kodljive u€inke na endokrini sistem, so se kot njegova zamenjava zacele uporabljati
alternative v obliki analogov BPA, vendar so nadaljnje raziskave pokazale, da imajo tudi
analogi (najbolj razSirjena in raziskana sta BPF in BPS) skodljive ucinke. V okolju jih
najdemo tako v odpadnih vodah in blatu kot tudi v povrSinskih vodah, najdemo pa jih
lahko tudi v hrani, pijaci in papirju, ki se uporablja za blagajniske racune in se reciklira, na
ta naCin pa se bisfenoli lahko pojavijo tudi v knjigah in Casopisih. Ve€ina raziskav
analogov BPA se je do sedaj osredotocala predvsem na dolo¢itve BPA, obc¢asno pa
zajemajo raziskave tudi BPF in BPS, le redko pa ostale analoge. Med najmanj zastopanimi
v pregledu literature sta BPAP in BPC. BPC je bil le nekajkrat vkljuéen v raziskave
prisotnosti v okoljskih vzorcih, njegova vsebnost pa je bila v vseh raziskavah pod ustrezno

mejo dolocCitve uporabljene analizne metode (LOD).

V tem magistrskem delu se bomo posvetili doloc¢itvi vsebnosti BPA analogov, izpustili pa
bomo preverjanje vsebnosti BPA, saj le-ta spada med najbolj preucevane spojine v
odpadnih vodah in okolju. Poleg tega so njegove pri¢akovane koncentracije za 3 velikostne
razrede viSje od vsebnosti vecine ostalih analogov (ug/L v primerjavi z ng/L). V
magistrskem delu se bomo osredotocili na 8 njegovih analogov, in sicer na BPAF, BPAP,
BPB, BPC, BPE, BPF, BPS in BPZ. Namen dela je optimizirati in validirati analizno
metodo za socasno kvalitativno in kvantitativno dolocitev prej navedenih analogov. Prav
tako pa zelimo dolociti vsebnosti teh bisfenolov v 47 vzorcih odpadne vode iz 5 slovenskih

Cistilnih naprav.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. Materiali

3.1.1. Standardi merjenih spojin, topila in ostale kemikalije

V preglednici VIII navajamo imena uporabljenih spojin, njihovih proizvajalcev in drzavo
proizvodnje, Cistost in CAS Stevilke. Strukture spojin in njihove fizikalno-kemijske
lastnosti navajamo v Preglednicah I-1X v Prilogi I. Standardi bisfenolov so bili shranjeni
na sobni temperaturi v originalnih steklenih oziroma plasti¢nih vsebnikih v obliki prahu ali
zrnc. Kot interni standard smo uporabljali devterirani BPA (dBPA-ds¢), v katerem je 16
vodikovih atomov zamenjanih z izotopom devterijem (Slika 5). Interni standard je bil

shranjen pri 4 °C.

Preglednica VIII: Imena spojin, proizvajalci, Cistost in CAS kode spojin

ime proizvajalec, drzava Cistost CAS koda
BPAF Sigma-Aldrich, ZDA 99 % 1478-61-1
BPAP Sigma-Aldrich, ZDA 99 % 1571-75-1
BPB Dr. Ehrenstorfer, Nemcija 99.8 % 77-40-7
BPC Sigma-Aldrich, ZDA 99 % 79-97-0
BPE Sigma-Aldrich, ZDA 98 % 2081-08-5
BPF Sigma-Aldrich, ZDA 98 % 620-92-8
BPP Sigma-Aldrich, ZDA 99 % 2167-51-3
BPS Sigma-Aldrich, ZDA 98 % 80-09-1
BPZ Sigma-Aldrich, ZDA 98 % 843-55-0
dBPA-d™ Sigma-Aldrich, ZDA 98 % atom. D 96210-87-6
D D3C CD3 D
D ‘ ‘ D
DO DD oD
D D

Slika 5: Strukturna formula dBPA-d16.

Pri delu smo uporabljali sledeca topila: ultra ¢isto vodo, metanol (MeOH) za LC-MS
oziroma GC-MS, diklorometan (DCM) in etilacetat (EtAc). Proizvajalec vseh topil, razen
MeOH za LC-MS, je J. T. Baker (Phillipsburg, ZDA). Proizvajalec MeOH za LC-MS je
Merck (Darmstadt, Nem¢ija). Vsa uporabljena topila so bila analitske ¢istote. MeOH za
GC-MS smo uporabili za pripravo raztopin vseh standardov, razen pri pripravi skupnega
standarda, kjer smo uporabili MeOH za LC-MS.
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Derivatizacijo smo izvedli z derivatizacijskim sredstvom N-terc-butildimetilsilil-N-
metiltrifluoroacetamid (MTBSTFA): CqH1sF3sNOSi z 1 % terc-butildimetilklorosilanom (t-
BDMCS) kot katalizatorjem (Sigma-Aldrich, ZDA). Derivatizacijsko sredstvo smo

shranjevali pri — 20 °C.

3.1.2. Pribor in aparature
Vso steklovino in splosni pribor, ki smo ga uporabili pri eksperimentih, navajamo v

Preglednici IX.

Preglednica IX: Seznam steklovine in pribora

steklovina ¢aSe razli¢nih velikosti,

250 mL in 500 mL steklenice za vzorce,
presesalna erlenmajerica,

steklena buca z nastavkom,

50 mL, 100 mL in 200 mL bucke,
steklene palcke,

eluirke

kovinski pribor spatule,
zlicke za tehtanje

tehtnica analitska tehtnica model AT201 (Mettler-Toledo, Svica)

ostalo polavtomatske pipete (20-200 pL, 100-1000 puL, 1000-5000 pL) z nastavki (Gilson,
ZDA),

vortex model Vibromix 10 (Domel d.o.0, Slovenija),

hladilnik in zamrzovalnik (Gorenje, Slovenija),

naprava za prepihovanje v toku dusika (Glas-Col, ZDA),

susilnik (Memmert, Nemcija),

suSilnik za steklovino Heratherm Oven OGS60 (Thermos Scientific, ZDA)

Za filtriranje vzorcev smo uporabili filter z nedefinirano velikostjo por < 1 um, premera 55
mm, proizvajalca Macherey-Nagel (Nemcija), ter celulozno-nitratni filter z velikostjo por
0,45 pum, proizvajalca Sartorius Stedim Biotech (Nemcija). Pri ekstrakciji in eluciji smo
uporabljali kartuse OASIS® HLB 3 cc/60 mg proizvajalca Waters ter kadicko za
ekstrakcijo Vacuum Manifold Processing Station (Slika 6) proizvajalca Agilent (ZDA) z
vakuumsko ¢rpalko 220 V/50 Hz proizvajalca Millipore (ZDA). Ekstrakte vzorcev smo
pred kemijsko analizo z GC/MS derivatizirali v 1,5 mL steklenih vialah s plasti¢nimi

pokrovcki proizvajalca Sigma-Aldrich (ZDA).
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Slika 6: Kadicka za ekstrakcijo na trdnih nosilcih (SPE)

Vzorce smo analizirali s plinskim kromatografom GC 7890B (Agilent Technologies, ZDA)
sklopljenim z masno-selektivnim detektorjem MSD 5977A (Agilent Technologies, ZDA).

3.2. Metode dela

3.2.1. Priprava raztopin standardov merjenih spojin

Standardne raztopine preucevanih spojin smo pripravili tako, da smo zatehtali ustrezno
koli¢ino spojine v 50 mL ali 100 mL bucko in jo dopolnili z MeOH do oznake
(Preglednica X). Za lazje rokovanje s standardi smo nato iz vseh standardov (brez dodatka
internega standarda) pripravili skupno standardno raztopino. Za njeno pripravo smo 50 uL
vsakega standarda odpipetirali v 250 mL bucko in jo dopolnili z MeOH do oznake.
Koncentracija vsakega bisfenola v 250 mL bucki je bila 10 pg/L. Za pripravo skupnega
standarda za razsiritev krivulje med 100 ng/L in 1000 ng/L smo odpipetirali 1 mL vsakega

standarda v 250 mL bucko, koncentracija vsakega bisfenola v tej bucki pa je bila 200 pg/L.

Preglednica X: Zatehte posameznih bisfenolov za pripravo standarda in pripadajoce koncentracije v buckah.

ime spojine zatehta (mg) volumen bucke (mL) koncentracija v bu¢ki (mg/L)
BPAF 5,23 100 52,3
BPAP 5,12 100 51,2
BPB 2,56 50 51,2
BPC 5,14 100 51,4
BPE 5,40 100 54,0
BPF 5,35 100 53,5
BPS 5,32 100 53,2
BPZ 5,29 100 52,9

Loceno smo pripravili raztopino dBPA in sicer smo odpipetirali 124 pL osnovne raztopine

dBPA s koncentracijo 0,2018 mg/mL v 250 mL bucko. Tako smo dobili raztopino s
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koncentracijo 0,1 mg/L. V vsak vodni vzorec smo odpipetirali 50 pL tega standarda in tako

dobili kon¢no koncentracijo dBPA v vzorcu, to je 25 ng/L.

3.2.2. Postopek priprave vzorcev za GC-MS

Priprava vzorcev pred analizo z GC-MS je vkljucevala filtriranje vzorcev, ekstrakcijo na
trdnih nosilcih (SPE), suSenje, kvantitativen prenos v viale in derivatizacijo. Posamezne
dele postopka bomo podrobneje predstavili v sledec¢ih podpoglavjih, celotno shemo pa
prikazuje Slika 7.
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| fitracia |

|

[ interni standard (50 pL dBPA-d,g) ]—I-[ 200 mL vzorca ]

v

EKSTRAKCIJA NA TRDNEM NOSILCU
- kondicioniranje zaporedoma s 3 mL DCM, 3
mL EtAc in 3 mL MeOH
- nalaganje cartridges z analizno vodo
- ekstrakcija s pretokom 1-2 mLimin

4
| SPIRANJE VZORCA s 3 x 1 mL MeOH|

h 4

SUSENJE IN KONCENTRIRAMNJE ELUATA
- sugenje 30 min pod tokom dugika
- koncentriranje 3 mL eluata do priblizno 1 mL

Slika 7: Shema postopka SPE in GC-MS.

VZORCENJE

Za validacijo smo uporabili umetno odpadno vodo (iztok) iz pilotnih bioloskih reaktorjev.
To smo storili zato, da smo zagotovili, da ta odpadna voda ne vsebuje bisfenolov. Pri
posameznih analizah smo uporabili po 200 mL vzorca, razen na zacetku, pred optimizacijo,
ko smo uporabili 100 mL vzorca. Podrobnosti vzorcenja realnih vzorcev prikazujemo v

poglavju 3.2.3.
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FILTRIRANJE

Filtrirali smo s pomo¢jo vakuumske ¢rpalke 220 V/50 Hz proizvajalca Millipore (ZDA).
Najprej smo vzorec filtrirali skozi grobi filter iz steklenih vlaken z nedefinirano velikostjo
por < 1 um proizvajalca Macherey-Nagel (Nem¢ija), nato pa Se skozi celulozno-nitratni

filter z velikostjo por 0,45 um proizvajalca Sartorius Stedim Biotech (Nemcija).

EKSTRAKCIJA NA TRDNEM NOSILCU
Sorbent v kartuSah smo najprej aktivirali s po 3 mL DCM, EtAc in MeOH. Pri tem smo
bili pozorni na to, da je bil sorbent vedno omocen. Nato smo kartuse do vrha napolnili z

analizno vodo.

Sledila je priprava vzorcev v 250 mL steklenicah. Priprava vzorcev za posamezne
eksperimente je opisana v podpoglavju 3.2.4. Preko cevk smo povezali kartuSe in vzorce v
steklenicah. S pomocjo vakuumske ¢rpalke smo uravnali pretok skozi kartuse na priblizno
1-2 mL/min in nanesli vzorce na kartuse. Po nanosu vzorcev smo pocakali, da so vsi

vzorci stekli skozi in vsako steklenico sprali Se z nekaj mL preciséene vode.

Kadicko smo nato osusili in priklopili na vakuumsko ¢rpalko. Pocakali smo, da se je

sorbent v kartusah posusil in postal sipek, kar je trajalo priblizno 45 minut.

Vzorce smo eluirali s 3 x 1 mL MeOH v eluirke, vsebino katerih smo nato susili v toku
duSika pri temperaturi 40 °C, do pribliznega volumna 1 mL. Vsebino epruvet smo
kvantitativno prenesli v steklene viale in nato z 200 pL etilacetata sprali stene. VVzorce smo
v toku dusika posusili do suhega. Sledila je derivatizacija vzorcev. Ce vzorcev nismo

derivatizirali in analizirali Se isti dan, smo posusene ekstrakte shranili pri — 20 °C.

DERIVATIZACIJA
V viale smo odpipetirali 220 pL etilacetata in 30 uL MTBSTFA z 1 % t-BDMCS (Sigma-
Aldrich, ZDA), jih zaprli s pokrovckom in jih premeSali na stresalniku. Nato smo jih

derivatizirali 16 ur pri 60 °C. Reakcijo derivatizacije (na primeru BPA) prikazuje Slika 8.

P s Rk e 6 UL, o)

Slika 8: Prikaz reakcije derivatizacije preiskovanih spojin na primeru BPA
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ANALIZA Z GC-MS

Derivatizirane vzorce smo Se enkrat premeSali na stresalniku in jih nato analizirali s
plinskim kromatografom GC 7890B (Agilent Technologies, ZDA) sklopljenim z masno-
selektivnim detektorjem MSD 5977A (Agilent Technologies, ZDA). Pogoje analize

navajamo v Preglednici XI.

Preglednica XI: Pogoji GC-MS analize

kromatografska kolona HP-5MS Ultra Inert (Agilent, ZDA)
delovno obmodje kolone 0 °C-325 °C (350 °C)

dimenzije kolone 30 m x 250 um x 0,25 pm

nosilni plin helij

pretok nosilnega plina 1 mL/min

hitrost nosilnega plina 25.303 cm/s

naédin injiciranja brez razdeljevanja

temperatura injektorja 250 °C

temperatura vsebnika 280 °C

volumen injiciranega vzorca 1pL

Pred in po koncu vsakega sklopa analiz smo na GC-MS posneli tudi vzorec topila (EtAc).
Temperaturni program peéice kromatografa je razviden iz Preglednice XII. Skupni ¢as

pomeni celotni ¢as snemanja kromatogramov in spektrov.

Preglednica XlI: Temperaturni progam GC-MS analize

zafetna temperatura hitrost naras¢anja T kon¢na temperatura pretecen ¢as (min)
(°C) (°C/min) (°C)
120 120 0
120 20 200 2
200 20 280 5
280 20 310 10
17 (celotni ¢as)

Pri analizi spojin smo uporabljali metodo SIM (Single lon Monitoring oziroma metoda
izbranih ionov), pri kateri snemamo le znacCilne ione za vsako spojino. Za vsako spojino
smo izbrali tri ione, za potrditev prisotnosti posamezne spojine v vzorcu pa preverili
prisotnost in razmerje odzivov vseh treh ionov. Kot odziv smo upoStevali povrsino pod
kromatografskim vrhom. Za kvantifikacijo smo uporabili povrsino kromatografskega vrha,
izbrali glede na to, kateri vrhovi v masnem spektru so bili znacilni za dolo¢eno spojino, to
pomeni, da Se niso pojavili v spektrih ve¢ spojin. Tri od teh ionov smo uporabili za to, da
smo preverili identiteto spojine. Kvantifikacijski ion smo nato izbrali glede na to, kateri

vrh je imel v kromatogramu najvecjo povrsino in je bil najozji.
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V Preglednici XII1 so navedeni izbrani ioni za derivatizirane oblike spojin. Poleg izbranih

znacilnih ionov so v preglednici navedeni tudi retencijski ¢asi.

Preglednica XllI: Karakteristicni ioni za derivatizirane spojine in retencijski casi (ion za kvantifikacijo je v odebeljenem
posevnem tisku)

spojina ion; ion, ion, t, (min)
BPAF 225 315 357 14,08
BPAP 269 503 518 22,48
BPB 221 441 470 17,37
BPC 263 469 484 17,5
BPE 235 427 442 16,05
BPF 179 221 428 15,8
BPS 229 379 478 22,28
BPZ 247 289 496 21,21
dBPA-ds¢ 452 453 470 16,3

3.2.3. Vzoréenje realnih vzorcev

Analizirali smo 24-urne ¢asovno povprecne vzorce vtokov in iztokov petih Cistilnih naprav,
to so centralne ¢istilne naprave Ljubljana (CCN LJ), Saleska dolina (CCN SD), Domzale —
Kamnik (CCN DK), centralna gistilna naprava Novo mesto (CCN NM) in ¢&istilna naprava
Golnik (CN G). Zemljevid lokacij CN prikazuje Slika 9. Vzorci CCN DK in CCN LJ so
poleg vtokov in iztokov (skupno 22) zajemali tudi trenutne vzorce glavnih dotokov
tehnolo3kih voda, in sicer 13 v primeru CCN DK, 12 pa v primeru CCN LJ (Slika 10).
Skupni nabor vzorcev je tako obsegal 47 vzorcev meSanih tehnoloskih in komunalnih voda.
Oznake in opisi vseh vzorcev so navedeni v Preglednici XIV. Pri parih vzorcev vtokov in
iztokov iz CN smo dolo¢ili % odstranitve posamezne spojine. Izradunali smo ga iz iztoka
ter pripadajocega vtoka S privozi, saj ta omogoca boljSo predstavo skupne koncentracije
posamezne spojine kot samo vtok. To je zato, ker smo v okviru vzorcenj zajeli samo
dolo¢ene vzorce, ki smo jih izbrali kot potencialne vire bisfenolov, vtok s privozi pa

zavzema tudi vire bisfenolov, ki jih nismo izbrali.
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Slika 9: Zemljevid lokacij Eistilnih naprav — prirejeno po (78)

V Preglednici X1V so predstavljene znacilnosti vseh Cistilnih naprav, njihova lokacija, tip
Cistilne naprave (nacin ¢iS€enja), leto izgranje in Stevilo populacijskih enot. Populacijska
enota oziroma populacijski ekvivalent je enota za obremenjevanje vode, ki ustreza
onesnazevanju, ki ga povzro¢i en prebivalec na dan. Slika 10 predstavlja shematski prikaz
vseh pritokov iz industrijskih istilnih naprav na CCN LJ in DK, iz preostalih treh CN sta
bila odvzeta vsakokrat samo po dva vzorca, to sta vtok in iztok, odvzeta v razmaku 24 ur.

Preglednica XIV: Znaéilnosti €N

ime Cistilne naprave tip Cistilne naprave leto izgradnje Stevilo populacijskih
enot (PE)
CCN Ljubljana mehansko biolo3ka filtracija (1 | 1991 (nadgradnja 360000
stopnja) z anaerobno 2006)
stabilizacijo blata
CCN Domzale — mehansko biolo3ka filtracija (2 | 1981 (nadgradnja 200000
Kamnik stopnji) z anaerobno 2014-2016)
stabilizacijo blata
CCN Novo mesto membransko bioloski reaktor 2012 (nova) 55000
(biolosko ¢isCenje in
ultrafiltracija odpadnih vod)
CCN Saleska Dolina | biofiltracija 1990 50000
CN Golnik mehansko bioloska filtracija / 800
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farmaceviska industrija

tovama barv in lakov

mesna industrija

pivovama in
proizvajalec pijac milecna industrija

kemicna Cistilnica

e podijetie za

ECE RGO ravnanje z odpadki
industrija poliamidnin

fragmentov in-granuiatov

proizvodnja perutninskih
izdelkov

tovama barv in lakov zdravstveni dom

farmaceviska industrija

proizvajalec izdelkov
Za osebno nego : ) :
zdravstveni dom industrija tesnil

zdravsiveni dom

javni bazen
proizvajalec bio plina

CEN DomZale-
Kamnik mesna industrja

kemunala

dom starejSih
obcanov

industrija sredstev za
Ciscenje

kemitna fistilnica

kanalizacija odlagalizce odpadkov

Slika 10: Shema pritokov industrij na CEN Ljubljana in CEN Domzale — Kamnik
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Preglednici XV in XVI prikazujeta vse oznake in opise vzorcev. V preglednici XV so vsi
privozi iz industrijskih obratov na CCN LJ in CCN DK, ki so vsi trenutni vzorci.
Preglednica XVI prikazuje vse vtoke, iztoke in vtoke z dovozi za vseh 5 Cistilnih naprav.
Vsi ti vzorci so 24-urni povprecni vzorcei, razen vzorcev L] Infl in LJ Eff1, ki sta trenutna
vzorca. Stevilka v oklepaju pomeni, da je vzorec del skupine vzorcev, ki so bili odvzeti na
isti dan, v primeru (4) pa gre za vzorca, odvzeta v razmaku dveh dni. Oznaka LJ pomeni
vzorce, odvzete iz CCN Ljubljana, DK vzorce, odvzete iz CCN Domzale — Kamnik, NM
vzorce, odvzete iz CCN Novo mesto, medtem ko GO pomeni vzorce, odvzete iz CN
Golnik, VE pa vzorce, odvzete iz CN Saleska Dolina v Velenju. ZD pomeni zdravstveni
dom, UKC pa Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana. Dotok pomeni zajem vzorca pred
¢iS¢enjem, iztok pomeni zajem vzorca po CiS¢enju. Privozi pomenijo odpadno vodo iz
bliznjih industrij oziroma objektov, ki nimajo svoje lastne &istilne naprav in ki je do CCN

bila pripeljana z vozilom.

Preglednica XV: Oznake in opisi vzorcev pritokov industrijskih obratov (trenutni vzorci)

oznaka vzorca opis vzorca oznaka vzorca opis vzorca

LJ_Pool javni bazen DK_Clean proizvodnja Cistilnih sredstev
LJ_Paint tovarna barv in lakov DK_Cloth kemic¢na ¢istilnica

LJ Do industrija tesnil DK_Meat mesna industrija

LJ_Mle mlecna industrija DK_Trash odlagalis¢e odpadkov
LJ_Far farmacevtska industrija DK_To proizvajalec izdelkov za osebno nego
LJ_Beer pivovarna in proizvajalec pija¢ DK_Gas proizvajalec bioplina
LJ_Gran industrija poliamidnih fragmentov in granulatov | DK_Paint tovarna barv in lakov
LJ_Hosp bolnidnica DK_Far farmacevtska industrija

LJ Trash podjetje za ravnanje z odpadki DK_Kom komunala

LJ_Cloth kemicna ¢istilnica DK_RetHome dom starej$ih ob&anov
LJ_Health zdravstveni dom DK_Health zdravstveni dom

LJ_Poultry proizvodnja perutninskih izdelkov DK_Canal kanalizacija

LJ_Meat mesna industrija
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Preglednica XVI: oznake in opisi vzorcev za dotoke, iztoke in dotoke s privozi vseh petih Cistilnih naprav (24-urni
povprecni vzorci, razen LJ_Infl in LJ_Eff1)

oznaka vzorca opis vzorca oznaka vzorca opis vzorca
LJ_Infl vtok (trenutni) DK_Inf+4 dotok s privozi (4)
LJ_Effl iztok (trenutni) DK_Effl dztok CCN DK (1)
LI _Inf2 vtok (24h) DK_Eff2 iztok CCN DK (2)
L)_Eff2 iztok (24 h) DK_Eff3 iztok CCN DK (3)
DK_Inf1 dotok CCN DK (1) DK_Eff4 iztok CCN DK (4)
DK_Inf2 dotok CCN DK (2) NM_Inf dotok Novo mesto
DK_Inf3 dotok CCN DK (3) NM_Eff iztok Novo mesto
DK_Inf4 dotok CCN DK (4) GO_Inf dotok Golnik
DK_Inf+1 dotok s privozi (1) GO_Eff iztok Golnik
DK_Inf+2 dotok s privozi (2) VE_Inf dotok Saleska dolina
DK_Inf+3 dotok s privozi (3) VE_Eff iztok Saleska dolina

Vzorce smo vzorCili na dva nacina, in sicer smo vse pritoke pridobili s trenutnim
vzorcenjem, medtem ko so bili vzorci s €istilnih naprav 24-urni ¢asovno povprecni vzorci,
pri ¢emer je med zafetkom vzorCenja vtoka in iztoka preteklo 24 ur, z namenom
upostevanja zadrzevalnega Casa na posamezni Cistilni napravi. Vsi vzorci so bili vzoréeni
ob delovnikih. Trenutni vzorec je vzorec, ki se odvzame samo enkrat. Kompozitni vzorec
oziroma sestavljeni vzorec je vzorec, ki je meSanica Stevila naklju¢nih vzorcev za neko
¢asovno obdobje, ponavadi 24 ur. Vzorce smo vzor¢ili med 21. 7. 2015 in 1. 10. 2015, do
analize, ki smo jo izvedli med 1. 12. 2015 in 8. 2. 2016, pa so bili vzorci hranjeni pri —
20 °C.

3.2.4. Validacija analizne metode za doloc¢anje vsebnosti analogov bisfenola A v odpadni vodi

V sklopu validacije smo pripravili 2 kalibracijski krivulji, preverili mejo zaznavnosti
(LOD - Limit of Detection) in mejo kvantifikacije (LOQ - Limit of Quantification),
dolo¢ili izkoristek ekstrakcije, to¢nost kalibracijske krivulje ter ponovljivost instrumenta in

metode.

Kalibracijsko krivuljo smo pripravili dvakrat, enkrat v obmocju 4-100 ng/L, drugi¢ v
obmocju 0-1000 ng/L. Odpipetirani volumni skupnih standardov in kon¢ne koncentracije
v 200 mL vzorcev sinteticne odpadne vode so prikazane v Preglednici XVII. Skupni
standard pomeni meSanico standardov BPAF, BPAP, BPB, BPC, BPE, BPF, BPS in BPZ,
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ki smo jo pripravili, ker bi bilo pipetiranje vsakega standarda posebej dolgotrajno in bi
prispevalo k celokupni napaki dolo€itve. Skupni standard smo pripravili po postopku,
predstavljenem v poglavju 3.2.1. V vsak vzorec smo odpipetirali tudi 50 uL internega

standarda devteriranega BPA-d;s s koncentracijo 0,1 mg/L. Vzorce smo nato ekstrahirali

po postopku, predstavljenem v poglavju 3.2.2.

Preglednica XVII: Odpipetirani volumni in koncentracije, uporabljene za kalibracijsko krivuljo

koncentracija skupnega standarda odpipetiran volumen kon¢na koncentracija v 200 mL
(Hg/L) (uL) (ng/L)
80 4
160 8
500 25
10 1000 50
1500 75
2000 100
250 250
500 500
200 750 750
1000 1000

Za dolocitev LOD in LOQ smo pripravili 6 paralelk vzorcev umetne odpadne vode (slepi
vzorci), v katere smo odpipetirali samo po 50 pL internega standarda in jih nato analizirali
po postopku, predstavljenem v poglavju 3.2.2. LOD in LOQ smo izracunali po Enacbi 1,

pri ¢emer ¢ oznacuje standardno deviacijo, S pa koeficient kalibracijske premice:

Enacba 1: Izracun LOD in LOQ:

100
LOQ =—

3o
LOD = —
S S

Izkoristek ekstrakcije smo preverili pri koncentracijah 20 ng/L in 80 ng/L. Za vsako
koncentracijo smo pripravili 6 vzorcev. V tri vzorce umetne odpadne vode smo pred
ekstrakcijo odpipetirali skupni standard preiskovanih spojin (400 pL za koncentracijo 20
ng/L, 1600 pL za koncentracijo 80 ng/L), v preostale 3 vzorce skupnega standarda
preiskovanih spojin nismo dodali. VVzorce smo ekstrahirali po postopku, predstavljenem v
podpoglavju 3.2.2., jih eluirali in kvantitativno prenesli v viale. Nato smo v 3 slepe
ekstrakte, to so bili vzorci, ki jim pred ekstrakcijo nismo dodali standardov preiskovanih
spojin, dodali 400 oziroma 1600 pL skupnega standarda. V vse ekstrakte pa smo

odpipetirali 50 pL internega standarda. Za izraCun smo uporabili Enacbo 2.
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Enacba 2: Izra€un % ekstrakcije:

A—frpred ekstrakcijo

% ekstrakcije = 100 X Zis

Axyo ekstrakeiji
Ajs

Indeks »pred ekstrakcijo« se nanaSa na vzorce, v katere smo skupni standard dodali pred
ekstrakcijo, indeks »po ekstrakciji« pa na vzorce, v katere smo skupni standard dodali po
ekstrakciji.

Za izraCun tocnosti kalibracijske krivulje smo uporabili vzorce iz kalibracijske krivulje, ki
smo jih preracunali po Enacbi 3. Cgejanska J€ KONcentracija posamezne spojine v kalibracijski
tocki, odcitana iz kalibracijske krivulje, Cyaibracija J€ dejanska koncentracija posamezne
spojine v kalibracijski tocki, preracunana iz zatehtane mase spojine. Da smo dobili %, smo

rezultat enacbe pomnozili s 100.

Enacba 3: Izracun ujemanja koncentracij v kalibracijski krivulji z dejanskimi izmerjenimi koncentracijami:

to€nost = (Cgejanska — Calibracija)/Cdejanska

Za preverjanje ponovljivosti instrumenta in metode smo po postopku, opisanem v poglavju
3.2.2., pripravili vzorce s koncentracijama 25 ng/L in 100 ng/L (v treh paralelkah).
Ponovljivost instrumenta smo preverili tako, da smo eno paralelko vsakega vzorca injicirali
trikrat, ponovljivost metode pa tako, da smo zaporedoma injicirali 3 paralelke vzorca.

Ponovljivost smo izrazili z relativno standardno deviacijo (RSD).
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4. REZULTATIIN RAZPRAVA

Rezultate te Studije smo objavili v ¢lanku (79) in o njih porocali na razliénih domacih in
tujih konferencah (80, 81, 82, 83). V nadaljevanju pa podajamo natanc¢en opis rezultatov in
naSih opazanj pri merjenju in nadaljnjem vrednotenju koncentracij analogov BPA v

odpadnih vodah.

4.1. Optimizacija postopka za analizo vzorcev z GC-MS

4.1.1. Optimizacija SPE

V zacetnih eksperimentih smo analize izvajali na poloviénem volumnu vzorca, to je 100
mL. Nato smo koli¢ino vzorca povecali na 200 mL. Ta sprememba je pomenila, da so bile
povrsine posameznih vrhov v kromatogramu vecje, kar je omogocilo zaznavo nizjih
koncentracij spojin in s tem boljSo obcutljivost. Naslednja optimizacija, ki smo jo izvedli,
je bilo povecanje Stevila tock v kalibracijski krivulji s 6 na 8. To je izboljSalo linearnost in
s tem natanc¢nost dolocanja koncentracij z uporabo kalibracijske krivulje. V nadaljevanju
smo za doloCene vzorce, pri katerih so bile koncentracije dolocenih bisfenolov izven

obmocja linearnosti, kalibracijsko krivuljo razsirili na 12 tock.

LOD in LOQ vrednosti smo poskusili znizati z analizo ve¢jih volumnov vzorcev (500 mL)
na kartusah z ve&jo koli¢ino sorbenta Oasis HLB (6 cm® s 500 mg sorbenta). Zaetne
analize so bile izvedene na 4-ih 200 mL slepih vzorcih in kartu$ah Oasis HLB 3 cm® s 60
mg sorbenta. Slepe vzorce smo pripravili tako, da smo v vzorec iztoka iz bioreaktorjev
odpipetirali interni standard dBPA-d;s. Kot poskus optimizacije smo analizo izvedli na 4-ih
500 mL slepih vzorcih in 6 cm® kartusah. Rezultati niso pokazali bistvenih razlik v
dolo¢enih LOD in LOQ, kar je pomenilo, da ni potrebe za uporabo vecjih volumnov
vzorca in ve¢jih ter drazjih kartus. Nato smo se odlocili povecati Stevilo slepih vzorcev,
analiziranih na kartusah velikosti 3 cm® s 60 mg sorbenta, kar je mo¢no izbolj$alo LOD in
LOQ. Ker Sstevilo kartu§ vpliva na ceno analize, tega v optimizirano metodo nismo
vkljuéili.

4.1.2. Optimizacija derivatizacije

V optimizaciji postopka derivatizacije smo preverili dve derivatizacijski sredstvi, in sicer
N-terc-butildimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamid (MTBSTFA) in MTBSTFA z 1 % terc-
butildimetilklorosilan (t-BDMCS) kot katalizatorjem. Preostali parametri derivatizacije,

kot so uporaba 220 puL EtAc kot topila, koli¢ina derivatizacijskega sredstva (30 pL) in 16
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ur derivatizacije so ostali nespremenjeni. Uporaba derivatizacijskega sredstva s
katalizatorjem je =zadovoljivo povecala razmerja med povrSinami naSih spojin Vv
kromatogramu in povrsino internega standarda, zato smo derivatizacijsko sredstvo s
katalizatorjem od takrat dalje uporabljali v vseh analizah. Strukturni formuli MTBSTFA in
t-BDMCS sta prikazani na Sliki 11.

e

MTBSTFA TBDMCS

Slika 11: MTBSTFA in t-BDMCS

Katalizator je spojina, ki pospesSi kemijsko reakcijo tako, da zniza njeno aktivacijsko
energijo, zato ni potrebne toliko energije za potek reakcije, ki traja manj ¢asa. To pa tudi
pomeni, da je na neki doloCeni Casovni tocki reaktant ob dodatku katalizatorja pretvorjen v
produkt z visjim izkoristkom, kar pomeni vecje povrSine kromatografskih vrhov. Prav tako

v nasem konkretnem primeru katalizator izboljSa stabilnost derivatov (84).
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4.2. Validacija analizne metode

Analizno metodo smo validirali na podlagi ve¢ parametrov, katerih postopki so
predstavljeni v poglavju 3.2.4. Najprej smo preverili ponovljivost metode, kakor tudi

ponovljivost instrumenta, rezultati so predstavljeni v preglednicah XVIII in XIX.

Preglednica XVIII: Ponovljivost metode

spojina RSD v % (25 ng/L) RSD v % (100 ng/L)
BPAF 14,3 4,92
BPF 8,72 5,33
BPE 8,02 4,08
BPB 3,11 6,98
BPC 8,70 23,9
BPZ 3,06 7,83
BPS 1,16 14,4
BPAP 13,4 10,7

Ponovljivost metode pomeni preverjanje napake pri analizi treh paralelk istega vzorca.
RSD smo dolo¢ili pri koncentraciji 25 ng/L od 1,16 do 14,3 % ter pri koncentraciji 100
ng/L od 3,49 do 23,9 %. Pricakovali smo, da bodo napake visje pri nizji koncentraciji,
vendar je bila skoraj v polovici primerov (BPB, BPC, BPZ, BPS) napaka vecja pri 100
ng/L. Vse napake so niZje od 25 %, najvi§ji RSD smo izracunali za BPC pri 100 ng/L

(23,9 %), zato smo ocenili, da je ponovljivost metode ustrezna.

Preglednica XIX: Ponovljivost instrumenta

spojina RSD v % (25 ng/L) RSD v % (100 ng/L)
BPAF 16,1 9,13
BPF 14,8 18,0
BPE 3,90 7,37
BPB 3,65 7,49
BPC 3,85 6,04
BPZ 4,64 7,33
BPS 4,58 12,5
BPAP 7,12 7,50

Ponovljivost instrumenta zagotovimo z doloCitvijo RSD pri trikratnem injiciranju iste
paralelke vzorca. Napake pri koncentraciji 25 ng/L so v razponu med 3,65 in 16,1 %, pri
100 ng/L pa med 2,76 in 18,0 %. Kakor pri preverjanju ponovljivosti metode, smo tudi tu
pri¢akovali ve¢je napake pri nizji koncentraciji, a se je to zgodilo le pri BPAF. Vsi RSD so

pod 25 %, zato ocenjujemo, da je metoda ustrezna.

V Preglednici XX je prikazana to¢nost oziroma odstopanje dejanske koncentracije od

koncentracije na kalibracijski premici v %. Pri¢akovali smo, da je odstopanje manjSe pri
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vi§jih koncentracijah, vendar smo pri nekaterih spojinah opazili, da je bilo odstopanje
manjSe pri nizjih koncentracijah. Pri BPAP so bila vsa odstopanja nad 25 % (med 29,7 %
in 46 %), sicer pa je BPAP bil edini izmed bisfenolov, ki je imel R? koeficient kalibracijske
krivulje okoli 0,8, medtem ko so vsi ostali bisfenoli imeli koeficient vsaj nad 0,97. Prav
tako ima BPAP najmanjSe povrSine pod kromatografskimi vrhovi. BPB in BPE imata
ravno tako odstopanja nad 25 %, vendar so ta bolj konstantna (predvsem pri BPF, v

razponu 4,3 %), zato ni takSnega vpliva na rezultate.

Preglednica XX: Tocnost v % pri Sestih razlicnih koncentracijah

spojina 4 ng/L 8 ng/L 25 ng/L 50 ng/L 75 ng/L 100 ng/L
BPAF 7,11 6,01 8,07 27,8 17,1 21,2
BPF 27,8 29,7 30,4 33,9 32,1 29,6
BPE 31,8 22,4 24,1 30,1 27,0 25,9
BPB 14,6 20,5 20,0 22,2 25,2 17,5
BPC 5,58 8,54 2,55 16,4 13,2 15,6
BPZ 6,75 19,9 20,2 26,7 26,8 23,9
BPS 52,3 46,1 31,6 25,0 27,5 21,7
BPAP 29,7 46,0 40,0 36,5 37,0 33,2

Ustreznost kalibracijske krivulje smo preverjali v dveh paralelah. Rezultate predstavlja
Preglednica XXI. Ustrezna vrednost R? je nad 0,995 (85), ¢emur ustrezajo kalibracijske
krivulje vseh spojin v obeh paralelah. Najvedji preskok v vrednosti R? je viden pri BPAP,
saj je imel ta na zacetku analiz, ko smo Sele dolocali Stevilo tock v kalibracijski krivulji in

volumen vzorca, R? okoli 0,8.

Preglednica XXI: Koeficient premice, R? in n-vrednost za dve paraleli kalibracijske krivulje

spojina k R2 n k R2 n

BPAF 0,259 0,999 -0,347 0,241 0,9996 -0,121
BPF 0,372 0,999 0,728 0,399 0,9998 1,76
BPE 0,0464 0,997 -0,0622 0,0450 0,9996 -0,0691
BPB 0,116 0,998 0,113 0,129 0,9997 -0,0250
BPC 0,0345 0,997 0,085 0,0395 0,996 0,110
BPZ 0,0242 0,996 0,0780 0,0328 0,999 0,131
BPS 0,0983 0,993 0,178 0,128 0,9999 0,0593
BPAP 0,0298 0,998 0,0214 0,0388 0,9997 0,00730

Preglednica XXII predstavlja izkoristek metode pri dveh koncentracijah, SD in RSD.
Zeleni izkoristek je ¢im blizje 100 %, emur ustrezajo vse spojine pri obeh koncentracijah,
razen BPC pri 80 ng/L, ki ima 56,1 % izkoristek. Za RSD ocenjujemo, da je ustrezen pri
vrednostih pod 25 %, ¢emur ne ustrezata BPB in BPAP pri 20 ng/L. BPAP je bil ze tekom
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razvoja analizne metode najbolj problemati¢na spojina tudi z vidika zaznavnosti. Kot
vidimo v Preglednici XXI, je imel na zagetku poskusov R? koeficient kalibracijske premice
okoli 0,8 in tudi v kon¢nih analizah je imel koeficient med nizjimi. BPAP se strukturno
razlikuje od ostalih spojin. V svoji strukturni formuli ima dodaten benzenski obro¢, ki
morda sferi¢no moti potek reakcije, zato reakcija ne potece v celoti, s ¢imer je S tem

izkoristek reakcije manjsi.

Preglednica XXII: Izkoristek v %, SD in RSD

20 ng/L 80 ng/L
spojina povpreéni % | SD RSD povprecni % | SD RSD
BPAF 97,0 9,22 9,51 86,8 12,3 14,2
BPF 96,6 13,1 13,5 81,4 11,5 14,1
BPE 95,5 10,5 11,0 82,5 11,5 13,9
BPB 93,5 14,3 15,3 84,7 12,6 14,9
BPC 83,3 25,6 30,8 56,1 8,12 14,5
BPZ 96,0 18,3 19,0 85,3 12,1 14,2
BPS 100 17,4 17,4 89,4 17,9 20,0
BPAP 79,1 32,3 40,9 86,8 14,9 17,2

Preglednica XXIII predstavlja doloc¢ene LOD in LOQ. V literaturi smo nasli podatke samo
za LOD, zato dobljenih LOQ ne moremo primerjati z literaturnimi podatki. V enem izmed
virov (57), kjer so dolocali vsebnost BPA in BPF v odpadnih in povrSinskih vodah, je bil
LOD za oba podan kot interval med 30 in 35 ng/L, to pa zato, ker je bila preiskovana nova
metoda ekstrakcije, pri kateri so wuporabljali koacervate oktanojske, dekanojske,
dodekanojske in tetradekanojske kisline. Ta metoda se zelo razlikuje od metode, ki smo jo
razvili mi, zato je direktna primerjava LOD nerelevantna. V preostalih literaturnih
podatkih za LOD (za BPAP nismo nasli nobenih podatkov) se LOD gibljejo med 0,043 in

2,43 ng/L (42, 59), kar ustreza naSim rezultatom.
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Preglednica XXIII: Dolo¢ena LOD in LOQ za preiskovane spojine

LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
BPAF 0,777 1,85
BPF 0,47 1,28
BPE 0,207 0,465
BPB 0,234 0,549
BPC 0,346 0,786
BPZ 1,24 4,13
BPS 0,317 1,06
BPAP 0,529 1,24

4.3. Dolocanje vsebnosti analogov BPA v realnih vzorcih odpadnih vod

Z optimizirano in validirano metodo smo dolocili vsebnosti analogov BPA v 47 vzorcih
odpadnih vod. V slede¢ih podpoglavjih smo vzorce in njithovo vsebnost merjenih spojin
razdelili glede na njihove glavne vire (dotoki iz razli¢nih obratov na CCN LJ in CCN DK),

ter vtoke in iztoke petih slovenskih CN.

4.3.1. Odpadne vode, ki izvirajo iz mesne, Zivilske, farmacevtske in splosne industrije ter

zdravstvenih domov
Nabor tovrstnih vzorcev obsega 25 vzorcev odpadnih vod, Ki izvirajo iz razli¢nih vej
industrije in zdravstvenih domov ter so glavni dotoki odpadnih vod na CCN LJ (n = 13) in
CCN DK (n = 12). Vzorci so bili odvzeti s postopkom trenutnega vzoréenja. Prikazani so v
Preglednicah XXIV in XXV. Vzorci so lo¢eni glede na izvor (CN Ljubljana in Domzale —
Kamnik).
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Preglednica XXIV: Vsebnost preiskovanih spojin (ng/L) v dotokih industrije na CEN LJ

spojina | LJ Mle |LJ Beer |LJ Poultry|LJ Meat |LJ Phar |LJ Gran |LJ Hosp |LJ Health|LJ Paint | LJ Do LJ Pool |LJ Trash|LJ Cloth
BPAF 1,23 3,83 <LOD 49,0 <LOD <LOD 1,25 26,2 0,964 <LOD 0,365 4,99 <LOD
BPF <LOD <LOD 1,19 19,3 5,24 <LOD 15,9 27,5 <LOD <LOD <LOD <LOD 1,24
BPE <LOD <LOD 11,4 101 3,70 11,4 <LOD <LOD <LOD 0,878 0,877 28,3 21,3
BPB <LOD <LOD <LOD 15,2 <LOD <LOD 0,344 14,9 <LOD <LOD <LOD <LOD 1,44
BPC <LOD <LOD <LOD 2560 7,68 <LOD 5,86 175 <LOD <LOD <LOD 4,97 1,84
BPZ <LOD <LOD 2,52 87,1 1,47 <LOD <LOD 159 <LOD 2,02 <LOD <LOD <LOD
BPS <LOD <LOD <LOD 164 <LOD <LOD <LOD 34,6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BPAP <LOD 1,79 <LOD 33,8 <LOD 6,77 <LOD 84,6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Preglednica XXV: Vsebnost preiskovanih spojin (ng/L) v dotokih industrije in zdravstvenih domov na CEN DK

spojina DK_Meat | DK_RetHome | DK_Health | DK_Phar | DK_Paint | DK_Clean | DK_Cloth |DK_ Trash | DK To DK Gas |DK_Kom | DK_Canal
BPAF 19,3 <LOD <LOD <LOD <LOD 1,08 115 15,9 5,91 <LOD 27,7 3,01

BPF 26,0 15,8 <LOD <LOD <LOD 72,2 958 112 <LOD <LOD 14,6 3,99

BPE 292 5,90 1,81 <LOD <LOD 26,3 <LOD 128 <LOD 81,9 52,7 <LOD
BPB <LOD 0,929 0,784 <LOD <LOD <LOD <LOD 23,1 0,471 0,899 19,1 1,21

BPC 95,4 29,0 6,44 <LOD <LOD 3,98 128 247 <LOD <LOD 15,2 <LOD
BPZ 68,6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 429 <LOD <LOD <LOD <LOD
BPS <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 17,2 <LOD <LOD <LOD 30,1 <LOD
BPAP 73,4 <LOD <LOD <LOD 15,8 <LOD 55,2 46,7 <LOD 3,32 <LOD 2,96
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Najvisje koncentracije, dolo¢ene v Stirih vzorcih, so:

— LJ_Meat (posebej izstopata koncentracija BPC z 2560 ng/L in koncentracija BPS s
164 ng/L),

— DK_Meat (posebej izstopa koncentracija BPE z 292 ng/L),

— DK_Cloth (izstopajo koncentracije BPAF s 115 ng/L, BPF z 958 ng/L in BPC s
128 ng/L) ter

— DK _Trash (izstopajo koncentracije BPF s 112 ng/L, BPE s 128 ng/L, BPC z 247
ng/L, BPZ s 429 ng/L).

Vse navedene koncentracije so izjemno visoke in izstopajo iz prve kalibracijske krivulje,
ki je bila narejena v koncentracijskem obmocju med 0 in 100 ng/L. Ker so bile te
koncentracije nad 100 ng/L, smo za pravilnost meritev kalibracijsko krivuljo razsirili do
1000 ng/L. Pri ponovnem dolo¢anju koncentracije so bile vse koncentracije, z izjemo ene,
v novem obmo¢ju linearnosti. Koncentracija, ki je Se vedno izstopala, je bila koncentracija
BPC v vzorcu obrata LJ_Meat, zato je ta rezultat (zaradi linearnosti) podan zgolj kot ocena.
Ne glede na to pa ta vrednost vidno izstopa (2560 ng/L) in je najviSja med vsemi

dolo¢animi bisfenoli v nasi raziskavi.

V literaturi smo nasli podatek, da se BPC uporablja najpogosteje v proizvodnji epoksi smol
(39), ki se uporabljajo med drugim kot laki za avtomobile, in da je izredno mocan adheziv.
V primeru vzorca, kateremu smo doloc¢ili najvisjo vsebnost BPC (LJ Meat), gre za mesno
predelovalni obrat, kjer pricakujemo, da se plastika ve¢inoma uporablja kot ovojnina za
mesne izdelke, kjer se uporabljajo analogi BPA kot plastifikatorji. Mozno pa je, da BPC

izhaja iz epoksi smol, ki se uporabljajo kot zas¢itni sloj konzerv v mesni industriji.

V pregledu literature smo BPC zasledili v nekaj raziskavah, ki so se ukvarjale s
preverjanjem njegove vsebnosti v okoljskih vzorcih, vendar niti v eni ni bila njegova
vsebnost dolo¢ena nad LOD. V raziskavah vsebnosti BPC v ovojnini hrane in pijace je bil
BPC vkljucen samo v eni raziskavi, ki se je ukvarjala s dolo¢anjem vsebnosti analogov
BPA v plocevinkah alkoholnih in brezalkoholnih pijaé. Kot prej omenjeno, je bila
koncentracija BPC pod LOD (51).
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Povisana koncentracija BPS v istem vzorcu se morda lahko razlozi s tem, da je to
antikoroziv v kovinskih plo¢evinkah (48), mozna ovojnina mesnih izdelkov pa, kot

navedeno prej, ni samo plastika, ampak so tudi plocevinke.

Zanimive rezultate smo dobili tudi za vzorec DK_Trash. To je vzorec iz deponije
odpadkov, ki vkljucujejo odpadke iz gospodinjstev oziroma razli¢nih industrijskih obratov,
trgovin, storitvenih in drugih dejavnosti. V tem vzorcu izstopajo koncentracije kar Stirih
bisfenolov, njihov vir pa je na osnovi podatkov, s katerimi smo razpolagali, tezko dolociti.
Predvidevamo, da velik del h koncentraciji prispeva plastiCna ovojnina, plocevinke,
termi¢ni papir, zelo verjetno tudi recikliran termi¢ni papir, ki se potem kasneje znajde tudi

v Casopisih, knjigah in revijah.

Preglednica XXV podaja celokupno vsebnost spojin v sestevku vseh dotokov na CCN LJ
in CCN DK.

Preglednica XXVI: Celokupne koncentracije (ng/L) preiskovanih spojin v pritokih na CEN LJ in CEN DK

skupne koncerltracije spojin v skupne konceptracije spojin v

spojina pritokih na CCN LJ dotokih na CCN DK

BPAF 87,8 185

BPF 70,5 1198

BPE 179 589

BPB 31,9 45,3

BPC 2753 526

BPZ 252 498

BPS 199 47,4

BPAP 127 194

Primerjava skupnih koncentracij spojin v pritokih na CCN Ljubljana in CCN Domzale —
Kamnik (Preglednica XXVI) s koncentracijami 24-urno povpreénega vtoka na CCN
Ljubljana (Preglednica XXIV) in CCN DK (Preglednica XXV) kaZe na to, da so vrednosti
seStevkov vsebnosti posameznih bisfenolov iz posameznih virov odpadnih vod visje od
vsebnosti posameznih bisfenolov na vtokih CN, Kkar je razumljivo, saj se odpadna voda
dolvodno redéi. Poudarili bi $e, da so bili vzorci pritokov na CCN vedno odvzeti na
delovnik, vendar na razli¢ne dni. Poleg tega so pritoki na CCN vzoréeni trenutno, dotok na
CN pa 24-urno &asovno proporcionalno. Zato smo lahko naredili le okvirno primerjavo; za
natan¢nejSo bi morali biti vsi vzorci odvzeti na isti dan, ob isti uri in na isti nacin. Bolj
primerno od trenutnega vzorcenja bi bilo ¢asovno ali pretocno proporcionalno vzorcenje

tekom nekaj ur (8 h ali celo 24 h).
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4.3.2. Vtoki in iztoki CCN

Vzorci vtokov in iztokov so v tem poglavju obravnavani lo¢eno za posamezne CN. Vsi
vzorci, razen dveh vzorcev in sicer vtoka in iztoka iz CCN LJ, ki sta bila trenutno vzoréena,
so bili odvzeti ¢asovno proporcionalno z ustreznim ¢asovnim zamikom (24 ur) med
vzoréenjem vtoka in iztoka. Preglednica XXVII podaja vsebnosti posameznih bisfenolov v
vtokih in iztokih CCN LJ ter odstotek (%) odstranitve posamezne spojine tekom &is¢enja

na posamezni CN.

Preglednica XXVII: CEN Ljubljana, trenutni vtok in iztok, 24-urni kompozitni vtok in iztok, % odstranitve spojine
(koncentracije so v ng/L)

trenutni | trenutni 24h 24h

Cetrtek Cetrtek torek torek

LJ Infl |LJ Effl | % odstranitve spojine | LJ Inf2 |LJ Eff2 | % odstranitve spojine
BPAF 4,97 7,04 / <LOD 6,66 /
BPF 5,08 <LOD 95,38 <LOD <LOD /
BPE 4,74 <LOD 97,82 <LOD <LOD /
BPB <LOD <LOD / 1,13 <LOD 89,60
BPC <LOD <LOD / 4,18 <LOD 95,86
BPZ 1,64 <LOD 62,11 6,95 <LOD 91,09
BPS <LOD <LOD / <LOD <LOD /
BPAP <LOD <LOD / <LOD <LOD /

Vrednosti bisfenolov v vzorcih LJ_Infl, LJ_Effl, LJ_Inf2 in LJ_Eff2 so pod 8 ng/L, kar
ustreza dolo¢enim koncentracijam bisfenolov v do zdaj objavljenih raziskavah, za vse
bisfenole, razen za BPF (koncentracije v odpadnih vodah do 1,43 pg/L (31, 42, 57, 58, 59)
in BPS (koncentracije do 0,746 pg/L) (31). V iztokih so vse vrednosti analogov bisfenolov
pod LOD, razen v primerih BPAF (koncentracije 6,66 in 7,04 ng/L) (30).

Pri BPAF opazimo, da je koncentracija v iztoku nekoliko visja kot koncentracija v vtoku,

vendar je razlika minimalna in v okviru napake.

Za pare vzorcev vtokov in iztokov smo izracunali % odstranitve posamezne spojine
(Preglednica XXVII). V primerih, ko je bila koncentracija v vtoku > LOD in v iztoku <
LOD, smo za koncentracijo v iztoku vzeli polovico LOD za spojino (86). Rezultati kazejo,
da so bili odstotki odstranitve posameznih spojin v vseh primerih, razen v primeru BPZ v
paru vzorcev LJ_Infl in LJ_Eff1, nad 89 %. V primerih, ko so bile koncentracije v vzorcih
vtokov in iztokov < LOD (BPB, BPC, BPS, BPAP v trenutnih vzorcih, ter BPF, BPE, BPS,

BPAP v 24-urnih kompozitnih vzorcih), deleza odstranitve spojine nismo racunali.
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V naslednjem sklopu vzorcev imamo po 4 vzorce vtokov, vtokov z dovozi in iztokov iz
CCN DK. Oznaka Inf pomeni vtoke, Eff iztoke, Inf+ pa vtoke z dovozi. Vzorci z oznako
dovozi predstavljajo dovoze odpadnih vod iz industrij, ki nimajo lastnih ¢istilnih naprav in
jih pripeljejo na Cistilno napravo s cisternami. Kot kaze Preglednica XXVII1, so bili vzorci
odvzeti na 4 razlicne dni; vsak dan so bili odvzeti vzorci vtoka, vtoka s dovozi in iztoka.
Edina izjema je vzorec DK_Eff4, ki je bil odvzet dva dni za pripadajo¢im vtokom in
vtokom z dovozi (vzorca DK_Inf4 in DK _Inf+4). V Preglednici XXVIII so prikazane

vsebnosti preuéevanih spojin v posameznih vzorcih, prav tako pa tudi % odstranitev spojin.
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Preglednica XXVIII: Koncentracije spojin v vtokih, vtoki z dovozi in iztoki CEN DK (koncentracije so v ng/L)

27.7.2015 | 27.7.2015 27.7.2015 1.9.2015 1.9.2015 1.9.2015

sreda sreda sreda torek torek torek

DK Infl DK Inf+1 DK_Effl % odstranitve spojine DK _Inf2 DK _Inf+2 DK_Eff2 % odstranitve spojine
BPAF |114 23,0 <LOD 96,59 19,4 <LOD 9,53 /
BPF 15,1 18,7 <LOD 98,44 25,8 <LOD <LOD /
BPE 77,8 91,6 <LOD 99,87 215 3,17 0,326 89,74
BPB 16,3 15,1 0,566 96,53 17,8 0,439 <LOD 73,32
BPC <LOD <LOD 1,45 / 388 1,01 <LOD 82,80
BPZ 120 403 <LOD 99,48 <LOD <LOD <LOD /
BPS <LOD <LOD <LOD / 41,5 <LOD <LOD /
BPAP |<LOD <LOD <LOD / <LOD 35,6 9,49 73,32

9.9.2015 9.9.2015 9.9.2015 22.9.2015 |22.9.2015 24.9. 2015

sreda sreda sreda torek torek Cetrtek

DK Inf3 DK Inf+3 DK_Eff3 % odstranitve spojine DK Inf4 DK Inf+4 DK _Eff4 % odstranitve spojine
BPAF |5,08 29,8 <LOD 92,36 <LOD 8,20 <LOD /
BPF 23,7 36,7 <LOD 99,01 7,08 15,2 <LOD 96,68
BPE <LOD <LOD 1,30 / 31,9 238 1,28 95,99
BPB 15,1 27,6 0,318 97,89 0,28 19,9 0,624 -125,23
BPC <LOD <LOD <LOD / 0,743 <LOD <LOD 76,72
BPZ <LOD 290 2,70 / 91,2 199 85,7 5,99
BPS <LOD <LOD <LOD / <LOD 40,6 <LOD /
BPAP 99,9 83,7 3,17 96,83 <LOD 177 <LOD /
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Kot je razvidno iz preglednice XXVIII, so bili vsi vzorci odvzeti ob delovnikih. Ce
primerjamo vzorce z dne 27. 7. 2015, opazimo, da so koncentracije v vtoku s pritoki vedno
visje, kot so koncentracije samo v vtokih (razen v primerih, kjer sta obe koncentraciji pod
LOD), kar smo pri¢akovali zaradi redéitve dolvodno od mesta vzoréenja do CN. V iztokih
so vse koncentracije spojin, z izjemo BPB in BPC, pod LOD in % odstranitve spojin so v
vseh primerih nad 99 %. V vzorcu DK_Inf+1 opazimo visoki koncentraciji BPE (91,6
ng/L) in BPZ (402 ng/L), kar pomeni, da je to eden izmed vzorcev, ki je vseboval najvisje

koncentracije izbranih spojin.

V vzorcih, vzoréenih 1. 9. 2015, opazimo, da so koncentracije v vtoku viSje kot
koncentracije v vtoku z dovozi. Delez odstranitve spojin smo v tem primeru zato racunali
tako, da smo kot skupno koncentracijo vzeli koncentracijo v vtokih z dovozi. Pri vzorcu
vtoka DK_Inf2 (1. 9. 2015) vidimo, da je koncentracija BPAF v vtoku visja, kot je
koncentracija v vtoku z dotoki. To lahko razlozimo tako, da je spojina v vtoku v visoki
koncentraciji, prav tako pa na tej poti ni bilo nobenih drugih dotokov, ki bi bili vir te

spojine oziroma vir te spojine v visokih koncentracijah.

V vzorcu DK _Inf2 opazimo visoke vsebnosti BPE in BPC. V vzorcih, vzoréenih 9. 9. 2015,
izstopa visoka vsebnost BPZ v vzorcu DK_Inf+3. Vsi % odstranitve so nad 92 %. V
izraCunu % odstranitve za BPZ iz vzorcev DK Inf4 in DK Eff4 vidimo, da je %
odstranitve te spojine samo 5,99 %. Ta nizek odstotek tezko pripiSemo slabi razgradljivosti
te spojine, saj lahko to vrednost primerjamo samo z vzorci, odvzetimi 27. 7. 2015. V
ostalih dveh setih vzorcev je bila namre¢ koncentracija BPZ v vtokih pod LOD, kar
onemogoca izracun % odstranitve te spojine. V vzorcu DK_Inf+4 opazimo zelo visoke
koncentracije spojin BPE, BPZ in BPAP. Ker se vse navedene spojine uporabljajo v
razli¢nih industrijah, predvsem pa kot monomerne enote za polimerne smole in ker imamo
vzorce CN, lahko sklepamo, da so tako visoke koncentracije spojin posledica velike

koli¢ine pritokov iz raznih industrijskih obratov.

V vzorcih iztokov izstopa vzorec DK_Eff4, v katerem je BPZ v koncentraciji 85,7 ng/L.
Koncentracije BPZ v vzorcih, vzorcenih med 22. 9. 2015 in 24. 9. 2015, so splosno
gledano visoke, zato v tem primeru tega ne moremo pripisati naklju¢ju. BPZ je
temperaturno zelo stabilna spojina in se uporablja pri izdelavi polikarbonatne plastike (49).

Iz preglednic XXI11 in XXIV je razvidno, da sta najve¢ja vira BPZ izmed dotokov na CCN
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DK vzorca DK_Meat in DK_Trash, ki sta odpadni vodi iz mesne industrije in deponije. V
mesni industriji bi lahko bil vir plastiéna ovojnina, v katero pakirajo mesne izdelke, v
deponijo pa se zbira mnogo raznovrstnih odpadkov, ki so lahko vir teh spojin v izcednih

vodah iz deponije.

Ce se na splosno osredotogimo na % odstranitve posameznih spojin v vzorcih odpadnih
vod, opazimo, da izstopajo predvsem vzorci, odvzeti 1. 9. 2015, in sicer v tem, da so %
odstranitve sicer konstantni, med 70 % in 90 %, toda dosledno pod 90 % za BPE, BPB,
BPC in BPAP. To velja tudi v primeru, v katerem smo za izracun % odstranitve uporabili
vzorec DK Inf+2, ker je imel vzorec DK Inf2 nepri¢akovano visje koncentracije spojin.
BPZ ima v enem primeru (vzorci, odvzeti 27. 7. 2015) odstotek odstranitve nad 99 %, v
drugem primeru (vzorci, odvzeti 22. 9. 2015 in 24. 9. 2015) pa komaj okoli 6 %, v
preostalin dveh primerih (vzorci, odvzeti 1. 9. 2015 in 9. 9. 2015) pa % nismo mogli
izraCunati, zato sklepamo, da je v primeru BPZ razgradnja zelo variabilna. Ker v pregledu
literature glede njegove razgradnje nismo nasi nobenih podatkov, tega pojava ne moremo
podkrepiti z literaturnimi podatki. Zanimivi so tudi vzorci DK _Inf4, DK Inf+4 in
DK_Eff4, pri katerih moramo spet upoStevati, da niso bili vsi odvzeti na isti dan, kar je
mogoce vzrok za nekoliko nenavadne rezultate. Odstranitev BPZ je bila naprimer zgolj
6 %. V primeru BPB pa smo sicer lahko izracunali % odstranitve, vendar je le-ta negativen,
saj je koncentracija v vtoku niZja kot v iztoku. Vzrok bi lahko bilo trenutno vzoréenje, kjer
se pogosto dogodi, da je spojina prisotna ob ¢asu vzoréenja Vv iztoku, v vtoku pa ne. V
Preglednici XXIX so prikazane povprecne koncentracije proucevanih spojin v Vvtokoih,
vtokih z dovozi industrij in iztokih iz razli¢nih dni za CCN DK ter ustrezni RSD-ji.
Povpre¢na koncentracija je aritmeti¢na sredina, pridobljena s seStevkom koncentracij

ustreznih vzorcev in deljenjem s Stevilom vzorcev.
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Preglednica XXIX: Povprecne koncentracije spojin v vzorcih, odvzetih na razli¢ne dni v vtokih, vtokih s pritoki in
iztokih, ter ustrezni RSD-ji (koncentracije so v ng/L, RSD v %)

spojina | vtoki (povp. konc.) RSD | vtoki + dovozi (povp. konc.) | RSD |iztoki (povp. konc.) | RSD
BPAF [11)9 59,9 120,3 54,3 19,53 /
BPF 17,9 47,9 1235 49,2 |<LOD Il
BPE 108 88,0 | 111 107 |0,967 57,4
BPB 12,4 65,8 | 15,8 72,6 10,503 32,4
BPC 194 141 |10 / 1,45 /
BPZ 105 19,2 | 297 34,2 |44,2 133
BPS 41,5 / 40,6 / <LOD 1
BPAP 99,9 / 98,8 72,9 16,33 70,6

** [ - samo ena koncentracija > LOD, // - vse koncentracije < LOD

Povprec¢ne koncentracije spojin v vtokih, vtokih z dovozi iz razli¢nih obratov in iztokih
ustrezajo pri¢akovanju, da je vsebnost posameznih spojin v vtoku z dovozi viSja kot v
vtokih, obe koncentraciji pa sta tudi visji kot vsebnost v iztokih. VVzrok je verjetno tudi v
tem, da pridejo med tocko, kjer je bil vzoréen vtok in iztok, dodani Se dovozi iz obratov.
Pri BPC se pojavi anomalija, saj je povpre¢na koncentracija v vtokih z dotoki veliko niZja
kot povpre¢na koncentracija v vtokih in nekoliko niZja kot povpre¢na koncentracija v
iztokih. Pri BPS nismo mogli izracunati RSD v nobenem primeru, ker je bil v vtokih in
vtokih z dovozi BPS nad LOD zaznan samo enkrat, v iztokih pa je bila koncentracija
vedno pod LOD. Vidimo, da so RSD zelo visoke, kar pomeni, da koncentracije zelo nihajo,
kar lahko pripiSemo temu, da vzorci niso bili odvzeti na isti dan in ob istem ¢asu ter na isti

nadin.
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Na Sliki 12 je prikazana grafi¢na primerjava % odstranitve spojin za vsak dan.
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Slika 12: Odstranjevanje posameznih spojin med postopkom ¢i$éenja na CEN DK

Za BPS nismo mogli izracunati % odstranitve spojine, saj sta bili koncentraciji v vtoku in
iztoku vedno pod LOD; v vzorcih, vzorcenih 1. 9. 2015, sta bili to koncentraciji v iztoku in
v vtoku z dovozi. Za BPZ smo lahko izracunali % odstranitve dvakrat, vendar gre v teh
primerih za dva razlicna koncentracijska razreda, zato ne moremo zakljuciti, da je
obstojede ¢is¢enje CCN DK neu¢inkovito oz. manj uéinkovito za to spojino in da iz tega
izvira visoka variabilnost, ki je dobro razvidna iz Slike 12. Prav tako pa Ze majhna razlika
v koli¢ini odstranjene spojine pomeni veliko razliko v % odstranitve (zaradi nizkih

koncentracij), kar tudi prispeva k variabilnosti rezultatov.
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V nadaljevanju (Preglednica XXX) obravnavamo vtoke in iztoke preostalih treh CN, to so
Novo mesto, Golnik in Saledka dolina. Vsi vzorci so bili 24-urni ¢asovno proporcionalni
vzorci. CCN SD (vzorci iz Velenja) je bila zgrajena leta 1990 in od takrat 3e ni bila
obnovljena. CCN LJ je bila posodobljena leta 2006, CCN DK pa med letoma 2014 in 2016.
CCN LJ in CCN DK imata isti na¢in ¢is¢enja, tj. mehansko-biolosko filtracijo z anaerobno
sterilizacijo. CN GO uporablja samo mehansko-biolosko filtracijo, CCN SD uporablja
biofiltracijo, CCN NM pa uporablja membransko-biolo3ki reaktor. CCN GO je stara ved

kot 40 let in ni bila nikoli obnovljena.

Preglednica XXX: Koncentracije spojin v vzorcih (koncentracije v ng/L), pridobljenih v vtokih in iztokih CEN NM, CEN
SDinCNG

6.8.2015 | 7. 8.2015 28.8.2015 | 28.8.2015 / /

NM Inf |[NM_Eff |%ods. | GO Inf GO_Eff % ods. | VE Inf |VE Eff | % ods.
BPAF |<LOD <LOD / <LOD <LOD / <LOD |<LOD |/
BPF 6,15 <LOD 96,2 <LOD <LOD / <LOD |<LOD |/
BPE <LOD 2,83 / <LOD 5,62 / <LOD 0,28 /
BPB |0,295 <LOD 60,3 2,65 1,51 43,2 0,431 0,192 55,4
BPC 11,8 <LOD 98,5 <LOD <LOD / <LOD |<LOD |/
BPZ 4,66 <LOD 86,7 <LOD <LOD / <LOD |<LOD |/
BPS <LOD <LOD / <LOD <LOD / 1,95 <LOD 91,9
BPAP |<LOD <LOD / 3,26 2,08 36,1 <LOD |<LOD |/

V vzorcih &istilnih naprav CCN NM, CN G in CN SD opazimo veliko niZje vsebnosti
spojin kot v vzorcih CCN LJ in CCN DK (Preglednici XXIV in XXV), kar lahko
pripiSemo manjSi poseljenosti in industrijsko manj obremenjenemu okolju. To lahko
sklepamo tudi glede na podatke, prikazane v Preglednici XV, ki kaZejo, da je skupno
Stevilo populacijskih enot za te 3 CN manjse kot $tevilo populacijskih enot CCN LJ in DK
(vsake posebej). Ker so vsebnosti vedine spojin na vtokih in iztokih teh CN pod LOD,
deleza odstranitve posameznih spojin v vecini primerov ne moremo izracunati. Vseeno pa
zelo niha (v LJ okoli 99 %, v DomZalah okoli 99 %, v vzorcih iz Novega mesta okoli 80 %,
v vzorcih iz Golnika okoli 40 %, v vzorcih iz Velenja pa okoli 70 %), kar lahko pripisemo
razliénim tehnologijam c¢iS¢enja in letnici izgradnje oz. nadgraditve posamezne Cistilne
naprave. Poleg tega smo v veliko primerih obravnavali za vtok in iztok samo en vzorec,

W v W

naprave.
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5. SKLEP

V okviru magistrske naloge smo za dolocanje osmih nadomestkov BPA v odpadnih vodah
optimizirali in validirali analizno metodo, ki je vkljuCevala ekstrakcijo na trdnem nosilcu,
derivatizacijo in dolo¢itev s plinsko kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometri¢no

detekcijo.

Analizni postopek je smo optimizirali s pove¢anjem volumna vzorca ter z uporabo veéjega
Stevila paralelk vzorcev pri validaciji. Derivatizacijo smo optimizirali z zamenjavo
derivatizacijskega sredstva MTBSTFA z uporabo istega derivatizacijskega sredstva z
dodatkom Katalizatorja t-BDMCS (1 %). To se je izrazilo v ve€jih povrSinah
kromatografskih vrhov, visjim razmerjem med povrSinami nasih bisfenolov in povrsino
internega standarda in posledi¢no nizjim LOD, kar je pripomoglo k boljSi lo¢ljivosti in
vecji zanesljivosti metode. V postopku validacije metode smo validirali parametre
linearnosti, natanc¢nosti, izkoristka metode, ponovljivosti metode in instrumenta ter LOD in

LOQ.

Dolocene vrednosti LOD so primerljive z literaturnimi podatki (0,043 in 2,43 ng/L) in so
bile od 0,207 do 1,24 ng/L za izbrane spojine. Optimizirano analizno metodo smo uporabili
za dolocitev vsebnosti izbranih bisfenolov v 47 vzorcih odpadne vode iz petih slovenskih
Cistilnih naprav z razli¢no konfiguracijo in letnico izdelave/nadgradnje. V naSih vzorcih
smo dolocili vseh 8 bisfenolov v vsaj enem vzorcu, medtem ko v pregledu literature
vsebnost BPB, BPC, BPZ in BPAP nad LOD v analizah odpadnih voda nismo zasledili, pri
¢emer BPC in BPAP sploh nista bila vkljucena v analizne postopke njihove dolocitve v
odpadnih vodah. To je zanimivo, ker je po pregledu nasih rezultatov prav BPC tisti analog,
ki je koncentracijsko najbolj izstopal z vsebnostjo 2,56 pg/L v vzorcu iz obrata
predelovalne mesne industrije (LJ_Meat). Pojavnost bisfenolov v koncentracijskem redu
Mg/L je namre¢ bolj pricakovana za BPA kot za njegove nadomestke, ki so pri¢akovani v
velikostnem razredu ng/L. Visoke vsebnosti smo dolo¢ili tudi za BPZ z 403 ng/L v vzorcih

vtoka na to CN v primeru, ko so bili v vzorec zajeti tudi dovozi s cisternami (DK_Inf+1).

Bisfenoli, za katere najdemo v literaturi objavljene vsebnosti v odpadnih vodah, so BPAF,
BPF, BPE in BPS. Najbolj razsirjena analoga sta BPF in BPS. Njune vsebnosti v odpadnih
vodah so v velikostnem razredu pg/L (za BPS 0-0,746 pg/L, za BPF 0-1,46 pg/L) in so

primerljive z nasimi dolocenimi vsebnostmi. NajviSja vsebnost za BPF v naSih vzorcih je
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bila sicer nizja od najviSje vsebnosti v pregledu literature in sicer je bila najvisja
koncentracija 0,958 pg/L v iztoku obrata kemi¢ne Cistilnice oblacil (DK_Cloth), prav tako
smo zasledili niZje vsebnosti od literaturnih za BPS, ki je imel najvisjo koncentracijo 164
ng/L v vzorcu iz obrata predelovalne mesne industrije (LJ_Meat). BPE in BPAF imata v
pregledu literature pricakovano koncentracijo v velikostnem razredu ng/L (BPE 0-8,06
ng/L, BPAF 0-13,2 ng/L). V nasi raziskavi pa so bile koncentracije za obe spojini precej
vi§je, pri ¢emer moramo upoStevati, da je bila koncentracija za BPAF (115 ng/L v
DK_Cloth) absolutno najvisja, sledi pa ji koncentracija 27,7 ng/L (DK_Kom), ki pa je
primerljiva z literaturnimi vrednostmi. BPE ima v naSih analizah najvisjo vsebnost 292
ng/L (DK_Meat), vse ostale koncentracije pa so zelo enakomerno razporejene med LOD
(0,207 ng/L) in 292 ng/L. Pomembno je poudariti, da smo v naSi raziskavi najvisje
vsebnosti dolo¢ili v iztokih iz industrijskih obratov, ki predstavljajo bolj skoncentrirano
odpadno vodo, literaturni podatki pa se nanasajo ve¢inoma samo na iztoke Cistilnih naprav,

zato so vsebnosti v nasi raziskavi pricakovano Visje.

Na podlagi nasih izsledkov in literaturne podlage zakljucujemo, da v literaturi primanjkuje
raziskav, ki se ne osredotocijo samo na BPA kot edini oz. glavni bisfenol. Glede na
trenutno zakonodajo pricakujemo, da se bo v prihodnosti zviSala uporaba drugih analogov,
morda bo celo priSlo do sinteze novih spojin v ta namen. Za ilustracijo vzemimo npr. BPC
in BPZ, ki smo ju v nasih analizah dolo¢ili v zelo visokih koncentracijah (BPC — 2558
ng/L, BPZ - 403 ng/L), v pregledu literature pa sta bila v raziskavah komaj omenjena, npr.
v pregledu vsebnosti bisfenolov v okoljskih vzorcih, medtem ko v pregledu ucinkov

analogov BPA na endokrini sistem sploh nista bila omenjena.

V prihodnje je pomembno slediti napredku industrije na tem podro¢ju in spremljati
uporabo novih spojin v proizvodnji plasticnih materialov ter spremljati njihove vsebnosti
in u¢inke na okolje. Pomemben je tudi razvoj sklopljenih metod kromatografije in masne
spektrometrije, ki bodo omogocile nizke meje dolocitve in u¢inkovito hkratno dolocitev
¢imvecjega Stevila bisfenolov. Prav tako je pomemben tudi nacrt sistemati¢nih raziskav
uc¢inkov teh spojin na endokrini sistem razli¢nih organizmov (npr. ribe zebrice, zelene alge,
bakterije Vibrio fischeri, celi¢ne linije), doloCitev maksimalnega dovoljenega dnevnega
vhosa, kot je ze dolo¢eno za BPA, nujno potrebno pa je morda tudi opozorilo na plasti¢ni

ovojnini Zivil 0z. na plo¢evinkah, da lahko ti materiali izluZujejo analoge BPA v Zivila.
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PRILOGA 1
FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI BISFENOLOV

Preglednica XXXI: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPA

BPA FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI

molska masa (g/mol) 228.29 43

pKa 9.7 43

topnost v vodi (mg/L) 120-300 87éél 2
HsC CHg
logKow (mL/g) 3.43 43
logKoc (mg/L) 3.8 88
HO OH

AOt1/2 (dni) 0.067 43

BCF (kg/L) 172.7 43

BAF (kg/L) 172.8 43

Preglednica XXXII: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPAF

BPAF FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI

molska masa (g/mol) 336.23 43

pKa 8.74 43

topnost v vodi (mg/L) ni na voljo /

Fgc CFS
logKow (mL/g) 4.47 43
logKoc (mg/L) 3.7 88
HO OH ,

AOt1/2 (dni) 0.067 43

BCF (kg/L) 639 43

BAF (kg/L) 643 43
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Preglednica XXXIII: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPAP

BPAP FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI
molska masa (g/mol) 290.36 43
OH pKa 10.2 43
topnost v vodi (mg/L) ni na voljo /
logKow (mL/g) 4.86 43
HO C H3 logKoc (mg/L) 4.6 88
AOt1/2 (dni) 0.063 43
BCF (kg/L) 250 43
BAF (kg/L) 250 43
Preglednica XXXIV: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPB
BPB FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI
molska masa (g/mol) 242.31 43
pKa 10.3 43
topnost v vodi (mg/L) ni na voljo /
HzC CHj
logKow (mL/g) 4.13 43
‘ ‘ logKoc (mg/L) ni na voljo /
HO OH
AOLt1/2 (dni) 0.066 43
BCF (kg/L) 170 43
BAF (kg/L) 170 43
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Preglednica XXXV: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPC

BPC FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI

molska masa (g/mol) 256.34 43

pKa ni na voljo /

ch CH3 topnost v vodi (mg/L) ni na voljo /

H3C C H3 logK oy (ML/g) 4.74 43

logK,. (mg/L) ni na voljo /

HO OH AOy, (dni) 0.054 43

BCF (kg/L) 113 43

BAF (kg/L) 113 43

Preglednica XXXVI: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPE

BPE FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI

molska masa (g/mol) 214.26 43

pKa 10.1 43

CHS topnost v vodi (mg/L) ni na voljo /

logK, (ML/g) 3.19 43

logKoe (Mg/L) 4.7 88

HO OH AOy, (dni) 0.065 43

BCF (kg/L) 45.6 43

BAF (kg/L) 45.6 43
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Preglednica XXXVII: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPF

BPF FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI
molska masa (g/mol) 200.23 43
pKa 9.91 43

topnost v vodi (mg/L) 190-360 SYéél 2,
logK,y, (mL/g) 3.06 43

HO OH logK,. (mg/L) ni na voljo /
AOyy, (dni) 0.065 43
BCF (kg/L) 28.0 43
BAF (kg/L) 28.0 43
Preglednica XXXVIII: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPS

BPS FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI
molska masa (g/mol) 250.27 43
pKa 7.64 43

topnost v vodi (mg/L) 1000-1100 87éél 2
9 logKgw (ML/g) 1.65 43
HO S OH

6 logK,e (Mg/L) 35 88
AOyy, (dni) 0.368 43
BCF (kg/L) 3.54 43
BAF (kg/L) 3.35 43
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Preglednica XXXIX: Strukturna formula in fizikalno-kemijske lastnosti BPZ

BPZ FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI VIRI
molska masa (g/mol) 268.35 43
pKa 9.97 43
topnost v vodi (mg/L) ni na voljo /
logK, (MmL/g) 5.00 43
logK,. (mg/L) ni na voljo /
HO OH AOy, (dni) 0.062 43
BCF (kg/L) 271 43
BAF (kg/L) 271 43
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