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POVZETEK

Mosus je prvotni izraz za snov z ostrim vonjem iz zleze samca mosSusovega jelena
(Moschus moschiferus), ki jo najdemo med trebuhom in genitalijami. Ime izvira iz
sanskrtske besede muska, ki pomeni modo (testis). Nobena naravna snov nima tako
kompleksnega vonja, povezanega s tako veliko nasprotujoCih si opisov. Ponavadi ga
opisujejo abstraktno kot animalicen, zemeljski, lesni vonj ali vonj, podoben dojenckovi
kozi. Odkritje sinteznih moSusov je omogocilo zamenjavo naravnih mosSusov, ki jih zaradi
ogrozenosti zivali in visoke cene danes ne uporabljamo ve€. Prvi sintezni moSusi so bile
aromatske nitro spojine, sledili so jim policiklicni moSusi. Slaba lastnost obeh skupin je
velika lipofilnost in pocasna bioloska razgradljivost, zato se kopicijo v okolju, vstopajo v
prehransko verigo in tako ogrozajo tudi zdravje cloveka. Leta 1981 npr. so odkrili
prisotnost nitro mosusov v ribah ter Skoljkah, ki zivijo v reki Tam na Japonskem. Ker je
uporaba sinteznih mosusov zelo raz§irjena, predvsem v izdelkih, ki se uporabljajo v velikih
koli¢inah (npr. detergenti in kozmetika), to lahko dolgoro¢no vodi do hudega
onesnazevanja okolja. Na celotnem toku reke Krke smo izvedli vzorcenje vode. Vzorcenje
je potekalo na osmih lokacijah in sicer: Velike Malence, Kostanjevica, Dobrava pri
gkocjanu, Mackovec, Srebrnice, Soteska, Zuzemberk ter izviru reke Krke. Zaradi hlapnosti
spojin smo za analizo uporabili plinsko kromatografijo (GC). Rezultati nasih analiz so
pokazali, da v reki Krki sintezni nitro in policikli¢ni mosSusi niso prisotni v koncentracijah
nad 32,8 ng/L. V prihodnje bo potrebno optimizirati analizno metodo GC-MS in
spremeniti nacin priprave vzorcev tako, da bo mozno zaznavanje nizjih koncentracij in tudi

kvantitativno vrednotenje.
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1 UVOD

Naravni moSus uvr$€amo med najstarejSe diSave, ki jih uporabljamo tako za
odisavljanje prostorov pri verskih obredih kakor tudi za izdelavo razli¢nih diSav za osebno
nego. Zgodovina naravnega mosusa sega v staro Kitajsko in Indijo, kjer je bil pomemben
del kulture takratne druzbe.

Mosus je prvotni izraz za snov z ostrim vonjem iz zleze samca moSusovega jelena
(Moschus moschiferus), ki jo najdemo med trebuhom in genitalijami. Ime izvira iz
sanskrtske besede muska, ki pomeni modo (testis). Mosus vsebuje veliko spojin s
podobnimi vonji, kljub temu da so si mnoge zelo razlicne glede kemijske strukture.
Mosusni jelen je bil neznan v klasicnem starem veku in se ga spoznali Sele po 6. stoletju,
ko so Grki odkrili Cosmas Indicopleustes, proizvod dobljen iz Indije. Kmalu, ko so ga
arabski in bizanstinski izdelovalci parfumov zaceli uporabljati, so dosegli, da je postal znan
kot afrodiziak. V ¢asu vladavine Abasidov, je bil mosus zelo cenjen in islamski poglavarji
Bagdada so ga uporabljali za dragocena darila. V zgodnjem 9. stoletju ga je Al-Kindi
vkljucil v veliko Stevilo svojih receptov za parfume in tako je postal eden od pomembnih
razkosnih predmetov, prinesenih z arabskimi ladjami iz vzhoda. Perzijsko ime za mosus je
musk, grsko noéoyog (moskos), latinsko moschus, francosko musc, angleSko musk (1).

Ne glede na njegovo visoko ceno, so mosusove tinkture uporabljali v parfumeriji do
1979, ko je moSusni jelen postal zas¢iten kot ogrozena vrsta pri Konvenciji mednarodnega
trgovanja z ogrozenimi vrstami flore in favne (CITES), ki danes nadzoruje promet z
mosSusom, kljub temu pa se nadaljuje ilegalno trgovanje. Na Japonskem so leta 1987
zasegli ilegalno posiljko 700 kg kitajskega moSusa iz moSusnega jelena, kar pomeni da so
zanjo ubili 100.000 zivali (2, 3).

Konec 19. stoletja predstavlja zacetek proizvodnje sinteznih mosusov z odkritjem
prvega umetnega mosusa, ki ga je sintetiziral nemski kemik Albert Baur. ki je imela
znacilen vonj po moSusu. MoSus »Baur« je bil zas¢iten in registriran kot prva umetno

narejena spojina, ki je imela znacilen vonj po mosusu (4).



NO,

Slika 1: Mosus Baur (tonkinol) (4).

Ne dolgo za tem sledi sinteza mosSusa ketona, mosusa ksilena, moSusa tibetena in mosusa
ambreta. Ti moSusi so imeli vodilno vlogo v proizvodnji diSav naslednjih 50 let. Leta 1932
je bil sintetiziran mosus mosken, ki so ga kasneje v 50. letih 20. stoletja identificirali kot
enega od intermediatov za sintezo policikli¢nih mosusov (5). Odkritje sinteze novih tako
imenovanih nitro moSusov je nadomestilo uporabo naravnih mosusov ter omogocilo Siroko
uporabo v parfumeriji, kozmetiki, proizvodnji izdelkov za osebno nego in v razlicnih
gospodinjskih ¢istilih.

Razvoj makrocikli¢nih mosusov se je zacel, ko so Ruzic¢ka in drugi kemiki odkrili
strukturne lastnosti muskona in civetona, ki sta ketona in sta zivalskega izvora ter
eksaltolida, ki je lakton in je rastlinskega izvora. Makroceli¢ni ketonski moSusi niso bili na
voljo v ve¢jih koli¢inah do leta 1990 zaradi tezavne sinteze. Zaradi tega dejstva ter visokih
stroskov proizvodnje je danes njihov delez manj kot 5 % celotne proizvodnje sinteznih
mosSusov.

Policiklicne moSuse so odkriti v 50. letih 20. stoletja. To je druga velika skupina
sinteznih mosSusov, ki ne vsebujejo nitro skupin. Uspesnim sintezam je sledila njihova
uporaba ne samo zaradi izrednega vonja ampak tudi zaradi cenejSih stroskov proizvodnje
kot makrocikli¢nih mosusov. Trzni delez policiklicnih mosusov, ki je leta 1987 znasal 61
%, je nara$cal tako, da je leta 1996 znaSal vec kot 70 % (6).

V sploSnem mosuse lahko delimo na dve skupini: tiste pridobljene iz naravnih virov in

sintezno pridobljene mosuse.



1.1 NARAVNI MOSUSI

1.1.1  Zivali

Mogusni jelen (Moschus moschiferus) sodi v druzino pizmarjev (Moschidae). Zivi v
Pakistanu, Indiji, Tibetu, Kitajski, Sibiriji in Mongoliji. Naravni mosus, feromon, ki ga
jelen v Casu parjenja izloCa v okolje, nastaja v moSusni Zlezi. V tem Casu Zleza naraste do
velikosti koko§jega jajca. Z izlo€anjem feromona v okolico jelen oznaCuje svoj teritorij.
Predstavlja vabo za samice ter je isto¢asno tudi opozorilo drugim samcem, ki preckajo
njegov teritorij. Feromoni so po definiciji kemijske spojine, ki s svojimi sporoc¢ili vplivajo
na obnaSanje tako znotraj iste vrste kakor tudi med vrstami. Lo¢imo razli¢ne tipe

feromonov kot so npr. opozorilni, teritorialni, spolni (1, 6, 22).

Slika 2: Mosusni jelen (Moschus moschiferus) (7).

Za pridobivanje mosusa, jelena ubijejo in odvzamejo Zlezo (ang. musk pod). To posusijo
na soncu ali na vro¢em kamnu ali pa s potopitvijo v vroce olje. Po susenju rdeCkastorjava
zmes postane ¢rn zrnast material, imenovan mosusna zrna, ki jih uporabljamo za alkoholne
ekstrakte (tinkture). Aroma tinkture postane bolj intenzivna med shranjevanjem in daje

prijeten vonj, Sele potem ko je precej razred¢ena.



Slika 3: Zleza moSusnega jelena ki, izlo¢a mosus (8).

Nobena naravna snov nima tako kompleksnega vonja, povezanega s tako veliko
nasprotujocih si opisov. Ponavadi ga opisujejo abstraktno kot animali¢en, zemeljski, lesni
ali vonj, podoben dojenckovi kozi. Dober mosus je temno vijoli¢ne barve, suh, gladek in
oljnat na otip in grenkega okusa. Spojina, odgovorna za znacilen vonj mosusa, je muskon.
Poleg tega moSus vsebuje Se amoniak in muskopiridin, ki mu dajeta urinski vonj,
holesterol, lipide, smole in ostale sestavine. Najboljse kakovosti je tonkin mosus iz Tibeta
in Kitajske, ki mu sledi asamski in nepalski moSus ter karbadinski mosSus iz Rusije in
kitajsko-himalajske regije. En kilogram mosSusnih zrnc zahteva med trideset in petdeset

ubitih jelenov, kar vpliva na zelo visoko ceno mosusne tinkture (1, 6).



Slika 4: PosuSena zleza in zrnca mosusa (9).

Ondatra zibethicus — pizmovka, je glodavec iz druzine hrckov (Cricetidae) in izvira iz
Severne Amerike. Ima zleze, ki izlocajo snov z moSusnim vonjem. Poznana je od 17.
stoletja dalje, vendar komercialno nikoli ni bila zanimiva. Zrnaste snovi po vonju podobne
mosusu, pridobivamo tudi iz moSusne race (Biziura lobata), ki jo uvr§¢amo v druzino
plovcev (Anatidae) iz juzne Avstralije, rdeCesivega moSusnega hrcka (Crocidura cyanea),
mosusnega hros¢a (Aromia moschata) iz druzine kozlickov (Cerambycidae), moSusne
zelve (Sternotherus odoratus) iz druzine zaklepnic (Kinosternidae), aligatorja (Alligator
mississippiensis) 1z druzine aligatorjev in kajmanov iz centralne Amerike, ki ima en par
zlez v kotu Celjusti in drugi par v kloaki, afriSke cibetovke (Civettictis civetta), velike
indijske cibetovke (Viverra zibetha L.), obe iz druzine cibetovk (Viverridae) ter drugih
zivali, kot so npr. kace in moskatno govedo (Ovibos moschatus) iz druzine votlorogov

(Bovidae) (10, 11).

Slika 5: Mosusna racka (Biziura lobata) (10).



Slika 7: Moskatno govedo (Ovibos moschatus) (12).

Afriska cibetovka (Civettictis civetta) je najvecji predstavnik cibetovk. V dolzino
zraste do 110 cm. Razsirjena je v subsaharski Afriki od Senegala do Somalije in na jugu
Afrike. Naseljuje podrocja, ki so delno zaras€ena z grmovjem. Je predvsem nocna Zival,
podnevi pa se skriva med rastlinjem ali v votlinah.

Afriske cibetovke imajo znacilno barvo krzna, izmenjujejo se bele ter ¢rne lise, oci
okrog katerih so ¢rne lise, ki spominjajo na rakunove o€i. Samci in samice, tako kot vse
cibetovke, predvsem v Casu parjenja, oznacujejo svoje obmocje s posebnim izlockom
zadnji¢nih Zlez, cibetom (13).

Cibet je eden najpomembnejsih Zivalskih surovin za izdelavo parfumov. Cibet ima
zelo mocan vonj, zato se uporablja razred¢en in v minimalni koli¢ini. Vonj je podoben
mosusu, vendar ima bolj dimen, vro¢ in fekalen ton. Danes se uporablja v mnogih

najkvalitetnejSih parfumih.


http://sl.wikipedia.org/wiki/Senegal
http://sl.wikipedia.org/wiki/Somalija
http://sl.wikipedia.org/wiki/Grm

Slika 8: Afriska cibetovka (Civettictis civetta) (13).

Velika indijska cibetovka (Viverra zibetha) zivi v geografskem podro¢ju od juzne
Indije, Tajske, Burme, Laosa, Vietnama do Kitajske. Tako kot afriska cibetovka je nocna
zival, ki ve€inoma ¢ez dan pociva, ponoci pa je aktivna. Njeno krzno je sivo rjave barve z
znacilnimi ¢rno belimi progami okrog vratu in na repu. Velika indijska cibetovka tako kot
vse cibetovke, v Casu parjenja izloCa iz zadnjicne Zleze feromon cibet s katerim oznacuje

svoj teritorij (13).

Slika 9: Velika indijska cibetovka (Viverra zibetha) (14).
1.1.2 Rastline

Nekatere rastline kot angelika (Angelica archangelica) ali muSkatni oslez
(Abelmoschus moschatus) proizvajajo po mosusu diSece spojine, ki so kemijsko
makrocikli¢ne laktoni. Njihova eteri¢na olja ali ekstrakte uporabljamo v parfumeriji kot
nadomestilo za Zivalski mosus ali da spremenijo vonj zmesi ostalih mosusov. Med rastline
z moSusu podobnim vonje sodijo tudi muskatni krinkar (Mimulus moschatus), moSusni les

(Olearia argophylla) iz Gvajane in Zahodne Indije.(1, 6).


http://en.wikipedia.org/wiki/File:African_civet.jpg�

Slika 10: Angelika (Angelica archangelica) (15).

1.2 SINTEZNI MOSUSI

Sintezne mosSuse delimo na:
- nitro mosuse,

- policikli¢ne moSuse,

- makrocikli¢ne moSuse,

- linearne (alicikli¢ne) mosuse.

1.2.1 Nitro moSusi

Umetni mosus je bil pridobljen leta 1888 (Albert Baur) s postopkom kondenzacije
toluena z izobutilbromidom v prisotnosti aluminijevega klorida in slede¢im nitriranjem. Bil
je odkrit ponesre¢i kot rezultat Baurovega poskusa sinteze bolj ucinkovite oblike
trinitrotoluena. Pokazalo se je, da je vonj odvisen od simetrije treh nitro skupin.

Po odkritju moSusa »Baur« (tonkinol), prvega nitro moSusa, je bilo narejenih veliko
podobnih spojin. Najbolj znani nitro mosusi so: mosus keton, mosus ksilen, mosus ambret,
mosus tibeten in mo$us mosken (Tabela I). Ceprav so si po kemijski strukturi zelo razliéni,
jim je skupen znacilen vonj po moSusu. Sintezni moSusi so nitro derivati benzena, ki imajo
dodano alkil, keto ali metoksi skupino. Odkritje sinteznih mosSusov je omogocilo da
zamenjajo naravne mosSuse. MoSus mosken, ki je bil odkrit leta 1932 in je derivat
dinitroindana je bil spojina vodnica za sintezo policiklicnih mosusov, ki so jih odkrili leta

1955 (6, 21).



TRZNO IME

mosus ksilen,
mosus ksilol

mosSus keton

mosus
ambret

mosus tibeten

mosus
mosken

Tabela I: Trzno pomembni nitro mosusi (6).

MOLEKULSKA

KEMIJSKO IME FORMULA

1-(1,1-dimetiletil)-3,5-

dimetil-2,4,6-trinitrobenzen Ci2His N3Og

1-(4-(1,1-dimetiletil)-2,6-
dimetil-3,5-dinitofenil)-
etanon

CisHis N2Os

1-(1,1-dimetiletil)-2-
metoksi-4-metil-3,5-
dinitrobenzen

Ci2Hi6 N2Os

1-(1,1-dimetiletil)-3,4,5-

trimetil-2,6-dinitrobenzen CisHis N2O4

2,3-dihidro-1,1,3,3,5-
pentametil-4,6-dinitro-1H-
indan

CisHzo N2Oy4
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Tabela II: Prikaz industrijske uporabe nitro mosusov v Evropi izrazena v tonah (6).

leto mosus ksilen mosus keton mosus mosken | mosus tibeten
1992 174 124 - -

1995 110 61 5 0,8

1998 86 40 - -




1.2.2 Policikli¢ni moSusi

Policiklicne moSuse so odkrili po letu 1950. To so spojine, ki ne vsebujejo nitro
skupin in so bile razvite kot derivati indana, tetralina in kumarina. Predstavljajo umetne
analoge nitro mosSusov, ki manj obremenjujejo okolje in nimajo nobenih kemijskih
podobnosti z naravnimi moSusnimi komponentami. Uporaba se je zaCela po sintezi 6-
acetil-1,1,2,3,3,5-heksametil dihidroindana ali AHDI (Phantolide®). Njihova uporabnost ni
samo zaradi atraktivnega vonja, ampak tudi zaradi cenejSe sinteze kot je sinteza
makrocikli¢énih moSusov, druge skupine sintetiénih moSusov, ki ne vsebujejo nitro skupin.
Ce naredimo primerjavo policiklitnih moSusov z nitro mosusi ugotavljamo, da so
policikli¢ni mosusi bolj odporni na vpliv svetlobe ter alkalij. Zaradi tega je tudi razsirjena
njihova uporaba v kozmeti¢ni in industriji detergentov. Najbolj pomembni predstavniki te
skupine mosusov so predstavljeni v tabeli III.

V zgodnjih 70. letih prejSnjega stoletja je bil zaradi nizjih stroskov proizvodnje HHCB
(Galaxolide®) bolj v uporabi kot AHTN (Tonalide®). 1980 leta so porabili 1500 ton AHTN
in 3800 ton HHCB v Evropi in Zdruzenih Drzavah Amerike, kar je predstavljalo 95 %
proizvodnje vseh policiklicnih mosusov. Potrebno je omeniti tudi 7-acetil-1,1,4,4-
tetrametil-6-etiltetrahidronaftalen ali ATTN (Versalide®), ki ima bolj zgodovinski pomen.
Zaradi nevrotoksi¢nega delovanja je bila njegova proizvodnja ter uporaba prekinjena leta

1980.

Tabela III: Trzno pomembni policikliéni moSusi (6).

TRZNO MOLEKULSKA
IME KEMIJSKO IME FORMULA STRUKTURA
galaksolid, 1,1,3,4,6,7,8-heksahidro-
) 4,6,6,7,8,8-

aballd, . C]8H260

erlid heksametilciklopenta[g]-2- 3
P benzopiran (HHCB)
tonalid 7-acetil-1,1,3,4,4,5-

, ] )

fiksolid heksametiltetrahidronaftalen Ci13H,60

(AHTN)
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celestolid,
krizolid

fantolid

kasmeran

traseolid

versalid

4-acetil-1,1-dimetil-6-terc-
butildihidroinden (ADBE)

6-acetil-1,1,2,3,3,5-
heksametildihidroinden
(AHDI)

6,7-dihidro-1,1,2,3,3-
pentametil-4(5H)indanon
(DPMI)

5-acetil-1,1,2,6-tetrametil-3-
izopropildihidroinden
(ATII)

7-acetil-1,1,4,4-tetrametil-6-
etiltetrahidronaftalen
(ATTN)

C17H240

Ci7H240

Ci14H2,0

CisH260

CisH260

'
oF
b
o7
o

Ce primerjamo proizvodnjo nitro ter policikliénih mosusov, ugotavljamo, da se je

zmanjSevala proizvodnja nitro na racun porasta proizvodnje policiklicnih moSusov. Trzni

delez policiklicnih mosSusov, ki je 1987 leta znasal 61 % ali 4300 ton in je nara$cal do 70

% leta 1996 kar je znaSalo 5600 ton. Poglavitni vzrok je uporaba HHCB ter AHTN, ki sta

izpodrinila uporabo nitro moSusov. Raziskave, v katere je bila zajeta kozmetika ter

detergenti v letih 1994 in 1995, so pokazale, da sta najbolj uporabljana policiklicna moSusa

HHCB in AHTN (Tabela I'V).
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Tabela I'V: Prikaz uporabe policiklicnih moSusov v Evropi izrazena v tonah (6).
leto HHCB AHTN ADBI AHDI ATH
1992 2400 885
1995 1482 585 34 50 40
1998 1473 385 18 19 2

Prva porocila o prisotnosti policikli¢nih moSusov v vodi in ribah so se pojavila leta
1994. Leto kasneje so sledila porocila o prisotnosti policikliénih mosusov v vodi ter
Cloveskih vzorcih (mleko, adipociti). Dobljeni podatki o koncentracijah policikli¢nih
mosSusov so bili ve¢ji kot je doloceno za vrednosti nitro mosusov. Zaradi rezultatov, ki so
jih pokazale analize vzorcev na prisotnost policikliénih moSusov mnogi proizvajalci so
opustili njthovo uporabo. Status policiklicnih mosSusov je tudi predmet obravnave

Evropske komisije. Pri¢akuje se mnenje predvsem o statusu HHCB ter AHTN (6).

1.2.3 Makrocikliéni moSusi

Zacetki makrocikli¢cnih moSusov segajo v leto 1906. Walbaum je izoliral keton iz
Zleze mosusnega jelena in ga je imenoval muskon. Ta spojina je glavni vir vonja. Leta
1915 je Sack iz cibeta izoliral keton civeton. Ruzicka je leta 1926 s sintezo muskona
potrdil njegovo kemijsko strukturo. Leto kasneje je Kerschbaum v koreninah angelike ter
v olju pridobljenem iz semen muskatnega osleza odkril makrociklicne laktone. Odkritje teh
disavnih komponent je omogocilo razvoj sinteze nove skupine mosSusov imenovano
makrocikli¢ni mosusi (6, 21).

Dolga leta so bili vsi nitro moSusi zaradi dokaj enostavne sinteze ter nizkih stroskov
proizvodnje moc¢no zastopani v industriji parfumov, sredstev za osebno higieno ter
detergentov. Leta 1981 so mosSus keton in mosSus ksilen odkrili v ribah ter vodi na
Japonskem. Razlaga tega pojava je temeljila na tem, da prihaja do bioakomulacije nitro
mosusov v vodnem sistemu. Cez dve leti so se pojavljati prva poroéila o fotoalergijah, ki
so nastale zaradi uporabe mosusa ambreta. Raziskave v Nemciji so leta 1992 pokazale, da
ve¢ kot 55 % poceni kozmetike in detergentov vsebuje nitro mosuse. V kozmetiki je
prevladoval mosus keton, v detergentih pa mosus ksilen (6, 21).

Zaradi vseh zbranih podatkov ter novih odkritij v zvezi z bioakomulacijo in

potencialno kancerogenostjo, je NemsSko zdruZenje za kozmetiko, parfumerijo in
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detergente (IKW) izdalo priporocilo, da se opusti uporaba le-teh v proizvodnji kozmetike
in podobnih proizvodov. Zaradi mocne fotoalergije, ki jo povzroca moSus ambret je
prepovedana njegova uporaba v kozmetiki v Evropski Uniji od leta 1995 dalje. Seznam
prepovedanih nitro mosSusov je dopolnjen leta 1998 z direktivo 76/768/ EEC s katero se
prepoveduje uporaba mosus tibetena ter mosus moskena (6, 20).

Makrociklicne moSuse uvrSamo v skupino moSusov, ki ne vsebujejo nitro skupino.
Znacilno za to skupino mosSusov je, da imajo obro¢, ki vsebuje od 15 do 17 ogljikovih
atomov. Vonj kot tudi njegova intenziteta je odvisna od Stevila ogljikovih atomov, ki
sestavljajo obro¢. MosSusna spojina, ki vsebuje 14 ogljikovih atomov v obrocu ima Sibek
vonj za razliko od spojine, ki ima obro¢€ iz 15-17 ogljikovih atomov (6, 21).

Makrocikli¢éni moSusi so zaradi svoje odpornosti na delovanje svetloba ali alkalij in
mocnega ter prijetnega vonja pomemben ¢len v industriji diSav. Eden od najbolj
pomembnih je dilakton etilenbrazilat in to zaradi enostavne sinteze ter nizkih stroskov
surovin. Na letni ravni znasa njegova proizvodnja okrog 300 ton. Drugi predstavnik, ki ima
ravno tako nizke stroSke proizvodnje je habanolid. Habanolid je nenasiCena razliica
eksaltolida (glej tabelo V) (6, 21).

Sinteza makrocikli¢énih moSusov je tezka in v vecini primerov poteka v vec stopnjah.
Zaradi visokih stroSkov proizvodnje je omejena njihova ekonomska upravi¢enost. V letu
1996 je njihov delez znasal vsega 5 % od celotne proizvodnje mosusov. Ce primerjamo
cene nitro ter policikliénih moSusov, ki so od 5 do 15 EUR/kg oziroma od 10 do 30
EUR/kg, so cene makrociklicnih moSusov bistveno visje in znasajo od 25 do 2500 EUR/

kg (6, 21).

Tabela V: Trzno pomembni makrocikli¢ni mosusi (6).

/ MOLEKULSKA
TRZNO IME KEMIJSKO IME FORMULA STRUKTURA
(0]
civeton cis-9- C - HeO
v cikloheptadecenon 172130
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3-
muskon metilciklopentadekanon CisH300

ambretolid 7-heksadecen-16-olid Ci16H2307
eksaltolid,

pentalid, 15-pentadekanolid Ci15Ho505
tibetolid

eksalton, .

normuskon ciklopentadekanon CisH»50
dihidrociveton  cikloheptadekanon C17H5,0
habanolid, oksacikloheksadecen-2-

globalid on Ci5H260:
astraton,

mosus T, . .

mogus NN, etilenbrazilat Ci5H2604
mosSus MC-5
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mosSus MC-4,

mosus C14 etilendodekandioat C14H,404 o
o
o)J\
cervolid, .
mosus 781 12-oksaheksadekanolid C15H2303 :
o

1.2.4 Linearni ali alicikli¢ni moSusi

1975 leta se je pojavila nova generacija makrociklicnih mosusov, linearni (alicikli¢ni)
mosSusi. Njihova struktura se bistveno razlikuje od ostalih znanih moSusov. Prvi se je na
trzis¢u pojavil Cyclomusk®, ki so ga odkrili leta 1975 (Slika 11). Njegov vonj opisujejo
kot topel, pudrast s pridihom sadne predvsem jagodne note. 15 let kasneje so predstavili
Helvetolide®, ki je postal dosti bolj uspesen (Slika 12). Helvetolid so razvili v §vicarskem
podjetju Firmenich leta 1990 pod vodstvom kemika Philipa Krafta. Zanimivo je to, da so
pri helvetolidu eno geminalno metilno skupino nadomestili s karbonilno skupino ne da bi
se pri tem izgubil znacilen vonj po mosSusu, medtem ko se je sadni spremenil v bolj

kafrastega in ambrastega. Ta oksohelvetolid imenovan Romandolide® se je pojavil na

trziscu leta 2002 (6, 21, 23, 25).

Slika 11: Cyclomusk®.

‘\Ej) Mom

Slika 12: Helvetolide®.
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Slika 13: Romandolide®(23).

Rosamusk® sodi med najnovejse alicikliéne mosuse. Njegov vonj predstavlja nenavadno
mesSanico vonja vrtnice (pelargonije), sadja in mosusa. Rosamusk® je trgu kot racemna

zmes. (+) stereoizomer ima globljo, bolj znacilno noto (22, 23).

YD

O

Slika 14: Rosamusk® (23).
Cas bo pokazal, ¢e se bo nova generacija lineranih mo$usov nadomestila uporabo

tradicionalnih do sedaj uporabljanih sinteti¢nih mosusov.

1.3 METABOLIZEM IN FARMAKOKINETIKA SINTEZNIH MOSUSOV

1.3.1 Perkutana absorpcija
1.3.1.1 Nitro moSusi

Pri perkutani absorpciji mosus ksilena in vitro so ugotovili zelo veliko absorpcijo pri
koZi 55 % ter pri €loveski 22 %. Pri ¢loveski koZi so nasli moSus ksilen ve¢inoma in plasti
stratum corneum. Po 7 dneh pocasne absorpcije je samo 6 % apliciranega moSus ksilena
ostalo na kozi. Pri dveh prostovoljcih, pri katerih so izvedli dermalno aplikacijo
radioaktivno oznagenega mosus ksilena v brezalkoholni raztopini v odmerku 0,02 mg/cm®
koZe, so po 6 urah ugotovili, da 90 % odmerka ni ve¢ prisotnega na mestu aplikacije in da
je manj kot 0,26 % izloCenega z urinom ter 0,1 % izloCenega z blatom. V 120 urah po

aplikaciji 10 % apliciranega odmerka ni bilo mozno dolo¢iti (6, 17, 18).
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Po dermalni aplikaciji mosus ketona na kozo podgan, ki je znasala 0,5 mg/kg, se je po
6 urah absorbiralo 31 % spojine. Pri dveh prostovoljcih po enkratni dermalni aplikaciji s
radioaktivno oznatenim mosus ketonom v odmerku od 0,02 mg/ cm® so ugotovili, da 86 %
apliciranega odmerka ni ve¢ prisotnega na mestu aplikacije ter da se je 0,42 % in 0,05 %
odmerka izlo¢ilo z urinom ter blatom 14 % apliciranega odmerka niso mogli dolo¢iti (6,

17, 18).

1.3.1.2 Policiklicni mosusi

Preliminarne Studije in vitro, izvedene na kozi podgan, so pokazale da je absorpcija
AHTN, ki je znasala 0,28 = 0,14 % ter HHCB 0,07 = 0,03 %, zelo nizka. Po 24 urah
opazovanja so ugotovili, da je prisotnega 50-60 % apliciranega odmerka. Pri perkutani
aplikaciji z radioaktivno oznacenim “C AHTN ter HHCB raztopljenega v etanolu (voda
po britju) na kozo podgan v odmerku 4,5 mg/kg telesne mase, so ugotovili, da je po 6 urah
ostalo priblizno 19 % AHTN odmerka ter po 120 urah priblizno 14 % HHCB. Po 6 urah je
bila absopcija 9,3 % odmerka za AHTN ter 3,9 % za HHCB.

Pri izpostavljenosti cloveskih prostovoljcev z radioaktivno oznacenimi vzorci so preko
izlo¢anja z urinom in blatom ugotovili, da se pri uporabi 70 % alkoholne raztopine AHTN

in HHCB absorbiralo manj kot 2 % spojin (17).

1.3.2 Biotransformacija
1.3.2.1 Nitro mosusi

Po peroralni aplikaciji nitro moSusa pri podganah je glavni del metabolizma redukcija
nitro (-NO;) skupine v amino (-NH;) skupino. V naslednji stopnji poteCe hidroksilacija
metilne skupine p-amino metabolita in se s tem poveca hidrofilnost molekule. MoSus
ksilen, 4-amino-mosSus ksilen, 4-acetilamino-mosus ksilen, 4-amino-3-hidroksimetil-moSus
ksilen ter 4-amino-1-tert-BuOH-mosSus ksilen so nasli v urinu, blatu in slini. 2-Amino-
mosus ksilen ter neidentificirane metabolite so odkrili v blatu ter urinu, 4-amino-3-
hidroksimetil-mosus ksilen so odkrili v urinu ter hidroksi-mosus ksilen samo v slini.
Vecina Studij, ki so jih izvedli na podganah, je pokazala, da se dermalno aplicirana mosus
ksilen ter moSus keton po absorpciji izloCata preko sline v obliki polarnih konjugatov.
Hidroksilirani analogi moSus ketona ter moSus ksilena nastajajo z oksidacijo metilne
skupine. V slini se metaboliti pojavljajo v obliki glukoronidov. Sestava metabolitov, ki se

pojavljajo v wurinu je bolj kompleksna. V urinu je prisotna meSanica polarnih,
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neidentificiranih spojin in glukoronidov. Vecina metabolitov mosus ketona niso bili
enostavni glukonoridi ter sulfatni konjugati (6, 18).

Podatki o Studijah metabolizma nitro moSusov pri ¢loveku so redke. 4-Amino-mosus
ksilen so odkrili v urinu po dermalni aplikaciji. Koli¢ina, izlocena z urinom ocis¢enje urina
je bila 0,12 - 0,53 % od vrednosti peroralnega odmerka. Glavnih metabolitov niso
identificirali. Acetil derivatov 4-amino metabolita, ki so jih odkrili v urinu podgan, pri

¢loveku niso nasli (6, 18).

1.3.2.2 Policikli¢ni mosusi

O metabolizmu policiklicnih moSusov pri ¢loveku nimamo podatkov.

1.3.3 Distribucija in eliminacija
1.3.3.1 Nitro mosusi

Pri ¢loveskih prostovoljcih po peroralni ter dermalni aplikaciji 0,3 mg moSus ksilena
na kilogram telesne mase je bila koncentracija v plazmi po 6 urah od 40 do 270 ng/mL po
peroralni aplikaciji ter od 1,6 do 5,5 ng/mL po dermalni aplikaciji. Farmakokinetiko moSus
ksilena v plazmi spremljata dva kineticna modela. Zacetna hitra distribucija po krvi, ter
pocasna eliminacija iz adipocitov. Poprecna razpolovna doba je 70 dni. Eliminacija moSus
ksilena pri ¢loveku vefinoma poteka preko urina. Maksimalna koncentracija 4-amino
metabolita v urinu je doseZena v 18 do 24 urah po aplikaciji. Eliminacija poteka po kinetiki
prvega reda s povprecno razpolovno dobo 12 ur. Iz literarnih podatkov indeksa telesne
mase in rezultatov razpolovne dobe poprecnega dnevnega odmerka lahko izracunano, da je
eliminacija priblizno 11 pg na osebo ali 160 ng na kilogram telesne mase. Mosus ksilen ter
mosus keton so odkrili v ¢loveskem mas¢obnem tkivu v 15 vzorcih v koncentracijah od 6,7
do 288 pg mosus ksilena na kilogram telesne mase in manj kot 1 do 173 pg mosus ketona
na kilogram telesne mase. MoSus ksilen ter moSus keton so odkrili tudi v ¢loveSkem
mleku. Zgodnje Studije so porocale o visokih koncentracijah okrog 100 pg za mosus ksilen
na kilogram telesne mase ter 40 pg za moSus keton na kilogram telesne mase. Kasnejse
Studije so pokazale nizje vrednosti in sicer za mosus ksilen od 8 do 20 pg kilogram telesne

mase ter priblizno 8 do 10 pg kilogram telesne mase za mosus keton (18).
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1.3.3.2 Policikli¢ni moSusi

Pri podganah so po dermalni aplikaciji radioaktivho oznaenih AHTN in HHCB
ugotovili, da izloanje veCinoma poteka preko blata. 2,6 % radioaktivnho oznacenega
AHTN se izlo¢i z urinom ter 14,5 % z blatom v 120 urah. 1,3 % HHCB se izlocilo z
urinom ter 11,6 % z blatom (6).

Relativno visoke koncentracije policiklicnih moSusov v primerjavi s koncentracijami
nitro mosusov so nasli v cloveskem mascobnem tkivu ter cloveskemu mleku. V 15 vzorcih
desetih Zensk, starih od 3 do 100 let in 5 moskih, starih od 49 do 77 let so bile vrednosti
odkritth HHCB, AHTN ter ADBI naslednje (na kilogram telesne mase): od 12 do 171 pg
HHCB, od 1 do 23 ug AHTN in od 0,12 do 3,5 ug ADBI. Vse tri spojine so nasli v vseh
vzorcih. Veliko razli¢nih raziskav je tudi potrdilo, da so v mascobnem cloveskem tkivu
nasli razlicne koncentracije policikliénih moSusov. Porocali so, da dva vzorca ¢loveSkega
mleka vsebujeta 310 pg in 360 pg HHCB na kilogram telesne mase, ter 290 pg in 250 pg
ATN na kilogram telesne mase. DPMI niso zaznali. Za primerjavo: pri aplikaciji od 2 do
20 mg radioaktivno ozna¢enega HHCB ter AHTN brejim podganam s ponavljajocimi
peroralnimi odmerki od tretjega tedna nosecnosti, so odkrili najvi§je koncentracije v mleku
3 ter 7 dan po kotitvi in sicer 1350 ug HHCB L™ ter 940 pg AHTN L' pri najvisjih
odmerkih in 23,590 ug HHCB L™ ter 12,140 pg AHTN L pri najniZjih odmerkih (6).

1.4 TOKSICNO DELOVANJE SINTEZNIH MOSUSOV

Ko so leta 1981 nitro mosuse odkrili na Japonskem v vzorcih vode ter ribah, so se
zaCele raziskave glede njihove toksi¢nosti. Sintezni mosSusi so klasi¢ni onesnazevalci
okolja in ksenobiotiki. Po perkutani aplikaciji zaradi svoje lipofilno naravo zlahka
prehajajo skozi kozo. Zaradi prisotnosti sinteznih mosSusov v razli¢nih proizvodih za
osebno higieno, detergentih ter parfumih, ki jih vefinoma uporabljamo vsak dan, so
sintezne mosuse odkrili v ¢loveSkem mleku ter adipocitih (6). Po peroralni aplikaciji pa je
mozno mosuse dokazati v krvi. Najvec¢ja akumulacija sinteznih moSusov je v mascobnem
tkivu, jetrih ter tkivih, ki vsebujejo visok odstotek mascobe. Ker prehajajo placento, so

sintezne mosuse so odkrili v telesu novorojenckov (6).
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1.4.1 AkKkutna zastrupitev
1.4.1.1 Nitro moSusi

Akutna toksi¢nost nitro moSusov po peroralni ter dermalni poti pri laboratorijskih
zivalih je relativno nizka, LDsy > 5000 mg/kg (6).

Misi, ki so bile izpostavljene ponavljajo¢im dnevnimi odmerki 500 mg mosus ksilena
na kilogram telesne mase sedem dni, so pokazale znake hude zastrupitve in so poginile v
dveh dneh. Razli¢ne raziskave na misih teh podganah so pokazale, da ima izpostavljenost
le-teh vec¢jim odmerkom od 200 do 500 mg na kilogram telesne mase z mosus ksilenom ter
mosus ketonom tekom 5 do 7 dni signifikantne ucinke na jetra: poveCanje mase jeter,
povecanje mikrosomskih proteinov ter hipertrofijo jetrnih celic (6).

Dokazano je, da moSus ambret pri podganah povzroca akutno =zastrupitev pri
peroralnih odmerkih 399 mg na kilogram telesne mase. Pri ¢loveku moSus ambret
povzroca fotoalergijske reakcije. Mosus ksilen, moSus keton, mosus mosken ter mosus

tibeten ne povzrocajo fotosenzibilizacije pri cloveku (6).

1.4.1.2 Policiklicni mosusi

Raziskave so pokazale, da je do akutne zastrupiteve podgan z HHCB prislo pri
peroralni aplikaciji koli¢in vec¢jih od 3,25 g na kilogram telesne mase. Pri drugih Studijah
so porocali, da je bila LDsy vec kot 3 g na kilogram telesne mase podgane pri peroralni
aplikaciji, pri dermalni aplikaciji je ta vrednost 5 g na kilogram telesne mase. Ugotovili so
tudi, da akutno zastrupitev zajcev dosezemo pri odmerkih vecjih od 3,25 g na kilogram
telesne mase pri dermalni aplikaciji (6). Pri akutni zastrupitvi podgan s peroralno
apliciranim  AHTN je vrednost LDsy 0,57 g na kilogram telesne mase. Pri dermalni
aplikaciji AHTN je bila LD50, ve¢ja od 5 g na kilogram telesne mase. Iz znanih podatkov o
akutnih zastrupitvah z policikli¢nimi mosusi je mozno sklepati, da so le-te redke, vendar pa
ze enkrateni velik odmerek AHTN 100 mg na kilogram telesne mase pri podganah
povzroca akutne poSkodbe jeter. Morfoloske spremembe vkljucujejo lokalno nekrozo
jetrnih celic, vnetje, zatekanje parenhimskih jetrnih celic, zgoSc€evanje citoplazme,
poskodbe endoplazemskega retikuluma ter mitohondrijev, kar ima za posledico povecanje

velikosti jeter (6).
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1.4.2 Subkronicna zastrupitev
1.4.2.1 Nitro moSusi

Pri samcih in samicah podgan, ki so bili izpostavljeni mosus ambretu v peroralnih
odmerkih od 10 do 240 mg na kilogram telesne mase ter od 80 do 240 mg na kilogram
telesne mase vsak dan v obdobju od 90 dni, so ugotovili nevrotoksi¢ne ucinke pri obeh
spolih misi ter atrofijo testisov pri samcih. Nadaljnje 90-dnevne Studije, ki so jih naredili z
dermalno apliciranimi mosSus ksilenom, mosus ketonom, moSus tibetenom ter mosSus
moskenom v dnevnih odmerkih 240 mg na kilogram telesne mase za moSus keton in moSus
ksilen ter 75, 24 ter 7,5 mg na kilogram telesne mase za ostale moSuse, so ugotovili
nevrotoksi¢ne ucinke pri moSus ambretu ter signifikantno povecanje velikosti jeter pri
skupini podgan, ki je bila izpostavljena moSus moskenu.

Na podlagi teh Studij je postavljen najvecji dermalni odmerek pri katerem ni opazenih
ucinkov - dermalni NOAEL »(No Adverse Effect Level)«, ki je 75 mg na kilogram kg
telesne mase na dan za mosus keton in mosus tibeten ter 24 mg na kilogram telesne mase
na dan za moSus ksilen in mosken. NOAEL vrednosti so bile potrjene s Studijami, ki so
proucevale vpliv nitro moSusov na indukcijo jetrnih encimov kot najbolj obcutljiv

parameter (6).

1.4.2.2 Policikli¢ni moSusi

AHTN ter HHCB sta bila predmet Stevilnih $tudij proucevanja akutne zastrupitve
podgan zaradi peroralne ter dermalne aplikacije. Ugotovili so, da so ucinki na jetra odvisni
od viSine odmerka. Pri samicah podgan (skupina 15 podgan), ki so bile izpostavljene
dermalno apliciranim dnevnim odmerkom AHTN ter HHCB od 1,1 ali 100 mg na kilogram
telesne mase tekom 13 tednov, so ugotovili, da s povecanjem odmerka obeh mosusov
narasa tudi velikost jeter. Povecanje odmerka HHCB ni spremljala spremenjena
histopatoloska slika jeter, za razliko od AHTN, pri katerem so s poveCanjem odmerka
ugotovili tudi spremenjeno histopatolosko sliko jeter ter razbarvanje celic s povecanjem
aktivnosti alkalne fosfataze v plazmi. Pri nizjih odmerkih obeh moSusov niso odkrili
sprememb (6).

HHCB so peroralno aplicirali podganam, ki so bile na dieti (15 samic in 15 samcev), v
dnevnih odmerkih od 5, 15, 50 ter 150 mg na kilogram telesne mase v ¢asu od 13 tednov.
Ugotovili so, da je pri samcih minimalno reverzibilno povec€anje jeter za razliko od samic,

pri katerih ne glede na odmerek ni prislo do spremembe velikosti jeter. Niso opazili
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nobenih histopatoloSkih sprememb jetrnih celic. HHCB so peroralno aplicirali v odmerku
341 mg na kilogram telesne mase v ¢asu dveh tednov in spremljali relativno ter absolutno
povecanje velikosti jeter. Na podlagi teh raziskav so predlagali NOAEL za peroralno
apliciran HHCB, ki je 150 mg na kilogram telesne mase na dan (6).

AHTN so peroralno aplicirali v enakih odmerkih 1, 5, 15, 50 ter 150 mg na kilogram
telesne mase kot HHCB. Pri odmerku 15 mg so pri samicah ugotovili povecanje velikosti
jeter in pri samcih pri odmerku 50 mg. Pri nobenem spolu podgan niso opazili
spremenjeno histopatolosko sliko ali motnje v delovanju jeter. Pri nekaterih Zivalih so
opazili zeleno razbarvanje jetrnega tkiva, limfnih ter mle¢nih Zlezah, ki je odvisno od
odmerka. Na podlagi dobljenih rezultatov so predlagali NOAEL za peroralno apliciran
AHTN 15 mg na kilogram telesne mase na dan (6).

Na osnovi rezultatov, ki so jih dobili z raziskavo AHTN, so ugotovili da pri
izpostavljenosti v odmerku do 300 pg na kg telesne mase (90 dni) to ne vpliva na strukturo
ali biokemijske parametre jeter (6).

Raziskave, ki so jih izvajali tako, da so podgane inhalirale razlicne disave, ki
vsebujejo HHCB ter moSus keton, so pokazale, da ni bilo nobenih signifikantnih

sprememb, ki bi kazale na zastrupitev (6).

1.4.3 Indukcija metabolnih encimov
1.4.3.1 Nitro moSusi

Mosus ksilen ter mosus keton pri misih in podganah inducirata encime citokrom P450
oksidaze. Nastalo indukcijo je mozno primerjati z indukcijo encima pri misih, ki jo sprozi
fenobarbiton. Mosus ksilen v misjih jetrih v fazi [ metabolizma inducira encime citokrom
P450 oksidazo (CYP1A, CYP2B), v fazi II metabolizma pa inducira encima glutation-S-
transferazo (GST) in UDP-glukurunil transferazo (6).

Indukcijo mikrosomskih jetrnih encimov z nitro mosSusi so proucevali v Stevilnih
Studijah, ki so jih izvajali na miSih ter podganah. Preizkusi na misih s peroralno apliciranim
mosus ksilenom v odmerku 200 mg na kilogram telesne mase tekom 7 dni so pokazali
Sibek uc¢inek na CYP1AI in 1A2 encimsko aktivnost ter narascajo¢i nivo obeh encimov
CYPIA in 1A2. Indukcija encimov je bila dosti nizja kot z znanim encimskim induktorjem
3-metilkolantrenom (3-MC), ki ne povzro¢a poveCanja encimske aktivnosti encima
CYP2B. Za razliko od tretiranja s moSus ksilenom, kjer je prislo do povecanja encimske

aktivnosti, kakor tudi do povecanja nivoja samih encimov v jetrih. Predmet raziskav je bilo
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tudi absolutno ter relativno povecanje velikosti jeter, vpliv p-amino in o-amino metabolitov
mosus ksilena na aktivnost jetrnih encimov. Po indukciji jetrnih encimov ob dodatku
fenobarbitona pri misih so raziskovali inhibicijo le-teh zaradi delovanja amino metabolitov
mosusoveg ksilena. Oba amino metabolita sta inhibirala aktivnost PROD (7-
pentoksiresorufin-O-demetilaze) v = odsotnosti NADPH  (reducirana  oblika
nikotinamidadenindinukleotidfosfata) v preinkubacijskem casu. Testi so pokazali, da o-
amino-mosus ksilen, ob prisotnosti NADPH v preinkubacijskem c¢asu ni zmanjsal
aktivnosti PROD. To pomeni, da ta metabolit ni inhibiral delovanja encima CYP2B. p-
Amino metabolit pa, nasprotno ob prisotnosti NADPH v odvisnosti od ¢asa, zmanjsuje
aktivnost PROD. Pri peroralni aplikaciji in vivo p-amino mosus ksilena v odmerku 180 mg
na kilogram telesne mase so ugotovili inhibicijo CYP2B10. 2 uri po peroralni aplikaciji so
opazili popolno prenehanje aktivnosti PROD (6).

Preiskovali so tudi potencialni vpliv na indukcijo CYP2B10 ter CYP1A2 mRNA
(Informacijska RNA). Po enkratnem odmerku 180 mg obeh aminov na kilogram telesne
mase je priSlo do indukcije CYP2B10 mRNA, ki je ponavadi udelezena pri metabolizmu
aromatskih aminov. Cas vpliva na encime je bil bistveno dalj§i po aplikaciji p-amino-
mosus ksilena, kot po aplikaciji o-amino-mosus ksilena. Zaradi indukcije CYP2BI10
mRNA so sklepali, da imajo amino metaboliti enak vpliv na encime, kot ¢e bi aplicirali
mosus ksilen. Za mosus keton so dokazali da v manjSih odmerkih povzroca povecanje jeter
za priblizno 20 % in poveca tudi koncentracije mikrosomskih jetrnih proteinov. V vecjih
odmerkih moSus keton povzroca indukcijo encima CYP2B ter manjSo indukcijo encimov
CYPIA in CYP3A. Raziskave so izvedli na podganah in prisli do podobnih rezultatov in
sicer da prihaja do indukcije CYP1A, 2B ter 3A encimov. Potrjeni so tudi ucinki na
CYP2B na nivoju mRNA. Sam mehanizem indukcije na molekulskem nivoju moSus

ketona je neznan (6).

1.4.3.2 Policikli¢ni moSusi

Vpliva policikli¢nih in nitro moSusov na indukcijo encimov niso raziskovali obsezno.
AHTN nima indukcijskega delovanja na jetra podgan kot fenobarbiton ali 3-MC. AHTN
ter ADBI sta se izkazala kot substrata CYP3A4 in se metabolizirata v citotoksi¢ne spojine

v fibroblastih, ki stabilno izrazajo humani CYP3A4 (6).
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1.4.4 Mutagenost in genotoksi¢nost
1.4.4.1 Nitro moSusi

Potencialno genotoksi¢nost mosus ksilena, mosus ketona, mosus, moSus ambreta ter
mosus tibetena so raziskovali v S$tevilnih in vitro ter in vivo Studijah. kot vodilo so
uporabljali mednarodne smernice za preizkusanje mutagenov. Teste so naredili na bakteriji
Salmonella typhimurium (Ames test), na sesalskih celicah (mi§ji limfom test) ter na
kultiviranih ¢loveskih limfocitih. Pri vseh treh testih se pokazalo, da mosus ksilen, moSus
keton, mosken ter moSus tibeten ne izkazujejo genotoksic¢nih lastnosti. Negativne rezultate
genotoksi¢nosti so dobili tudi s pospeSevanjem metabolizma. MoSus ambret je v
Amesovem testu ob dodatku pospeSevalca metabolizma izkazal mocno genotoksi¢no
delovanje. Poskodbe DNA niso nastale zaradi delovanja bakterijskega encima
nitroreduktaze, temve¢ zaradi verjetne biotransformacije moSus ambreta Vv
arilhidroksilamin pod vplivom sesalskih encimov (6). S testom, ki so ga izvajali na
ovarijskih celicah kitajskih hréckov (CHO) niso potrdili genotoksic¢nosti mosus ksilena ter
mosus ketona, ravno tako niso potrdili genotoksi¢nosti za mosSus ksilen, moSus keton,

mosus ambret ter mosus tibeten s SOS krom testom na celicah Eschericha coli PQ 37 (6).

1.4.4.2 Policiklicni moSusi

AHTN ter HHCB sta bila predmet raziskav z namenom, da bi ugotovili njuno
genotoksicnost. Na testih, ki so jih izvajali na bakterijskih celicah Salmonella typhimurium
ter celicah Eschericha colli, ob ali brez dodanih pospesevalcev metabolizma, niso potrdili
genotoksi¢nega delovanja. Ravno tako niso ugotovili nobenih sprememb v strukturi ali
Stevilu kromosomov z aktivacijo ali brez aktivacije metabolizma. Studije, ki so jih izvajali
in vitro na ¢loveskih limfocitih ter hepatocitih so pokazale, da ADBI, AHDMI ter ATII ne
izkazujejo nobenega genotoksi¢nega delovanja. Za AHTN, HHCB, ADBI, AHDI ter ATII

Studije so potrdile odsotnost zloma ali izgube kromosomov (6).

1.4.4.3 Makrociklicni mosusi

Studije, ki so izvedene in vitro z Amesovim testom so pokazale, da pri
ciklopentadekanonu, etilendodekandioatu ter etilenbrazilatu ni prisotno genotoksi¢no

delovanje kot tudi, da ne povzro€ajo kromosomskih sprememb (6).
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1.4.5 Kancerogenost

Rezultati Studij kancerogenosti, ki so jih izvedli z apliciranjem mosSus ksilena, so
pokazale signifikantno nastajanje benignih kot tudi malignih tumorjev v jetrih pri obeh
spolih misi in nastanek Harderjevega Zleznega tumorja pri samcih. To¢en vzrok nastajanja

tumorjev ni znan (6).

1.4.6 Fotoalergija

Od leta 1995 je Evropski uniji prepovedana uporaba moSus ambreta, ker povzroca
mocne fotoalergije. Za moSus ksilen, mosus keton, mosus mosken, mosus tibeten ter za

policikli¢ne mosuse AHTN in HHCB niso dokazali, da povzroc¢ajo fotoobcutljivost (6).

1.4.7 Teratogenost/Embriotoksi¢nost

Raziskave, ki so jih izvajali na brejih samicah podgan z apliciranjem mosus ksilena, so
pokazale, da mosus ksilen prehaja skozi placento ter da je prisoten tudi v materinem
mleku. Samicah podgan so peroralno aplicirali HHCB (od 50 do 500 mg na kilogram
telesne mase dnevno), AHTN (od 5 do 50 na kilogram telesne mase dnevno), mosus keton
(od 15 do 150 mg na kilogram telesne mase dnevno) ter mosus ksilen (od 20 do 200 mg na
kilogram telesne mase dnevno) v obdobju od 7 do 17 dni (6).

Na 20 dni starem zarodku niso zasledili nobene embriotoksi¢nosti. Za AHTN ter
mosus ksilen niso zabelezili nobenega vpliva na rast, razvoj ali morfologijo zarodka. Pri
visokih odmerkih mosus ketona so ugotovili izgubo ali zmanjSanje porodne teze

novorojenih podgan (6).

1.5 VPLIV SINTEZNIH MOSUSOV NA OKOLJE

Razvoj kemicne industrije je omogocCil zamenjavo naravnega mosusa s sinteznim
oziroma tako imenovanimi belimi moSusi. Zaradi relativno enostavne sinteze ter nizkih
stroskov proizvodnje se je njihova uporaba zelo razsirila. Kot diSavo jih uporabljamo v
proizvodnji gospodinjskih sredstev za ¢iS€enje, pralnih praskov, sredstev za osebno higieno
ter seveda v parfumeriji. Leta 1981 so odkrili prisotnost MK in MX v ribah ter skoljkah, ki
zivijo v reki Tam (Japonska). To je bil neposreden povod za zacetek bolj obseznih raziskav
o prisotnosti sinteznih mosusov kot klasi¢nih onesnazevalcev v odpadnih vodah, pitni vodi,

hisSnem prahu ter v ribah (6).
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1.5.1 Prisotnost sinteznih moSusov v odpadnih vodah

Po uporabi sredstev, ki vsebujejo sintezne mosuse, velika vecina le-teh konca v
odpadnih vodah. Prisotnost sinteznih moSusov v odpadnih vodah je na¢in kontaminacije
vodnega okolja. Posebej policiklicna mosusa HHCB ter AHTN sta prisotna v vecini vrst
voda z izjemo vode za pitje. Ce naredimo primerjavo z drugimi lipofilnimi snovmi,
predstavljajo policikliéni mogusi ene od dominantnih polutantov. Studije, ki se nanasajo na
onesnazevanje s policiklicnimi mosSusi ugotavljajo, da se s porastom proizvodnje in prodaje
HHCB ter AHTN isto¢asno povecuje tudi onesnazenost povrsinskih voda (6).

Rezultati raziskave, ki so jo so izvedli v Nemciji od leta 1994 do 1997, so pokazali, da
sta vrednosti za HHCB ter AHTN nekaj pg/L, medtem ko so za druge moSuse iz skupine
policiklicnih moSusov dosti nizje (okrog 0,1 pg/L). Vrednosti za najbolj uporabljana
predstavnika nitro mosusov, za MK ter MX, sta bili znasali priblizno 1 pg/L. V nobenem
od vzorcev niso nasli mosus ambreta, moskena ali mosSus tibetena (6).

Po postopku ¢iscenja odpadnih vod v distilnih napravah, so ugotovili, da pride do
zmanjSanja koncentracij sinteznih moSusov. Do zmanjSanja vrednosti moSusnih
komponent v odpadni vodi prihaja zaradi adsorpcije na trdne delce ter zaradi razgradnje na
polarne metabolite. Vrednosti zmanjSanja prisotnosti mosusnih komponent se razlikujejo
od ene do druge Studije. Do razlik prihaja zaradi razli¢nih koncentracij moSusnih
komponent, ki so prisotne v odpadnih vodah, kot tudi od uporabe razli¢nih ¢istilnih naprav,
ki so uporabljene za ¢iS€enje odpadnih vod. Zaskrbljujoce je dejstvo, da se mosSusne
komponente le delno razgradijo, delno nalagajo na trdne delce in na ta nacin trajno
kontaminirajo okolje. HHCB ter AHTN so odkrili v ve€ini vzorcev vode z izjemo vode za
pitje, zato se je HHCB izkazal kot primeren organski indikator onesnaZzenosti vod s

moSusnimi komponentami (6).

1.5.2 Prisotnost sinteznih moSusov v povrSinskih vodah (reke, jezera)

Glavni vir onesnazevanja vodnega okolja s sinteznimi mosusi predstavljajo odpadne
vode, ki zapustijo Cistilne naprave. Testi so pokazali, da so najvisje koncentracije moSusnih
komponent v neposredni blizini izpusta vode iz Cistilne naprave in padajo s povecanjem
razdalje od izpusta predelane odpadne vode iz Cistilne naprave. Prisotnost moSusov v
povrsinskih vodah je odvisna od deleza oziroma prisotnosti odpadnih vod. Med sinteznimi

mosusi sta se HHCB in AHTN pokazala kot najbolj primerna organska indikatorja s
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katerimi se wugotavlja onesnazenost povrSinskih vod kot tudi vodnega sistema.
Koncentracija sinteznih mosusov je odvisna tudi od hitrosti toka reke, kar pogojuje hitrost
raztapljanja, kot tudi hitrost ociS€enja reke. Zadnja leta so naredili ve¢ raziskav o
prisotnosti sinteznih moSusov v rekah, jezerih, kanalih in Severnem morju. Na ta nacin so
dobili boljsi vpogled v onesnazenost. Ponovno se je izkazalo, da sta v povrSinskih vodah
najbolj prisotni spojini HHCB in AHTN. Najvisje koncentracije za HHCB so bile okrog 12
pg/L in 6,8 pg/L za AHTN. To podatki raziskave razli¢nih rek, kanalov in jezer v Berlinu
leta 1996. Vode, ki so imele nizek delez prisotnosti odpadnih vod so imele tudi nizke
koncentracije policiklicnih mosusov in sicer za HHCB od 100 do 400 ng/L ter za AHTN
od 50 do 240 ng/L. Koncentracije ADBI, MK ter MX so bile nizke, blizu ali pod mejo
detekcije. Vrednosti o prisotnosti HHCB ter AHTN v reki Elbi so bile vecje kot za druge
lipofilne organske polutante kot sta poliklorirani bifenili (PCB) ter policikli¢ni aromatski

ogljikovodiki (PAH) (6).

1.5.3 Prisotnost sinteznih moSusov v pitni vodi

Regulativa in direktive EU narekujejo visoke standarde glede kakovosti, kemijskih,
mikrobioloskih ter organolepti¢nih zahtev za pitno vodo. Enako visoke zahteve za pitno
vodo veljajo na nacionalnem nivoju posameznih &lanic EU. Studije, ki zajemajo mejne
koncentracije ostankov diSav v pitni vodi, vklju€ujejo tudi HHCB in AHTN. Za povrSinske
vode, ki jih uporabljamo za pridobivanje pitne vode, so postavljene relativno nizke mejne
koncentracije doloCanja ostankov sinteznih mosusov in sicer 80 ng/L za HHCB in 40 ng/L
za AHTN. Te vrednosti so bile takoj prekoracene. Izvedene analize vzorcev, ki so dobili iz
reke Elbe so potrdile to hipotezo. Ker nobeden ni pri¢akoval, da se dolocen delez teh
nepolarnih in lipofilnih spojin raztopi v vodi, je to narekovalo potrebo po postavljanju
ve¢jih mejnih vrednosti za ostanke HHCB ter AHTN. V urbanih okoljih je eden od
pomembnih procesov tudi obnavljanje podtalnice. To je poCasen proces prehajanja vode
skozi pescene filtre, pri katerem pride do eliminacije dolocenega dela sinteznih moSusov,
tako da npr. pri ponovni analizi vzorcev vode iz obrezja reke Elbe HHCB ter AHTN niso
zaznali (6).

V splosnem vse raziskave o prisotnosti policiklicnih moSusov v vodah, ki so jih
naredili, potrjujejo hipotezo, da se s povecanjem uporabe policiklicnih moSusov povecuje
delez le-teh v vodnem okolju. Prisotnost policiklicnih moSusov v vodnem okolju je

odvisna tudi od vec¢ razli¢nih dejavnikov, kot so delez odpadne vode v vodnem okolju,
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kakovosti delovanja Cistilnih naprav na koncu tudi od naravnega procesa filtracije vode

skozi podtalnico.

1.6 PRISOTNOST SINTEZNIH MOSUSOV V SLOVENSKEM VODNEM
OKOLJU

Slovenija je vodnata dezela. Z ve¢ kot 26 tiso¢ kilometrov rek in hudournikov se
ponasa z eno gostejSih hidrografskih mreZ na svetu. V povprecju je na vsakem kvadratnem
kilometru slovenskega ozemlja 1,3 kilometra povrSinskih vodnih tokov. Ima priblizno
1300 naravnih in umetnih jezer, morje, izvire, slapove in obsirna obmocja talne vode (18).
Vode so eno najvecjih slovenskih bogastev, zato moramo z njimi ravnati premisljeno.
Voda vpliva na naSe Zivljenje in naSe delovanje. Voda je skupno dobro in naravna vrednota
najvi§jega pomena. Kakovost nasega zivljenja in zdravje sta neloc¢ljivo povezana z njo,
zato je vodo in vodne ekosisteme potrebno varovati pred takSnim ¢lovekovim delovanjem,
ki lahko negativno vpliva nanjo. Voda ima okoljski, ekonomski, socialni in kulturni
pomen. Vodno nacrtovanje kot tudi zasScita pred onesnazevanjem je sodobna, druzbeno
koristna ter okoljsko premisljena dejavnost (19).

Z vstopom Republike Slovenije v EU leta 2004 se je RS obvezala spostovati
legislativo ter regulativo EU. Leta 1998 je Evropska komisija (EC) izdala direktivo
»Zahteve o kakovosti vode namenjene za prehrano ljudi«, ki so bile podane v Direktivi
Sveta Evrope 98/83 ES. Istega leta je direktivo Evropske komisije RS uskladila s svojim
pravnim redom glede zahtev za pitno vodo, ki narekujejo mikrobioloske, kemijske ter

indikatorske parametre (20).
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2 NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je vrednotenje prisotnosti sinteznih moSusov, tako nitro
kakor tudi policikli¢nih v slovenskem vodnem okolju, ker lahko dolgoro¢no predstavljajo
resno nevarnost za ekosisteme RS. Tovrstnih raziskav v Sloveniji ni naredil Se nihce,
Ceprav v ostalih drzavah EU potekajo Ze priblizno 20 let. Glede na dejstvo, da v RS
zaenkrat nimamo podatkov o porabi sinteznih mosusov, bo mozno samo opredeliti
(kvantitativno ter kvalitativno) njihovo prisotnost v vodnem okolju, v katero posredno
pridejo po izpustu predelane odpadne vode iz Cistilnih naprav. Za analizo vode bomo
izbrali reko Krko, ker je njen tok v celoti na podro¢ju RS in tece tudi skozi kraje s
Steviléno populacijo in razvito industrijo. Vzorce bomo odvzeli na osmih lokacijah
razporejenih po celotnem toku reke, tako da bomo lahko spremljali morebiten porast
koncentracij. To¢ne lokacije bomo izbrali strateSko glede na pricakovane obremenitve
vode s sinteznimi moSusi, to je v blizini ve¢jih naselij. Za analizo bomo uporabili v
literaturi priporoceno analizno metodo. Ta vkljucuje plinsko kromatografijo sklopljeno z
masno spektrometrijo. Metoda je primerna zato, ker bomo analizirali hlapne in
termostabilne snovi, poleg tega pa ima tudi veliko obcutljivost, kar je izredno pomembno,
saj v vzorcih vode pri¢akujemo zelo nizke koncentracije sinteznih mosSusov. Priprava
vzorcev za analizo bo potekala z ekstrakcijo. Kot topilo bomo uporabili pentan, ker
njegova visoka hlapnost omogoca enostavno in hitro koncentriranje raztopine brez izgub

analita.

Delovne hipoteze:
eV reki Krki bodo prisotni sintezni moSusi v zaznavnih koncentracijah.
e Koncentracije sinteznih moSusov v reki Krki bodo narascale v smeri od izvira do
sotocja.
e Najvi§je izmerjene koncentracije sinteznih moSusov pricakujemo za Novim
mestom, ker predstavlja najve¢je industrijsko mesto v celotni regiji odvzema

VZOrcev.
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3  MATERIALI IN METODE
3.1 VZORCI VODE

Na celotnem toku reke Krke smo izvedli vzorCenje vode. Za odvzem vode smo
uporabili 2 L steklenice. Vzorcenje je potekalo 24. 06. 2011 na osmih lokacijah:
Vzorec §t. 1: Velike Malence
Vzorec $t. 2: Kostanjevica
Vzorec §t. 3: Dobrava pri Skocjanu
Vzorec $t. 4: Mackovec
Vzorec §t. 5: Srebrnice
Vzorec §t. 6: Soteska
Vzorec §t. 7: Zuzemberk
Vzorec $t. 8: 1zvir reke Krke.

Zemljevid reke Krke in fotografije lokacij vzorcenja vode so v prilogah 1 in 2.

3.2 KEMIKALIJE

IFF (International Flavors &

celestolid (Celestolide®) IPC 33412 | Fragrances Inc.), New York, NY,
ZDA

n-heptan (GC) 51745 Slgm:’:l.-.AldI‘lCh Chemie, Steinheim,
Nemcija

IFF (International Flavors &
galaksolid (Galaxolide® 50 IPM) | IPC 70302 Fragrances Inc.), New York, NY,
ZDA

n-pentan (p.a.) 468151000 | Carlo Erba, Milano, Italija

PFW Aroma Chemicals B.V.,

. L. ®
tonalid (Tonalide™) 263406 Barneveld, Nizozemska

3.3 APARATURE IN OPREMA

analizna tehtnica XS205 Mettler Toledo, Greifensee, Svica
avtomatske pipete Proline Biohit, Helsinki, Finska
kromatografska kolona Ritx®-1 18023 Restek Corporation, Bellefonte, PA,
F&F (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) ZDA

nastavki za pipete Saerstedt, Numbrecht, Nemcija
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plinski kromatograf z masno .

selektivnim detektorjem (GC-MS) QP2010 Shimadzu, Kyoto, Japonska
vakuumski rotacijski uparjalnik R-200 Biichi, Flawil, Svica
Rotavapor

3.4 PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Policikli¢ni ter nitro mosusi so spojine z relativno molekulsko maso med 200 in 300.
Zaradi njihove hlapnosti je metoda izbora pri kvantitativnem doloCanju nitro ter
policikliénih moSusov plinska kromatografija (GC) (6, 26, 27). Plinska kromatografija je
kromatografska tehnika, pri kateri uparjen vzorec s pomocjo inertnega plina (mobilna faza
— MF) potuje skozi kolono. Zaradi selektivnega zadrZevanja komponent vzorca na
stacionarni fazi (SF) pride do njihove separacije.

Glede na stacionarno fazo lo¢imo:

e Plinsko (MF) — trdno (SF) kromatografijo (Gas Solid Chromatography-GSC): retencija
vzorca je posledica fizikalne adsorbcije

e Plinsko (MF) — tekoc¢o (SF) kromatografijo (Gas Liquid Chromatography — GLC):
retencija vzorca je posledica njegovega porazdeljevanja med mobilno in stacionarno

fazo (28).

3.4.1 Splosni pomen GC

Prednosti:

e zelo dobra separacija,

e kratek cas analize,

e potrebna je majhna koli¢ina vzorca (uL),

e kvantitativna analiza.

Pomanjkljivosti:
e degradacija vzorca,

e spojina mora biti termicno stabilna ter dovolj hlapna (28).

3.4.2 Plinski kromatograf

Sistem za plinsko kromatografijo sestavljajo:

1. izvor nosilnega plina, jeklenka
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. regulatorji pritiska in pretoka plina detektor
. injektor za vnos vzorca

. kolona

. detektor

. termostati za injektor, kolono in detektor

. integrator

. rekorder (28).

o 3 N W B~ W

Nosilni plin

Nosilni plin mora biti kemijsko inerten. Najpogosteje se uporabljajo dusik-N, (dolgi
Casi analize, lahko dostopen, poceni), helij- He (inerten, kratki casi analize drazji kot
dusik), vodik- H, (eksploziven potrebni varnostni ukrepi, kratki casi analize). Izbira
nosilnega plina je tudi pogosto odvisna od vrste detektorja.
Zahteva za nosilni plin je ustrezna Cistost, ki jo zagotovimo tako, da med jeklenko in
aparatom namestimo trap (nosilec necistot). Glavni onesnazZevalci so ogljikovodiki, kisik in

vlaga (28).

Injektorski del
Vzorci za analizo s plinsko kromatografijo so lahko plinasti, tekoci ali trdni. Pline
vnasamo direktno, trdne in tekoCe vzorce pa raztopimo v primernem topilu, tako da je

koncentracija posamezne komponente najvec 1 % (28).

Nacini injiciranja:

e direktno — on column (za polnjene kolone): Z injekcijsko iglo prebodemo gumijasto
tesnilo — septum ter vbrizgamo vzorec (1-20 puL)

e split injiciranje (za kapilarne kolone): Obicajno injiciramo 1 pL vzorca. Vzorec se
razcepi, pri tem na kolono potuje le manjsi del. S tem prepre¢imo preobremenjenost
kolone.

e splitless injiciranje (za kapilarne kolone): Pri zelo nizkih koncentracijah moramo

celoten uparjen vzorec voditi na kolono (28).

Uparjalna komora je posebna steklena cevka, ki mora zagotoviti u¢inkovito uparjanje
vzorca. Glede na nacin injiciranja izberemo liner z manjSim ali vecjim notranjim

premerom. Nekateri linerji vsebujejo tudi polnilo (steklena volna), ki zadrzi trdne nehlapne
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delce in s tem $¢iti kolono. Za vzdrzevanje Cistosti lahko uporabimo organsko topilo (npr.
aceton), ali pa ga zamenjamo z novim (28).

V zgornjem delu injektorja je name$ceno tesnilo — septum. Narejeno je iz posebne
silikonske gume, ki je primerna tudi za visoke temperature. Pri pogostem prebadanju
tesnjenje ni ve¢ zadovoljivo, zato ga je potrebno pogosto menjavati. Na ta nacin se lahko
izognemo izgubi vzorca, uhajanju plina, degradaciji kolone, nastajanju dodatnih vrhov na
kromatogramu. Vzorec je potrebno vbrizgati in uvesti v kolono v ¢im krajSem c¢asu, da

preprecimo Sirjenje signalov (28).

Kolona

Kolona je namesSc¢ena v termostatirani peci, zato je njeno temperaturo mogoce ¢asovno
natan¢no uravnavati - izotermno in gradientno. Zgornja temperatura je omejena s termicno
obstojnostjo stacionarne faze. V koloni se komponente vzorca lo¢ijo med seboj in vstopajo

v detektor, ki je posebej termostatiran (28).

Polnjene kolone:
e Steklene ali kovinske
Napolnjene s trdnim inertnim polnilom (obic¢ajno diatomejska zemlja), ki je prevleceno s

tekoco stacionarno fazo; velikost delcev polnila je od 150 do 125 pum (28).

Kapilarne kolone:

Narejene so iz nerjavecega jekla ali staljenega SiO; (fused silica)

e WCOT ( Wall-Coated-Open-Tubular) kolone: notranja povrsina je prevlecena s tekoco
SF.

e SCOT (Support-Coated-Open-Tubular) kolone: na notranji povrsini se nahaja tanek
sloj nosilnega materiala na katerega je adsorbirana SF. Ta tip kolon ima mnogo boljso
ucinkovitost, manjSo kapaciteto, krajsSi Cas analize, boljSo ponovljivost ter

univerzalnost kolone je vecja (28).

Stacionarne faze
Zahteve za dobro stacionarno fazo so nizka hlapnost, toplotna stabilnost, kemi¢na
nereaktivnost in ustrezne lastnosti faze, ki zagotavljajo primeren retencijski ter

selektivnostni faktor (28).
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Za uspeSno loCevanje komponent je izbira stacionarne faze zelo pomembna. V
sploSnem velja, da naj bi se njena polarnost ujemala s polarnostjo vzorca. V kolikor nam to
ne uspe, je vrstni red izlo¢anja komponent iz kolone odvisen le od temperature vrelisca
(28).

Stacionarna faza je na kapilarno kolono lahko le navadno vezana ali pa premrezena
(precno vezana), s ¢imer se zmanj$a njeno odpuscanje.V prvem primeru gre za kemijsko
vez med filmom SF in steno kolone. Pri pre€nem vezanju pa se SF doda peroksid, s

pomocjo katerega pride ob segrevanju kolone do pre¢nega vezanja metilnih skupin (28).

Vrste stacionarnih faz:

* polisiloksani:

nepolarna SF: za ogljikovodike, R R
steroide : | ] : l "
R—Si—O Si—O Si—R
polarne SF: R FJ! L R

R CH,; - nepolama
* polietilenglikoli:

polarna SF: uporablja se za kisline, alkohole, estre...

H—-ocH,CH;]—oH

Detektor

Komponento, ki doseze konec kolone, zazna detektor. Njegova prostornina mora biti
¢im manjsa, da prepreCimo ponovno manjSanje komponent po separaciji. Detektor daje
analizni signal (spremembo upora zaradi prevodnosti, ionski tok, emisijo svetlobe...), ki ga
ustrezen senzor pretvori v elektricni signal. Po okrepitvi ga kot izhodni signal posljemo na
registrirni instrument- rekorder, ki nam pokaze analogni zapis, tj. kromatogram. Lahko pa
ga pretvorimo v digitalni signal in ga vodimo na integrator oz. raCunalnik (28).

Detektor za GC je lahko: neselektiven (odziven na vse spojine, razen na nosilni plin),
selektiven (odziven za spojine s podobnimi fizikalnimi ali kemijskimi lastnostmi) ali pa
specifi¢en (za doloc¢eno spojino) (28).

Lastnosti idealnega detektorja:

e ¢im vecja obcutljivost,
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e stabilnost in ponovljivost,
e linearnost,
e delovanje v Sirokem temperaturnem intervalu (sobna T —400°C),

e kratek odzivni Cas (28).

Plamensko - ionizacijski detektor FID

FID je osnovan na merjenju toka, ki izvira iz ionov in elektronov, nastalih pri gorenju
organskih spojin v &istem plamenu vodik/ zrak. Ce pride v detektor organska spojina iz
kolone, tok mo¢no naraste in je sorazmeren z mnoZzino snovi v eluatu. Nastali tok povzroci
padec napetosti; ta napetostni signal ojacamo in peljemo na izhodno enoto (rekorder ali

integrator) (28).

Lastnosti:

e 0dziv je odvisen od Stevila C atomov (masna odvisnost),

visoka ob&utljivost (meja detekcije 10 g),
e linearen v §irokem intervalu (10°),

e ima majhen Sum,

e robusten in enostaven za rokovanje,

e slaba lastnost je degradacija vzorca (28).

Ostali GC detektorji

e ECD detektor (detektor na zajetje elektronov):

Eluent iz kolone vodimo preko dveh elektrod, od katerih ena vsebuje radioaktiven izotop,
ki emitira elektrone (B sevalec, npr. Ni®). Ti visokoenergijski elektroni povzro&ajo po trkih
z nosilnim plinom nastanek plazme (ioni, elektroni, radikali). S primernim potencialom
dobimo nek konstanten tok, ki predstavlja bazno linijo. Ko pride iz kolone elektrofilna
spojina, pride do zajetja elektronov, kar povzro¢i negativen signal, ki je sorazmeren
mnozini eluirane komponente. Je visoko obcutljiv, ima pa ozko linearno obmocje.
Uporablja se za spojine z elektronegativnii skupinami (halogeni, peroksidi, nitroskupine,
kinoni...)

e TCD detektor (toplotno prevodnostni detektor):

Glavni del je elektri¢no segreta Zica, katere temperatura je pri konstantni elektri¢éni moci

odvisna od toplotne prevodnosti plina. Nosilni plin in organske spojine imajo razli¢ne
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toplotne prevodnosti. Detektor belezi spremembo toka, ki nastane zato, da je temperatura
konstantna. Je edini univerzalni za vse spojine, ki jih lahko lo€¢imo z GC ter ima Siroko
linearno obmocje. Ker je nedestruktiven, ga lahko uporabljamo tudi v preparativni
kromatografiji. Zaradi nizke obcutljivosti pa ni primeren za analizo sledov.

e NDP detektor (dusik — fosforjev detektor),

e FPD detektor (plamensko fotometricni detektor),

e TED detektor (detektor na osnovi emisije) (28).
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

Eksperimentalno delo je potekalo v laboratoriju Katedre za farmakognozijo na
Fakulteti za farmacijo in je obsegalo pripravo vzorcev vode in analize, izvedene na

plinskem kromatografu z masno selektivnim detektorjem.

4.1 PRIPRAVA VZORCEYV VODE

1 L vode smo ekstrahirali s 50 mL pentana. Postopek smo ponovili trikrat in pentanske
frakcije zdruzili. Pentan smo uporabili ker je bolj hlapen, lazje ga odparimo, s tem
zmanjSamo izguba vzorca, posledi¢no prihaja do manjse napake.

Zdruzene pentanske frakcije smo prenesli v 250 mL bucko in koncentrirali vzorec pri
T = 40°C in tlaku P = 750 mbar do priblizno 10 mL. Ta vzorec smo prenesli v 25 mL
bucko s koni€astim dnom ter oddestilirali ves pentan pri enakih razmerah. Ostanek smo
raztopili v 1 mL heptana in uporabili za GC-MS analizo. Heptan smo uporabili, ker ima

vi§je vreliSce in s tem dobimo bolj stabilne vzorce.

4.2 GC-MS ANALIZA

Razmere analiz:

T injektorja = 250°C

T ionskega izvora = 200°C

T vmesnika = 330°C

pretok plina (He) = 1 mL/min

“splitless” nacin

volumen inj. = 1 uL

temperaturni program: 60°C (5 min), do 300°C (10°C/min), 300°C (5min)
Cas analize: 34 minut

razpon zaznavanja relativnih molekulskih mas: 35 — 500

hitrost odjemanja podatkov (skeniranja): 2500
Metodo smo povzeli po referencni literaturi (27), vendar smo jo nekoliko prilagodili,

ker nismo imeli na voljo nadina programirane termiCne desorpcije vzorev velikih

volumnov, zato smo uporabili klasi¢en nacin injiciranja.
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5 REZULTATI

5.1 DOLOCITEV MEJE DETEKCIJE

Za izratun meje detekcije smo uporabili standard celestolida, ker eden izmed najbolj
pogosto industrijsko uporabljenih sinteznih moSusov.

Izraun razmerja signal/Sum na primeru celestolida:

c(celestolid) = 100 pg/mL, raztopljen v heptanu

Taréa m/z = 244

Zacetek Konec Signal
signal 19.120 19.220 2765283
Sum 19.250 19.350 302

razmerje S/N = 9157

Pri izracunu upoStevamo teoreticno koncentracijo v vzorcu vode, to je 100 pg/L.

Meja detekcije = 3*1/SN*c(celestolid) = 3*1/9157*100 ng/L = 0,0328 ng/L = 32,8 ng/L
Meja detekcije, ki smo jo dolocili je visja glede na dostopne literaturne podatke. Pri

podobni Studiji, ki so jo izvajali na podro¢ju Berlina je bila dolo¢ena meja detekcije 10

ng/L (6).

5.2 ANALIZA STANDARDOV POLICIKLICNIH MOSUSOV

Standarde celestolida, tonalida in galaksolida smo pripravili z raztapljanjem

referencnih spojin v heptanu tako, da je bila koncentracija 1,00 mg/mL.
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Kromatogram §t.1: Standard celestolida.
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Kromatogram §t. 2: Standard tonalida.
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Kromatogram §t.3: Standard galaksolida.

e,

Galaxolide/20.637

Isopropyl Myristate /20.433

:Galaxolide/20.940

2Galaxol|de/21 093
FGalaxolide/21.210
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Kromatogram §t. 4: [zomeri galaksolida.

Iz kromatogramov celestolida (St. 1) in tonalida (§t. 2) je razvidno, da imamo dCiste
spojine, medtem ko nam kromatogram galaksolida (St. 3) kaze, da je spojina zmes
izomerov. V vzorcu je prisoten tudi izopropilmiristat, ki ga proizvajalec doda kot topilo za
zmanjSanje viskoznosti Cistega galaksolida. Za nadaljnje primerjalne analize smo kot

referencno spojino uporabili celestolid.
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Za ugotavljanje u€inkovitosti ekstrakcije smo 1,00 mg celestolida raztopili v 1 L vode
in trikrat zapored ekstrahirali s 50 mL pentana. Nadalje smo vzorec pripravili za GC-MS

analizo tako, kot je opisano v podpoglavju 4.1.

Izracun ucinkovitosti ekstrakcije:

S(ekstrahiran celestolid) = 58436959
S(standard celestolid) = 60881083

EE = S(ec)/S(sc)*100 % = 58436959/60881083*100 % = 95,99 %

5.3 ANALIZA VZORCEYV VODE

Kromatogrami, ki smo jih dobili s plinsko analizo analizo osmih vzorcev vode:

(40000000
T

) WJ“ALMJ
0.0

T (N L B B B B B e A O R e B T
50 75 100 125 150 175 200 25 20 25 300 25

Kromatogram §t. 5: Vzorec 1 (Velike Malence).

Velike Malence je lokacija na sotoc¢ju reke Krke in Save. Predstavlja kon¢ni del reke,
v katerem bi pricakovali najvecjo obremenjenost vode s sinteznimi moSusi. [z
kromatograma §t. 5 je razvidna odsotnost sinteznih moSusov. Prisotni vrhovi predstavljajo
signale za vi§je alkane, prisotne kot neCistote v pentanu, ki so postale vidne zaradi

koncentriranja vzorca.
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Kromatogram §t. 6: Vzorec 2 (Kostanjevica).

Kostanjevica je bila naslednja lokacija vzorcenja. Je v blizni manjSega naselja z

malostevilno populacijo in brez industrije, zato tu nismo pri¢akovali porasta koncentracij

sinteznih mosusov. Da je to res, lahko vidimo iz kromatograma $t. 6, kjer imamo samo

signale za necistote, ki izvirajo iz pentana.
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Kromatogram §t. 7: Vzorec 3 (Dobrava pri Skocjanu).

Dobrava pri Skocjanu je e manjse naselje od Kostanjevice, zato tudi tu ne moremo

pri¢akovati poviSanih koncentracij sinteznih mosusov. To kaze kromatogram §t. 7.
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457TIC

Kromatogram §t. 8: Vzorec 4 (Mackovec).

Mackovec je lokacija na koncu Novega mesta za katero smo pri¢akovali najvisje
koncentracije sinteznih moSusov v vodi zaradi prisotnosti industrije in velikega Stevila
prebivalcev. S pomoc¢jo kromatograma §t. 8. lahko v nasprotju z naSimi pri¢akovanji

ugotovimo odsotnost sinteznih moSusov na tej lokaciji.

50

¥10,000,000)
C

Kromatogram §t. 9: Vzorec 5 (Srebrnice).

Srebrni¢e je naselje pred Novim mestom, ki smo ga izbrali, da bi lahko pokazali

razliko v koncentracijah sinteznih moSusov v vodi pred in za velikim industrijskim
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mestom. Tudi tukaj tega nismo mogli potrditi, ker kromatogram §t. 9 kaze na odsotnost

sinteznih moSusov.

(x40,000,000)
IC

Kromatogram §t. 10: Vzorec 6 (Soteska).

Soteska je lokacija na priblizni polovici toka reke Krke. Je prakti¢no neobljuden kraj,
zato tu nismo priCakovali pojavljanja sinteznih moSusov v vodi, kar potrjuje tudi

kromatogram §t. 10.

B ey e B . B B By By B B B B By
50 75 100 125 150 175 20 25 20 205 300 25

Kromatogram §t. 11: Vzorec 7 (Zuzemberk).
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Zuzemberk sodi v obmo&je zgornjega toka reke Krke, ki je redko poseljen in
popolnoma brez industrije, zato tu tezko pri¢akujemo prisotnost sinteznih mosusov v vodi.

Ta pri¢akovanja so se izkala za utemeljena, kar je razvidno iz kromatograma §t 11.

(140,000,000)
ic

Kromatogram §t. 12: Vzorec 8 (Izvir reke Krke).

Izvir reke navadno predstavlja njen najmanj onesnazen del, saj praviloma Se ni
izpostavljena povrSinskim dejavnikom. Reka Krka izvira v podrocju brez industrije, goste
poseljenosti in intenzivnega kmetijstva, zato lahko upravi¢eno pri¢akujemo, da ne tej
lokacije ne vsebuje sinteznih moSusov, kar potrjujejo rezultati analize vode s tega podrocja,

predstavljeni na kromatogramu $t. 12.
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Kromatogram $t. 13: Slepi vzorec (koncentrirani pentan).

Vseh osem kromatogramov vzorcev (§t. 12-15) in kromatogram slepega vzorca (St.
13), ki ga predstavlja koncentriran pentan, je zelo podobnih. Vrhovi, ki so prisotni na
kromatogramih predstavljajo necistote, ki jih zazanamo zaradi koncentriranja pentana in so
pravzaprav odziv topila. Po primerjavi z bazo podatkov masnih spektrov, smo ugotovili, da
so to manj hlapni alkani z dolzino verige do trideset ogljikovih atomov, ki so v sledovih
normalno prisotni v pentanu in pridejo do izraza zaradi koncentriranja vzorca. Da ti vrhovi
izvirajo iz topila, lepo vidimo na slepem vzorcu, kjer so bile izkljuene spojine iz vzorcev

vode.

S plinsko kromatografijo smo preverili Cistoto uporabljenih topil pred

koncentriranjem. Rezultate predstavljata kromatograma $t. 14 in 15.
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Kromatogram §t. 14: Pentan.
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Kromatogram §t. 15: Heptan.

Kromatograma topil, ki smo jih uporabili, kazeta na ustrezno ¢istoto, saj ni prisotnih

vrhov necistot v obmocju retencijskih ¢asov, v katerih se pojavljajo sintezni mosusi.

Iskanje po fragmentih na podlagi MS:
celestolid: 244, 229, 187, 173, 131
galaksolid: 258, 243, 213, 185, 171
tonalid: 258, 243, 201, 187, 159
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mosus keton: 295, 294, 279, 191, 174
mosus tibeten: 266, 251, 174, 160, 143
moSsus ambret: 268, 253, 223, 176, 160
mosus ksilen: 297, 282, 265, 160, 143
mosus mosken: 278, 263, 221, 216, 200
fantolid: 245, 244, 229, 213, 199
kasmeran: 206, 191, 173, 163, 149
trazeolid: 258, 215, 201, 185, 173
versalid: 258, 244, 243, 227, 214 m/z.

Na podlagi primerjave kromatogramov vzorcev vode ter kromatogramov standardov
smo sklepali o odsotnosti sinteznih moSusov v vzorcih v koncentraciji nad mejo detekcije.
Zaradi vecje zanesljivosti smo naredili Se iskanje po znacilnih fragmentih iz masnih
spektrov za vse pogosto uporabljane nitro in policiklicne moSuse. Nismo nasli nobenega

znacilnega fragmenta.
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6 RAZPRAVA

Vzorce vode za analizo smo dobili z vzor¢enjem na terenu. Tocke vzorfenja smo
enakomerno razporedili po celotnem toku reke Krke. Natan¢ne lokacije smo dolo¢ili
strateSko glede na to, kje smo pri¢akovali potencialno obremenitev vode s sinteznimi
mosusi. Praviloma so bile to lokacije za ve¢jimi naselji oziroma mesti. Vseh osem lokacij
je natan¢no oznacenih na zemljevidu v prilogi 1. Vzorc¢ili smo tako, da nismo
kontaminirali posameznih vzorcev. Posebej pozorni smo bili, da smo izbrali mesto, kje ni
bilo lebdecih delcev blata ali mulja, pred odvzemom smo steklenice tudi trikrat sprali z
vodo, zaprli, ustrezno oznacili in takoj naslednji dan pripravili vzorce za plinsko
kromatografijo.

Za analizo smo uporabili priproro¢eno metodo, opisano v literaturi (27), ki vkljucuje
plinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo. Metoda je primerna zaradi
visoke obcutljivosti in fizikalno-kemijskih lastnosti nasih analitov, ki so hlapne in
termostabilne spojine. Zal smo bili metodo prisiljeni nekoliko prilagoditi, ker nismo imeli
moznosti injiciranja vzorcev ve¢jih volumnov s programirano termi¢no desorpcijo. Zaradi
tega tudi nismo naredili ekstrakcije mosusov na trdno fazo. Posledica tega je bil vecji vpliv
necistot, prisotnih v uporabljenih topilih, s tem ve¢ji Sum in posledicno vi§ja meja
detekcije. Vzorce vode smo namre¢ ekstrahirali s pentanom, ki smo ga izbrali zaradi
njegove lahke hlapnost, saj omogoca hitro koncentriranje raztopine pri nizki temperaturi,
kar bistveno zmanj$a eksperimentalno napako zaradi zanemarljive izgube analita. Zal pa se
pri koncentriranju pentana povecuje koncentracija necistot, ki so Ze prisotne v topilu iz
procesa proizvodnje. To so ve¢inoma tezko hlapni visji alkani z dolZino verige do trideset
ogljikovih atomov. Da ti res izvirajo iz pentana, smo dokazali z analizo slepega vzorca, ki
smo ga pripravili s koncentriranjem pentana po enakem postopku kot smo koncentrirali
vzorce, pripravljene z ekstrakcijo vode.

Za injiciranje vzorcev smo izbrali »splitless« nafin. S tem smo povecali koli¢ino
vneSenega vzorca na kolono, ker so bile predvidene koncentracije analitov zelo nizke.
Uporabljen temperaturni gradient, ki se je koncal pri 300°C ni vplival na stabilnost
analitov.

Za dolocitev meje detekcije smo uporabili standard celestolid, ki je zelo pogosta
sestavina kozmeti¢nih izdelkov in detergentov, zato se velikokrat pojavlja kot
onesnazevalec povrsinskih voda. Mejo detekcije smo dolocili v skladu z mednarodnimi

smernicami in je bila 32,8 ng/L, izrazena kot koncentracija celestolida. Za to smo uporabili
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raztopino standarda celestolida. Mejo smo izracunali kot ekvivalent koncentracije
celestolida, ki je ustrezal vrednosti trikratnega odziva Suma. Pri teh izracunih smo
upostevali povrsine pod krivuljami. Ugotovljena meja detekcije je pricakovano visja glede
na dostopne podatke iz literature zaradi prej omenjenih razlogov. Pri podobni studiji, ki so
jo naredili v Berlinu, je bila meja detekcije 10 ng/L (6).

Ker smo metodo ekstrakcije modificirali, smo preverili tudi njeno u€inkovitost. Za to
smo ponovno uporabili standard celestolida. Simulirali smo vzorec re¢ne vode, tako da
smo v Cisti vodi raztopili 1,00 mg celestolida. To raztopino smo nato ekstrahirali s
pentanom na enak nacin kot vzoce vode s terena. Po ekstrakciji smo zdruzene pentanske
frakcije koncentrirali po enakem postopku kot za vzorce s terena, da smo dobili raztopine
analita, pripravljene za plinsko kromatografijo. Ugotovili smo, da je ucinkovitost
ekstrakcije ustrezna, bila je 95,99 %. Izracunali smo jo s primerjavo povrsin pod krivuljo
za celestolid iz ekstrahiranega vzorca in za celestolid standard. Visoka ucinkovitost
ekstrakcije potrjuje uspesSno ekstrakcijo in odsotnost procesov, ki bi vodili v poSkodbo
analita.

Primerjava kromatogramov vzorcev vode in kromatogramov referen¢nih raztopin
policikli¢nih mosusov kaze na odsotnost teh spojin v vzorcih vode v koncentraciji nad
ugotovljeno mejo detekcije. Identiteto vrhov smo ugotovili s primerjanjem masnih
spektrov s podatki iz spektralnih knjiznic. Zaradi vecje zanesljivosti smo naredili Se
pregled vseh kromatogramov z iskanjem znacilnih fragmentov iz masnih spektrov za vse
najbolj pogosto uporabljane nitro in policiklicne mosuse. To je bilo smiselno tudi zaradi
tega, ker nismo imeli standardov za vse iskane sintezne mosSuse. Pregled ni dal nobenega
pozitivnega signala za nabor iskanih znacilnih fragmentov iz masnih spektrov za katerokoli
iskano spojino, kar pomeni, da smo pravilno interpretirali kromatograme vzorcev vode
glede odsotnosti sinteznih mosusov, zato lahko z zagotovostjo trdimo, da sintezni mosusi v
reki Krki niso prisotni v koncentraciji visji od 32,8 ng/L, izrazeno kot koncentracija
celestolida.

Postavljenih delovnih hipotez ne moremo sprejeti:

e V reki Krki nismo dokazali prisotnosti sinteznih moSusov v koncentracijah nad

32,8 ng/L.

e Narascanja koncentracij sinteznih moSusov v reki Krki v smeri od izvira do soto¢ja

nismo potrdili.

e Za Novim mestom, kjer smo pri¢akovali najvi§je koncentracije sinteznih mosusov

v vodi, prisotnosti teh spojin nismo dokazali.
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Na osnovi rezultatov, pridobljenih v tej Studiji, lahko s primerjavo podatkov iz ostalih
evropskih drzav sklepamo, da reka Krka ni obremenjena s sinteznimi moSusi v takem

obsegu, da lahko govorimo o onesnazenosti.
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7 ZAKLJUCEK

Nasa raziskava je pokazala odsotnost sinteznh mosusov v reki Krki v koncentraciji,
vi§ji od 32,8 ng/L, ki predstavlja mejo detekcije, izrazeno kot koncentracija celestolida.
Meja detekcije je visja v primerjavi s podobno raziskavo izvedeno v Berlinu, kjer je bila 10
ng/L. Primerjava naSih, slovenskih rezultatov s literaturnimi podatki je vprasljiva, saj je
Berlin visoko razvito industrijsko mesto s Stirimi milijoni prebivalcev. Vsekakor pa bo
potrebno v prihodnosti optimizirati analizno metodo, med drugim tudi s spremenjeno
pripravo vzorca, s katero se bomo izognili uporabi velikih koli€in topil, koncentriranju in s
tem povecevanju signalov necistot. To nam bo omogocilo detekcijo in kar je Se bolj
pomembno, kvantifikacijo posameznih spojin.

Ne glede na to ali govorimo o naravnih ali sinteznih mosusih, so ti postali del nasega
vsakdanjega zivljenja. Najdemo jih v pralnih praskih, detergentih za gospodinjstvo,
kremah, toaletnih vodah, deodorantih, parfumih ter v Stevilnih drugih izdelkih za osebno
nego. Zaradi poceni sinteznih moSusov iz Kitajske z vprasljivo kakovostjo bodo tako v
Evropi kakor tudi v Sloveniji postali eden od vecjih onesnazevalcev okolja, zato bo v

naslednjih letih zelo pomembno spremljanje njihovega pojavljanja v okolju.
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PRILOGE

Priloga 1: Zemljevid reke Krke z ozna¢enimi mesti vzorcenja.
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Priloga 2: Fotografije lokacij odvzema vzorcev.
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DOBRAVA PRI SKOCJANU (3)
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NOVO MESTO - MACKOVEC (4)
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SREBRNICE (5)
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