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Sazetak

RAZVOJ | PRIMENA METODE ANALIZE ODABRANIH STEROLA | STEROIDNIH
HORMONA U PRIRODNIM I OTPADNIM VODAMA TECNOM HROMATOGRAFIJOM SA
TANDEM MASENOM SPEKTROMETRIJOM

Sazetak

Prisustvo steroidnih jedinjenja u prirodnim i otpadnim vodama i njihov Stetan uticaj na vodeni
ckosistem su prepoznati u naucnoj zajednici nekoliko decenija. Istrazivanje ekotoksi¢nosti ovih
emergentnih zagaduju¢ih materija pokazalo je da njihovi tragovi u vodenoj sredini mogu izazvati
razli¢ite Stetne efekte po vodene organizme. Steroli i steroidni hormoni su opseZno istrazeni u
razli¢itim matricama zivotne sredine, te je dokazano da neki od njih ¢ine prirodne konstituente
ispitivanih matrica, ali u zivotnu sredinu u velikim koli¢inama dospevaju iz netretiranih otpadnih
voda iz domadinstava, industrije i poljoprivrede. Metode procene zagadenja zivotne sredine
komunalnim otpadnim vodama pri rutinskom monitoringu podrazumevaju upotrebu bakterijskih
indikatora, medutim, ovi tradicionalni fekalni markeri mogu biti nepouzdani i mogu potceniti
zdravstveni rizik, ¢ak i kada ispunjavaju regulatorne standarde. Hemijski markeri, poput sterola,
Siroko se koriste za pracenje fekalne kontaminacije zivotne sredine, podrzavajuci i dopunjujuéi
konvencionalne indikatore zagadenja. Pored koncentracije koprostanola, upotrebom odnosa sterola
moguce je odrediti nivo fekalne kontaminacije i razlikovati zagadenje poreklom od ¢oveka od
biogenog unosa poreklom od visih biljaka ili zivotinja.

U ovom radu opisan je razvoj i optimizacija analiticke metode za istovremenu ekstrakciju,
odredivanje i pouzdanu potvrdu dvadeset steroida razli¢itih klasa (humani/zivotinjski 1 biljni steroli,
prirodni i sintetski steroidni hormoni) u re¢nim i otpadnim vodama, kao i u suspendovanom materijalu
vodenih uzoraka. Uzorci vode su pripremljeni ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, a suspendovani materijal
ultrazvucénoj ekstrakcijom. Dobijeni ekstrakti su analizirani metodom te¢ne hromatografije sa tandem
masenom spektrometrijom, uz koris¢enje linearnog jonskog trapa kao masenog analizatora.
Razvijena je instrumentalna metoda za potpuno hromatografsko razdvajanje svih analita, a posebno
onih sa identi¢nim reakcijama fragmentacije, zasnovana na upotrebi C8 kolone i acetonitrila kao
organskog rastvaraca u mobilnoj fazi. Optimizovana metoda je obezbedila visoke prinose analita sa
relativnim standardnim devijacijama generalno manjim od 20%. Postignute su niske granice detekcije
I kvantifikacije. Metoda je pokazala dobru linearnost u opsegu ispitivanih koncentracija.

Rasprostranjenost steroidnih jedinjenja u Zzivotnoj sredini i nivo fekalnog zagadenja
procenjeni su u oblasti usc¢a reka Dunava i Save u Beogradu, u kome se sirova komunalna otpadna
voda ispusta u vodotokove bez tretmana. Posebna paznja je posvecena raspodeli steroida izmedu
rastvorne i suspendovane faze uzoraka re¢nih i otpadnih voda, S obzirom na afinitet sterola da se
vezuju za suspendovane Cestice. Takode je procenjena efikasnost uklanjanja steroidnih jedinjenja u
dva postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda u Srbiji. Humani/Zivotinjski steroli koprostanol 1
holesterol, kao i fitosterol B-sitosterol bili su dominantna jedinjenja u svim uzorcima vode.
Zastupljenost sterola i raspodela izmedu faza u re¢noj vodi bili su drugaciji od onih u sirovoj otpadnoj
vodi, §to ukazuje na izrazeniji biogeni unos poreklom od visih biljaka, kao i veci uticaj otpadnih voda
na sastav suspendovane faze. Utvrdena je izraZzena kontaminacija istrazivanog podrucja, pri ¢emu je
Dunav vise zagaden ispusStanjem netretiranih otpadnih voda od Save zbog razliitih hidrodinamickih
uslova koji dovode do znacajno visih nivoa sterola u suspendovanim cesticama. Takode je pokazano
da se svi detektovani humani/zivotinjski steroli i fitosteroli dominantno vezuju za Ccestice
suspendovanog materijala uzoraka re¢ne i otpadne vode, u poredenju sa rastvornom fazom.
Naglasena je potreba da se U pracenju zagadenja zivotne sredine Steroidnim jedinjenjima uzmu u
obzir i analiziraju i rastvorna i suspendovana faza kako bi se dobila realna slika o kontaminaciji
steroidima i njihovoj sudbini u vodenoj sredini. Konacno, utvrdena je visoka stopa uklanjanja sterola
u postojenjima za tretman otpadnih voda (>98% za koprostanol i holesterol), kao i da je od
izraCunatih odnosa sterola samo koprostanol/(koprostanol + holestanol) dovoljno osetljiv da na njega
utice poboljsanje kvaliteta preciséene otpadne vode.
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Abstract

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF THE METHOD OF ANALYSIS OF SELECTED
STEROLS AND STEROID HORMONES IN NATURAL AND WASTEWATERS BY LIQUID
CHROMATOGRAPHY WITH TANDEM MASS SPECTROMETRY

Abstract

The presence of steroid compounds in natural waters and wastewater and their harmful effects
on the aquatic ecosystem have been recognized by the scientific community for several decades.
Ecotoxicity research of these emerging contaminants has shown that trace amounts in the aquatic
environment can cause various adverse effects on aquatic organisms. Sterols and steroid hormones
have been extensively investigated in various environmental matrices, and it has been shown that
some of them are natural constituents of the investigated matrices, but they enter the environment in
large quantities via untreated wastewater from households, industry and agriculture. Methods for
assessing environmental pollution with municipal wastewater in routine monitoring involve the use
of bacterial indicators, however, these traditional fecal markers can be unreliable and may
underestimate the health risk, even when they meet regulatory standards. Chemical markers, such as
sterols, are widely used to monitor fecal contamination of the environment, supporting and
complementing conventional pollution indicators. In addition to the concentration of coprostanol, by
using the sterol ratios it is possible to determine the level of fecal contamination and to distinguish
between anthropogenic pollution and biogenic input from higher plants or animals.

This paper describes the development and optimization of an analytical method for the
simultaneous extraction, determination and reliable confirmation of twenty steroids of different
classes (human/animal and plant sterols, natural and synthetic steroid hormones) in river water and
wastewater, as well as in suspended material of water samples. Water samples were prepared by solid-
phase extraction, and suspended material by ultrasonic extraction. The obtained extracts were
analyzed by liquid chromatography with tandem mass spectrometry, using a linear ion trap as a mass
analyzer. An instrumental method was developed for the complete chromatographic separation of all
analytes, especially those with identical fragmentation reactions, based on the use of a C8 column
and acetonitrile as an organic solvent in the mobile phase. The optimized method provided high
analyte recoveries with relative standard deviations generally lower than 20%. Low limits of detection
and quantification were achieved. The method showed good linearity in the range of tested
concentrations.

The distribution of steroid compounds in the environment and the level of fecal pollution were
assessed in the confluence area of the Danube and the Sava rivers in Belgrade, where raw municipal
wastewater is discharged into waterways without treatment. Special attention was paid to the
distribution of steroids between the dissolved and suspended phases of river and wastewater samples,
considering the affinity of sterols to bind to suspended particles. The efficiency of steroid removal in
two wastewater treatment plants in Serbia was also evaluated. The human/animal sterols coprostanol
and cholesterol as well as the phytosterol B-sitosterol were the dominant compounds in all water
samples. The pattern of sterols and the distribution between phases in river water were different from
those in raw wastewater, which indicates a more pronounced biogenic input originating from higher
plants, as well as a greater influence of wastewater on the composition of the suspended phase.
Extensive contamination of the investigated area was determined, whereby the Danube is more
polluted by the discharge of untreated wastewater than the Sava due to different hydrodynamic
conditions that lead to significantly higher levels of sterols in suspended particles. It was also shown
that all detected human/animal sterols and phytosterols bind dominantly to suspended particles of
river and wastewater samples, compared to the dissolved phase. The need to consider and analyze
both the dissolved and suspended phases in the monitoring of environmental pollution with steroid
compounds was emphasized in order to obtain a realistic picture of steroid contamination and their
fate in the aquatic environment. Finally, a high removal rate of sterols in wastewater treatment was
determined (> 98% for coprostanol and cholesterol), as well as that of the calculated sterol ratios,



Abstract

only coprostanol/(coprostanol + cholestanol) is sensitive enough to be affected by the improvement
of the quality of treated wastewater.

Keywords: steroid compounds, sterols, steroid hormones, river water, wastewater, wastewater
treatment plants, suspended material, liquid chromatography-tandem mass spectrometry, sterol ratios,
fecal contamination.

Scientific field: Chemical sciences

Scientific subfield: Analytical Chemistry and Environmental Chemistry
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Uvod

1. UvOD

Savremen nacin zivota podrazumeva upotrebu proizvoda nastalih sintezom novih hemijskih
supstanci i razvojem novih tehnologija. Svakodnevnhom upotrebom ovih proizvoda veliki deo
supstanci putem otpadnih voda dospeva u prirodne vodotokove. Prac¢enje sudbine aktivnih supstanci,
njihovih metabolita i transformacionih proizvoda u zivotnoj sredini, kao i odredivanje toksi¢nosti
prema zivom svetu, jedan je od najvecih izazova naucnika koji se bave zastitom zivotne sredine.
Unapredivanjem postoje¢ih i razvojem novih analitickih metoda za detektovanje zagadujucih
supstanci u kompleksnim matricama omoguceno je pracenje jedinjenja prisutnih u izuzetno niskim
koncentracijama, reda veli¢ine ng L. Mnoge od ovih supstanci ranije nije bilo moguée detektovati
zbog nedovoljno osetljivih analitickih metoda koje su bile na raspolaganju. Nazvane su emergentnim
zagadujuc¢im supstancama (eng. emerging pollutants), a zbog ograni¢enih podataka o njihovoj sudbini
u zivotnoj sredini i ekotoksi¢nom uticaju, nisu uklju¢ene u redovne monitoring programe.

Steroidna jedinjenja, steroli i steroidni hormoni, su emergentne zagadujuce supstance koje
imaju kako prirodno, tako i sintetsko poreklo. Najvazniji put dospevanja ovih supstanci u prirodni
ekosistem je putem ispustanja otpadnih voda, komunalnih i sa farmi Zivotinja, ali i spiranjem
poljoprivrednog zemljista, deponija ¢vrstog otpada i dr. lako se steroidna jedinjenja mogu delimic¢no
ukloniti tretmanom otpadnih voda u postrojenjima za pre¢iS¢avanje, U Republici Srbiji ova
postrojenja su malobrojna i ¢esto funkcioni$u sa smanjenom efikasnoscu. Pre¢is¢ene otpadne vode i
aktivni mulj iz postrojenja nekad se koriste za navodnjavanje i dubrenje poljoprivrednog zemljista,
§to je jo$ jedan nacin dospevanja ovih jedinjenja u prirodnu sredinu.

Postoji opravdana sumnja da steroli i steroidni hormoni prisutni u zivotnoj sredini
predstavljaju rizik po zivi svet u vodi. Najces¢i nezeljeni efekti su akutna i hroni¢na toksi¢nost prema
vodenim organizmima, gubitak staniSta i biodiverziteta, ali i uticaj na reproduktivne, endokrine i
metaboli¢ke poremecaje kod vodenih zivotinja.

Humani/Zivotinjski steroli proizvode se u digestivnom traktu ljudi i Zivotinja, a javljaju se u
vidu metabolickog fekalnog otpada. Koriste se kao indikatori fekalne kontaminacije u prirodnoj
sredini i kao alternativa mikrobioloskim pokazateljima fekalnog zagadenja. DanaSnje Siroko
primenjive mikrobioloske metode za procenu kvaliteta vode (koliformne i Enterococcus bakterije) ne
ispunjavaju u potpunosti zahteve potrebne za efikasno i pouzdano bavljenje ovim problemom. U
svetu su i hemijski markeri humanog zagadenja nasli svoju primenu, kao dopuna tradicionalnim
indikatorima. Pored sterola, Cesto se kao hemijski markeri zagadenja koriste vestacki zasladivaci,
kofein, farmaceutski proizvodi i proizvodi za li¢nu negu. Odredivanjem koncentracija sterola u
vodenom ekosistemu i njihovih odnosa, moguce je dokazati da li postoji humano zagadenje, a odnosi
sterola mogu i razlikovati poreklo zagadenja.

Pregled studija o pracenju fekalnog zagadenja prirodnih voda koris¢enjem steroidnih
jedinjenja pokazuje da veéina detaljno istrazuje rastvornu fazu uzoraka vode, dok samo nekolicina
razmatra i suspendovanu fazu (Wang et al., 2010; Andrési et al., 2013; Zali et al., 2021).
Suspendovana materija je sastavni deo uzorka vode, a analiza zagadujucih supstanci vezanih za
suspendovane Cestice doprinosi sveobuhvatnoj proceni kvaliteta vode. PoSto mnogi steroidi
ispoljavaju hidrofobna svojstva 1 imaju tendenciju da se lako vezuju za suspendovane cestice,
ispitivanje i rastvorne i suspendovane faze je od sustinskog znacaja za potpuni pregled obima
fekalnog zagadenja vode. Analiza suspendovane faze pruza informacije o nedavnom unosu
zagaduju¢ih materija, dok analiza sedimenata pruza informacije 0 hroni¢noj kontaminaciji i moze
ukazati na zarista i mesta kona¢nog talozenja otpadnih Cestica (Cabral i Martins, 2018).

Steroli i1 prirodni i sintetski steroidni hormoni spadaju u grupu steroidnih jedinjenja i imaju
iste puteve dospevanja u zivotnu sredinu. Otuda je i nastala potreba da budu simultano analizirani,
kako u rastvornoj fazi uzoraka vode, tako i u suspendovanoj. Malobrojni su radovi koji se bave
monitoringom ovih supstanci istovremeno, a vecina kao tehniku odredivanja koristi gasnu
hromatografiju u sprezi sa masenom spektrometrijom. Uzimajuéi u obzir to da su ova jedinjenja
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uglavnom termicki labilna i tesko isparljiva, postupkom derivatizacije se prevode u oblik pogodan za
ovaj tip analize. Taj dodatni korak u pripremi uzoraka poskupljuje i produzava analizu, te je razumna
potreba za tehnikom koja ¢e biti jednostavna, efikasna i ekonomi¢na. Takva tehnika je te¢na
hromatografija u sprezi sa masenom spektrometrijom koja predstavlja dobar izbor za odredivanje
sterola i steroidnih hormona u vodenoj matrici, tj. uzorcima prirodnih voda, kao i otpadnih voda
kompleksne matrice.

Ova doktorska disertacija se bavi razvojem, optimizacijom i primenom multirezidualne
metode za detekciju dvadeset steroidnih jedinjenja u razli¢itim matricama vodenog ekosistema.
Humani/zivotinjski i biljni steroli i steroidni hormoni odabrani za analizu su odredeni metodom te¢ne
hromatografije u sprezi sa masenom spektrometrijom. Koncentracije ovih jedinjenja su odredivane u
povrsinskoj vodi, komunalnoj otpadnoj vodi i otpadnoj vodi na ulazu i izlazu iz postrojenja za
preciS¢avanje, i U rastvornoj i u suspendovanoj fazi uzoraka. Razvijene su i optimizovane metode za
pripremu uzoraka, kao i instrumentalna metoda te¢ne hromatografije u sprezi sa tandem masenom
spektrometrijom. Najve¢i izazov predstavljalo je razlikovanje i hromatografsko razdvajanje
izomernih supstanci sa identi¢nim molarnim masama i reakcijama identifikacije i potvrde prisustva.
Nakon validacije, metoda je primenjena na velikom broju uzoraka i dobijeni su podaci o prisustvu
ovih jedinjenja u vodenoj sredini u nasoj zemlji, posebno reka Dunava i Save na Sirem podrucju
Beograda, kao najveceg grada u kome ne postoji postrojenje za prec¢is¢avanje komunalnih otpadnih
voda. Posebna paznja je posvecena uticaju direktnog izlivanja kanala otpadnih voda na sadrzaj
steroida u re¢noj vodi, kao i daljoj raspodeli steroidnih jedinjenja izmedu rastvorne i suspendovane
faze uzoraka vode. Preracunati su i odnosi sterola za sve ispitivane uzorke i matrice u cilju
identifikacije fekalnog zagadenja, a odabrani su i oni koji su dovoljno osetljivi da se mogu primeniti
kao indikatori poboljsanja kvaliteta pre¢isé¢enih voda.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Steroidna jedinjenja - osnovni pojmovi i podela

Steroidna jedinjenja predstavljaju grupu bioloski aktivnih organskih supstanci sa specifi¢cnom
molekulskom strukturom. Za ova jedinjenja karakteristi¢na je struktura koju ¢ine Cetiri cikloalkanska
prstena - tri cikloheksanska i jedan ciklopentanski prsten (slika 2.1a). Numeracija ugljenikovih atoma
vrsi se na nacin prikazan naslici 2.1b. Razlic¢ite funkcionalne grupe se vezuju na karakteristicna mesta
u strukturi, poput metil grupa koje se naj¢esc¢e nalaze na C-10 i C-13 atomima, kao i alkilnog bo¢nog
lanca na C-17 atomu, Sto povecava broj i raznolikost steroidnih jedinjenja i njihovih bioloskih
funkcija (Moss, 1989).

oD
OO

Slika 2.1. Karakteristi¢na struktura steroida sa oznakama prstena (a) i numeracija ugljenikovih
atoma u strukturi na primeru holestana (b)

Steroidi kod kojih se na C-3 atomu nalazi hidroksilna grupa i koji imaju veci deo strukture
holestana nazivaju se steroli (holesterol, slika 2.2). Predstavljaju podgrupu steroidnih jedinjenja koja
se prirodno nalazi u vec¢ini eukariotskih organizama, kao $to su Zivotinje, biljke i gljive, a mogu da ih
proizvedu i neke bakterije (Whei et al., 2016). Steroli biljnog porekla zovu se biljni ili fitosteroli (eng.
phytosterols), zivotinjskog porekla zoosteroli (eng. zoosterols ili animal sterols), a steroli koji nastaju
kao produkti humanog metabolizma nazivamo humanim sterolima.

HO
Slika 2.2. Hemijska struktura holesterola

Humani steroli najc¢es¢e su prepoznati po najviSe istrazivanom sterolu - koprostanolu. Kao
najzastupljeniji sterol humanog fekalnog otpada, jedan je od glavnih indikatora humanog zagadenja
(Murtaugh i Bunch, 1967). Koprostanol ¢ini oko 60% ukupnih sterola u humanom metabolic¢kom
otpadu (Leeming et al., 1996), a dnevno ljudski organizam izlu¢i izmedu 200 i 700 mg ovog sterola
¢ine¢i ga dominantnom organskom supstancom u komunalnim otpadnim vodama (Daughton, 2012).
Kada se u uzorcima iz zivotne sredine detektuje 5-6% koprostanola u odnosu na ukupne sterole,
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Smatra se da je zagadenje humanog porekla (Devane et al., 2006). Pored koprostanola, u grupu
humanih sterola spadaju: epikoprostanol, epiholestanol, holestanon, holestanol i drugi. S obzirom na
to da se navedeni steroli nalaze i u zivotinjskom otpadu, u razli¢itoj koli¢ini u odnosu na humani
fekalni materijal, najcesce se razmatraju kao humani/zivotinjski steroli.

Biomedicinski znacaj holesterola, kao najvaznijeg humanog/zivotinjskog sterola, je taj §to
predstavlja osnovni sterol u ljudskom organizmu. Glavni je konstituent ¢elijske membrane i ima
funkciju prekursora polnih hormona, kortikalnih hormona, vitamina D i zu¢ne kiseline. Holesterol se
u organizmu biosintetise iz acetil koenzima A, kao i masne kiseline. U svakodnevnoj ishrani, nalazi
se u namirnicama zivotinjskog porekla, poput zumanca jajeta, mesa, iznutrica, itd. Holesterol
poseduje jedinstveno amfifilno svojstvo, ponasa se i hidrofilno i lipofilno zbog svoje karakteristi¢ne
strukture sa nepolarnim i polarnim delovima. Amfifilnost mu omogucuje da ima strukturnu ulogu u
¢elijskoj membrani, ali i u spoljasnjem sloju lipoproteina. Najpoznatiji derivat holesterola je 7-
dehidroholesterol. Kada se ljudska koza izlozi sunéevim zracima, do 65% 7-dehidroholesterola se
konvertuje u previtamin Ds, koji se skladisti u epidermalnom sloju koze, a zatim transformise u
holekalciferol (vitamin D3z) (MacLaughlin et al., 1982). Vitamin D i njegovi sterolni prekursori se
formiraju i u biljkama (Japelt et al., 2011).

Biljni steroli nastaju u biljkama i predstavljaju strukturne analoge holesterolu, sa istim
funkcijama u biljkama kao $to holesterol ima u zivotinjskom organizmu, a najvaznija je regulacija
fluidnosti ¢elijske membrane (Brufau et al., 2008). Biljni steroli i holesterol imaju vaznu ulogu u
adaptaciji biljaka na stres izazvan promenama u zivotnoj sredini (Kuiper, 2006). lako su strukturno
veoma sli¢ni holesterolu (steroidno jezgro i hidroksilna grupa na C-3 atomu), biljni steroli se razlikuju
po stepenu zasi¢enosti hemijskih veza i konfiguracije sporednog lanca na C-24 atomu. Postoji vise
od 250 razli¢itih biljnih sterola, od kojih su tri najzastupljenija: B-sitosterol, kampesterol i
stigmasterol. Biljni steroli se mogu naci u hrani biljnog porekla, kao $to su: voce, povrce, orasasti
proizvodi, semenke, mahunarke i Zzitarice (Clifton, 2002; Lu et al., 2007). Najvecu koncentraciju
biljnih sterola imaju biljna ulja, kao npr. kukuruzno ulje (800-1500 mg/100 g), palmino ulje
(70-100 mg/100 g) (Piironen et al., 2000; Phillips et al., 2005), maslinovo ulje (Martinez-Vidal et
al., 2007) i ulje od repice (887 mg/100 g, Schwartz et al., 2008). Zbog izuzetnog
hipoholesterolemijskog delovanja pogodni su kao dodaci u ishrani, a njihovom upotrebom se
znacajno smanjuju rizici od kardiovaskularnih oboljenja (Marangoni i Poli, 2010). Takode, in vitro
testovi pokazali su protivupalni, antibakterijski, antigljiviéni, antiulcerativni i antitumorni kapacitet
ekstrakata makroalgi bogatih fitosterolima (Lopes et al., 2013), a odredeni biljni lekovi imaju snazno
diuretsko i antibakterijsko delovanje (Zhao et al., 2009).

Pored sterola, steroidnim jedinjenjima pripadaju i steroidni hormoni. Prema strukturnim
karakteristikama steroidni hormoni kod ki¢menjaka se mogu podeliti u pet grupa (Liu et al., 2009):
androgeni, estrogeni, progestogeni (ili gestageni), glukokortikoidi i mineralkortikoidi. Androgeni
hormoni se prirodno sintetiSu u nadbubreznim Zlezdama, testisima i jajnicima, a najées¢e se pominju
kao muski polni hormoni. ZaduZeni su za razvoj muskih polnih karakteristika, iako ih u malim
koli¢inama ima i u zenskom organizmu. Vestacki (sintetski) analozi ovih jedinjenja se koriste u
veterinarskoj i humanoj medicini. Od prirodnih androgenih hormona najpoznatiji su testosteron,
androsteron i dihidrotestosteron, a od sintetskih metiltestosteron (Liu et al., 2009). Estrogeni hormoni
su kljucni za razvoj Zenskog reproduktivnog sistema i regulaciju Zenskih polnih obeleZja. Tipi¢no se
nazivaju zenskim polnim hormonima, iako su prisutni i u muskom organizmu. Najpoznatiji prirodni
estrogeni su estron (E1), 17B-estradiol (E2) i estriol (E3), a sintetski - 17a-etinilestradiol (EE2) (Liu
et al., 2009). Estrogeni (poput EE2) i progestogeni (kao Sto je levonorgestrel) se naj¢esée koriste u
medicinske svrhe, npr. za kontracepciju, leCenje raka prostate i dojke, kao i leGenje neplodnosti
(Matgjicek i Kuban, 2007). Promoteri rasta na bazi 17a-estradiola i njegovih metabolita veoma se
koriste u stocarstvu, a njihova ekoloska sudbina pokazuje veliki potencijal za endokrine poremecaje
kod Zivotinja u vodenom ekosistemu (Blackwell et al., 2014). Takode, imaju negativan uticaj na
plodnost i prezivljavanje slatkovodnih vrsta riba (Robinson et al., 2017). Progestogeni hormoni su
zaduzeni za odrzavanje menstrualnog ciklusa Zena i za odrzavanje trudnoce. Progesteron je prirodni
hormon, dok su najpoznatiji sintetski predstavnici levonorgestrel i noretindron (Liu et al., 2011b).
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Glukokortikoidi i mineralkortikoidi se naj¢es¢e pominju kao grupa jedinjenja - kortikosteroidi.
Glukokortikoidi nastaju u nadbubreznoj zlezdi i imaju ulogu u kontroli metabolizma glukoze. Predsta
vljaju deo mehanizma koji daje povratne informacije imunom sistemu, $to dovodi do smanjenja
imunskog odgovora, kao $to su upalni procesi. U medicini se koriste za leGenje bolesti uzrokovanih
preaktivnim imunoloskim sistemom, poput alergije, astme, autoimunih bolesti i dr. Kortizol i kortizon
su prirodni glukokortikoidi, a najpoznatiji sintetski su prednizon, deksametazon, beklometazon i
triamcinolon (Schoech et al., 2009; Kugathas i Sumpter, 2011). Mineralkortikoidi prirodno nastaju u
kori nadbubrezne zlezde, a najpoznatiji predstavnik je aldosteron. Njihova najvaznija funkcija je
regulacija balansa soli i vode u organizmu. Sintetski predstavnici su spironolakton i fludrokortizon
(Runnalls et al., 2010). U novije vreme, posebno su postali interesantni anabolicko-androgeni
steroidi, kao najcesce farmakoloske supstance detektovane u doping kontroli sportista. Ove supstance
profesionalni sportisti upotrebljaju kako bi poboljsali performanse, iako je njihova upotreba veoma
rizicna (Becue et al., 2010).

2.2. Putevi dospevanja steroidnih jedinjenja u Zivotnu sredinu

Steroidna jedinjenja dospevaju u Zivotnu sredinu kao posledica antropogenog uticaja, ali i
prirodnim putem iz biljnog sveta i metabolickog otpada divljih Zivotinja. Medutim, na zivotnu
sredinu, njenu obnovljivost i samoodrzivost, najveéi uticaj ima ¢ovek. Urbanizacija, industrijalizacija
i poljoprivreda najvaznije su tekovine modernog coveka, iako se njihovi negativni uticaji na prirodne
resurse Cesto ne stavljaju u fokus istraZivanja. Najvazniji putevi dospevanja steroidnih jedinjenja u
zivotnu sredinu i prirodne vodotokove predstavljeni su na slici 2.3.

Covek | | Zivotine | | Bilke |
Komunalne Upotreba Prirodni izvori
otpadne vode veterinarskih biljnog
- lekova materijala
Komunalni
¢vrsti otpad sa Upotreba Fabrike za
deponija hormonskih preradu drveta
promotera rasta Lanac ishrane
Upotreba U uzgoju na Proizvodnja soveka i
humanih lekova farmama celuloze i papira et
Otpadne vode iz Prirodni t
bolnica produkti | Pijaéa voda
ekskrecije -
| Stajsko dubrivo Voda za
navodnjavanje
v v (poljoprivreda i
x Postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda sto¢arstvo)

h 4

Povr3inske i podzemne vode

Slika 2.3. Putevi dospevanja steroidnih jedinjenja u prirodu i lanac ishrane
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Najzastupljeniji put dospevanja steroida u prirodu je kontinualno ispustanje komunalnih
otpadnih voda, sa ili bez pre¢iS¢avanja, u recne tokove. U Republici Srbiji postoji svega 42
postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda, od kojih manji broj radi po projektnim kriterijumima,
dok vecina radi sa efikasno$¢u daleko ispod projektovane (Agencija za zastitu Zivotne sredine, 2019).
Domacinstva koja su povezana na gradsku kanalizaciju ¢ine dve trecine od ukupnog broja
domacinstava, dok preostala poseduju septicke jame ili direktno ispustaju otpadne vode u manje
vodotokove. Samo 18% komunalnih otpadnih voda se tretira pre otpustanja, a najcesci tip tretmana
je sekundarni (66%), zatim tercijerni (27%) i kona¢no primarni tretman (7%) (Republi¢ki zavod za
statistiku, 2020, 2021). Beograd kao glavni i najveci grad u Republici Srbiji nema postrojenje za
tretman otpadnih voda. Ovaj put dospevanja mnogih zagaduju¢ih materija u Zivotnu sredinu je
poguban po vodeni ekosistem i nedvosmisleno umanjuje prirodni kapacitet samoodrzivosti zivotne
sredine.

Komunalne otpadne vode su izvor zagadenja humanim/zivotinjskim sterolima, produktima
metabolizma Coveka i zivotinja, a najzastupljeniji u prirodi su holesterol i koprostanol. Visoke
koncentracije ova dva sterola detektovane su u povriinskim vodama (Skrbi¢ et al., 2018), efluentima
iz PPOV (Furtula et al., 2012; Andrési et al., 2013; Reichwaldt et al., 2017) i procednim vodama
deponija ¢vrstog otpada (Zhang et al., 2008; Masoner et al., 2016).

Iako su biljni steroli prirodno prisutni u zivotnoj sredini, vece koncentracije u vodotokovima
se povezuju sa svakodnevnom ishranom coveka i zivotinja (biljna ulja, zitarice, voée i povrée)
(Phillips et al., 2005) i upotrebom suplemenata prilikom le¢enja kardiovaskularnih oboljenja (Clifton,
2002). Otpadne vode iz procesa prerade drveta i proizvodnje celuloze i papira takode se smatraju
znacajnim putem dospevanja fitosterola u okolinu (Mahmood-Khan i Hall, 2003), a u najvecoj
koncentraciji se naj¢esce nalazi B-sitosterol (Orrego et al., 2010).

Istim putem kao i steroli, u Zivotnu sredinu dospevaju i steroidni hormoni, koji imaju veliku
primenu u humanoj medicini, ali se i prirodno izlu¢uju iz ljudskog organizma (Shore i Shemesh,
2003; Limpiyakorn et al., 2011). Steroidni hormoni se Kkoriste i u veterinarskoj medicini, pa su
otpadne vode sa farmi, iz mlekara, kao i iz uzgajalista ribe, specificne po nalaZenju estrogena 17a-
estradiola i estrona, kao i androgenih hormona testosterona i androstenediona (Kolodziej et al., 2004).

U nekim zemljama postoji praksa da se pre¢is¢ene otpadne vode iz postrojenja koriste za
navodnjavanje poljoprivrednog zemljista, a zaostali aktivni mulj kao dubrivo (Yang et al., 2012;
Gottschall et al., 2013; Gray et al., 2017). Dodatno, kori$¢enjem stajskog dubriva (Jardé et al., 2007;
Tyagi et al., 2009), steroli i steroidni hormoni mogu dospeti u prirodno okruzenje, a spiranjem
poljoprivrednog zemljista i u povrsinske i podzemne vode, i konacno - lanac ishrane (Fennell et al.,
2021).

2.3. Transformacije steroidnih jedinjenja i postojanost u Zivotnoj sredini

Steroidna jedinjenja se metabolisu u jetri Coveka i zivotinja, a transformacioni produkti se
izlucuju kao metaboliti, konjugati, ali i kao nepromenjeni molekuli (Evgenidou et al., 2015). lako su
za 7ivi svet u prirodi najveci problem nepromenjeni, aktivni oblici steroida, njihovi metaboliti 1 drugi
transformacioni proizvodi mogu potencijalno predstavljati jos vecu opasnost (Ojoghoro et al., 2021).

Pod uticajem mikrobioloske flore gastrointestinalnog trakta odigravaju se razlicite
biotransformacije sterola. Najvazniji i najzastupljeniji sterol u metabolickom otpadu je koprostanol,
glavni produkt biotransformacije holesterola. Direktno formiranje koprostanola se odigrava
redukcijom dvostruke veze holesterola (transformacija 1, slika 2.4). Mogucéa je i oksidacija
holesterola do holesterona, koji izomerizuje u holestenon i dalje se redukuje do koprostanona i
koprostanola (transformacija 2; Bjorkhem et al., 1973). Koprostanol se u manjoj meri konvertuje u
epikoprostanol (transformacija 3). Jos§ jedan nacin redukcije holestenona je konverzija u holestanol
(transformacija 4; Wong, 2014). Koprostenol je identifikovan kao izomer holesterola koji se
redukcijom transformise u koprostanol (transformacija 5; Mott et al., 1980).
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Slika 2.4. Putevi transformacije holesterola u koprostanol u gastrointestinalnom traktu

U gastrointestinalnom traktu transformisu se i fitosteroli, u biljne stenone i stanone, i kona¢no
stanole. Tako se B-sitosterol i kampesterol biotransformisu u etil- i metilkoprostanon, a zatim i etil- i
metilkoprostanol (slika 2.5; Wong, 2014).
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Sitostenon Redukeija Etilkoprostanon Redukcija Etilkoprostanol

Eubacterium sp. ) Eubacterium sp. .
Kampestenon Metilkoprostanon Metilkoprostanol

KAMPESTEROL

HO

Slika 2.5. Putevi transformacije -sitosterola i kampesterola u gastrointestinalnom traktu

Nakon dospevanja u zivotnu sredinu, steroidna jedinjenja, kao i veéina emergentnih
zagaduju¢ih materija, podleZu procesima transformacije pod razli¢itim uticajima, kao S$to su
temperatura, ultraljubicasto zracenje (fotodegradacija), prisustvo mikroorganizama (biodegradacija),
prisustvo/odsustvo kiseonika (oksidacija/redukcija) i mnogi drugi (Farré et al., 2008; Yu et al., 2019).
U vodenoj sredini, koprostanol se brze razgraduje od npr. naftnih ugljovodonika, polihlorovanih
bifenila i policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika, ali je veoma postojan kada se inkorporira u
sedimente, u anoksi¢nim uslovima (Bartlett et al., 1987). Fitosteroli, B-sitosterol i kampesterol,
intenzivno se mikrobioloski degraduju u suspendovanom materijalu povrsinskih voda (Rontani et al.,
2014). Moguce su i razliCite acrobne i anaerobne mikrobioloske degradacije steroidnih estrogena i
androgena u prirodi (Zhang et al., 2016). Prirodni estrogeni E1, E2 i E3, kao i sintetski estrogen EE2,
su medusobno povezani metaboli¢kim putevima, pa mikroorganizmi mogu da konvertuju jedan
estrogen u drugi (Adeel et al., 2017). Putevi konverzije estrogena u aerobnim uslovima prikazani su
naslici 2.6. Postojanost estrogena u prirodi zavisi od dostupnosti kiseonika. Utvrdeno je da je u recnoj
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vodi, pod aerobnim uslovima, poluzivot estrona i 17f3-estradiola tri, odnosno Cetiri dana (Adeel et al.,
2017). Takode je pokazano da je moguca potpuna mikrobioloska degradacija norgestrela i vise od
95% progesterona u roku od pet dana (Peng et al., 2014). U poredenju sa prirodnim estrogenima,
sintetski estrogen 17a-etinilestradiol je mnogo otporniji na biorazgradnju (Pauwels et al., 2008).

OH

e OH Faktori koji uti¢u na degradaciju estrogena
pH (T) ————» Degradacyja (1)
Temperatura ——» Degradacija (1)
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v o,
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@;\ / s . . .
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Q'\ d \ . . ..
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Hd Mikroorganizmi ~ Hd Hd
Estradiol (E2) Estron (E1) 17u-Etinilestradiol (EE2)

Slika 2.6. Putevi konverzije prirodnih i sintetskih estrogena i faktori koji uticu na degradaciju
(Adeel et al., 2017)

2.4. Prisustvo steroidnih jedinjenja u prirodnim i otpadnim vodama

U narednim tabelama prikazan je literaturni pregled najcesce analiziranih i detektovanih
humanih/Zivotinjskih sterola (tabela 2.1), biljnih sterola (tabela 2.2) 1 steroidnih hormona (tabela 2.3)
u uzorcima razli¢itih vodenih matrica. Navedene su metode pripreme uzoraka, koncentracije
detektovanih sterola i steroidnih hormona, kao i metode instrumentalne analize.

Kada je re¢ o prisustvu sterola u Zivotnoj sredini, koprostanol je kao najznacajniji hemijski
indikator humanog fekalnog zagadenja bio predmet mnogih studija koje su pokazale da je veoma
rasprostranjen u vodenoj sredini. U literaturi je zabelezen Sirok opseg koncentracija ovog sterola
(tabela 2.1), a najveée koncentracije u re¢noj vodi su detektovane u Japanu (68 pg L1, Nakagawa et
al., 2019) i Australiji (11 pg L™, Hussain et al., 2010; 30 ug L, Sullivan et al., 2010). Visoke
koncentracije u prirodnim vodama se naj¢eS¢e objasSnjavaju velikim uticajem komunalnih otpadnih
voda na vodene resurse, a zabelezene su izuzetno visoke koncentracije koprostanola u otpadnoj vodi
na ulazu u postrojenje za pre¢is¢avanje (914 pug L2, Furtula et al., 2012). Smatra se i da su procedne
vode deponija ¢vrstog otpada znacajan izvor koprostanola u Zivotnoj sredini zbog veoma visokih
koncentracija (190 pg L™, Zhang et al., 2008).

Sli¢no koprostanolu, holesterol se u prirodnim vodama nalazi u Sirokom opsegu koncentracija,
mada najéeS¢e u nesto nizoj koncentraciji (tabela 2.1). Tako je u literaturi zabelezen najveéi nivo
holesterola od 11 pg L * u reénoj vodi u Vojvodini (Skrbi¢ et al., 2018). Cesto je detektovan u svakom
analiziranom uzorku, §to se moze objasniti njegovim poreklom — prirodnim, terestrijalnim (Volkman,
1986), kao i antropogenim (Leeming et al., 1996). Najvazniji antropogeni izvor holesterola su
komunalne otpadne vode koje sadrze i do 1061 pg L~ ovog sterola na ulazu u PPOV (Furtula et al.,
2012). U poredenju sa rastvornim delom uzorka vode, suspendovani deo sadrzi znacajno vecu
koli¢inu holesterola. Tako je u suspendovanoj frakciji reéne vode u Brazilu zabeleZena koncentracija
od 35 pug L (Albuquerque de Assis Costa et al., 2018). Analiza obe frakcije uzorka vode nije
uobicajena, $to se moze videti iz pregleda literaturnih podataka u tabelama 2.1-2.3.
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Tabela 2.1. Pregled detektovanih koncentracija humanih/Zivotinjskih sterola u uzorcima voda i kori$§¢enih metoda analize

Humani/Zivotinjski i . Metoda Koncentracija, ng L Metoda :
ip vodene matrice .. i i X Literatura
sterol ekstrakcije  Rastvorni deo  Suspendovani deo analize
Koprostanol
Rec¢na voda SPE ND-21 ND-0,49 ng g! GC-MS Noblet et al., 2004
UZE,LLE ND-79 ND-294 GC-MS Standley et al., 2000
SPE 19-42 99-266 GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
LLE 18-68340 - GC-MS Nakagawa et al., 2019
LLE 308-11327 — GC-MS Hussain et al., 2010
LLE ND-30000 - GC-MS Sullivan et al., 2010
LLE 32-10210 - GC-MS Skrbi¢ et al., 2018
LLE 9200 - GC-FID Gilli et al., 2006
SPE 33-4900 - GC-MS Kong et al., 2015
SPE 10-2717 — GC-MS Peng et al., 2008
LLE 470-1300 - GC-MS Kolpin et al., 2004
LLE ND-1285 — GC-MS Devane et al., 2006
SPE 15-278 - GC-MS Wau et al., 2009
UZE — 7-11513 GC-MS Isobe et al., 2002
SE — 10-5600 GC-MS Cordeiro et al., 2008
Koncentracija, ug L
Otpadna voda (ulazna u PPOV) UZE 1,9-2,4 285-324 GC-MS Isobe et al., 2002
SPE 37-46 22-488 GC-MS/MS  Andraési et al., 2013
LLE 394-914 - GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 99 — GC-MS Jeanneau et al., 2011
LLE 37 - GC-FID Gilli et al., 2006
SPE 1,9-8,4 — GC-HRMS Fernandez et al., 2007
Procedna voda deponija SPE 176 - GC-MS/MS Masoner et al., 2016
SPE 5,5-190 - GC-MS Zhang et al., 2008




Tabela 2.1. (nastavak)

Humani/Zivotinjski

Metoda

Koncentracija, ng L

Metoda

Tip vodene matrice .. i i - Literatura
sterol ekstrakcije  Rastvorni deo  Suspendovani deo analize
Holesterol

Rec¢na voda SPE 186-608 1,8-87ng gt GC-MS Noblet et al., 2004
UZE,LLE ND-207 11-952 GC-MS Standley et al., 2000
SPE 88-170 14-534 GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
LLE 288-10500 — GC-MS Skrbi¢ et al., 2018
LLE 1914-8775 — GC-MS Devane et al., 2006
LLE ND-6500 — GC-MS Sullivan et al., 2010
SPE 1140-6380 — GC-MS Kong et al., 2015
LLE 16004300 — GC-MS Kolpin et al., 2004
LLE 205-1353 — GC-MS Hussain et al., 2010
SPE 431-1304 — GC-MS/MS Thomson et al., 2021
SPE 37-190 — GC-MS Wau et al., 2009

Albuquerque de Assis

ASE - 30-34800 GC-MS Costa et al., 2018
UZE — 395-15023 GC-MS Isobe et al., 2002
SE — 10-11000 GC-MS Cordeiro et al., 2008

Podzemna voda SPE 504-1167 — GC-MS/MS Thomson et al., 2021

Koncentracija, pg L™

Otpadna voda (ulazna u PPOV) UZE 9,9-18 551-762 GC-MS Isobe et al., 2002
SPE 7,6-43 95-442 GC-MS/MS  Andraési et al., 2013
LLE 459-1061 — GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 18-137 — GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
SPE 122 — GC-MS Jeanneau et al., 2011

Procedna voda deponija SPE 32 — GC-MS/MS Masoner et al., 2016
SPE 6,0-39 — GC-MS Zhang et al., 2008
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Tabela 2.1. (nastavak)

Humani/zivotinjski Ti . Metoda Koncentracija, ng L™ Metoda )
ip vodene matrice .. i i X Literatura
sterol ekstrakcije  Rastvorni deo  Suspendovani deo analize
Epikoprostanol
Rec¢na voda SPE ND ND-0,40 ng g* GC-MS Noblet et al., 2004
UZE,LLE ND-5 ND-44 GC-MS Standley et al., 2000
LLE 50-4210 - GC-MS  Skrbi¢ etal., 2018
LLE ND-1000 — GC-MS Sullivan et al., 2010
SPE 8,0-11 - GC-MS Wau et al., 2009
LLE ND-63 — GC-MS Devane et al., 2006
Albuquerque de Assis
ASE - 20-13200 GC-MS Costa et al., 2018
UZE — 14-2028 GC-MS Isobe et al., 2002
SE — 10-200 GC-MS Cordeiro et al., 2008
Otpadna voda (ulazna u PPOV) SPE 1800 - GC-MS Jeanneau et al., 2011
LLE 10390-25320 — GC-MS Furtula et al., 2012
Procedna voda deponija SPE 2700-64380 — GC-MS Zhang et al., 2008
Epiholestanol
Rec¢na voda SPE 12-23 — GC-MS Wau et al., 2009
SE — 320-7500 GC-MS Cordeiro et al., 2008
Otpadna voda (ulazna u PPOV) LLE 1380-2530 — GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 2200 — GC-MS Jeanneau et al., 2011
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Tabela 2.1. (nastavak)

Humani/Zivotinjski

Metoda

Koncentracija, ng L™

Metoda

Tip vodene matrice .. . i X Literatura
sterol ekstrakcije  Rastvorni deo  Suspendovani deo analize
Holestanol
Rec¢na voda SPE ND-41 0,17-72ng g™ GC-MS Noblet et al., 2004
UZE,LLE ND-58 ND-124 GC-MS Standley et al., 2000
LLE 31-21197 — GC-MS Nakagawa et al., 2019
LLE 123-7020 - GC-MS Skrbi¢ et al., 2018
LLE ND-3600 — GC-MS Sullivan et al., 2010
SPE 130-1370 - GC-MS Kong et al., 2015
LLE 296-960 — GC-MS Devane et al., 2006
SPE ND-490 - GC-MS Wau et al., 2009
Albuquerque de Assis
ASE B 604980 GC-MS Costa et al., 2018
UZE - 22-2201 GC-MS Isobe et al., 2002
SE — 10-1300 GC-MS Cordeiro et al., 2008
Otpadna voda (ulazna u PPOV) UZE 560-1270 23-30 GC-MS Isobe et al., 2002
SPE 13000 — GC-MS Jeanneau et al., 2011
Procedna voda deponija SPE 12720-122200 — GC-MS Zhang et al., 2008
Holestanon
Reéna voda SPE ND-10 ND-5,2ng gt GC-MS Noblet et al., 2004
SE - 10-1300 GC-MS Cordeiro et al., 2008
UZE,LLE ND ND-66 GC-MS Standley et al., 2000
Otpadna voda (ulazna u PPOV) LLE 4090-8100 — GC-MS Furtula et al., 2012

ND — nije detektovan; SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid-phase extraction); UZE — ultrazvu¢na ekstrakcija; LLE — te¢no-te¢no ekstrakcija (eng.
liquid-liquid extraction); GC — gasna hromatografija; MS — masena spektrometrija; MS/MS — tandem masena spektrometrija; FID — plameno-jonizujuci
detektor; HRMS — masena spektrometrija visoke rezolucije; PPOV- postrojenje za precis¢avanje otpadnih voda; SE — Soksletova ekstrakcija; ASE —
ubrzana ekstrakcija rastvaraCem (eng. accelerated solvent extraction).
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Teorijski deo

Ostali humani/Zivotinjski steroli su manje rasprostranjeni u zivotnoj sredini. Prisustvo
epikoprostanola ukazuje na uticaj tretiranih otpadnih voda (Mudge i Seguel, 1999; Martins et al.,
2007) ili fekalno zagadenje koje se dogodilo pre odredenog vremena (Mudge i Duce, 2005; Adnan et
al., 2012). Naime, ovaj sterol uglavnom nastaje mikrobioloSkom transformacijom koprostanola
(McCalley et al., 1981) u procesima pre¢is¢avanja u PPOV ili tokom vremena. U re¢noj vodi je
detektovan u koncentraciji do 4,2 ug L™* u rastvornoj frakciji (Skrbi¢ et al., 2018), dok je u
suspendovanom delu uzorka voda pronadeno do 13,2 ug L (Albuquerque de Assis Costa et al.,
2018). U otpadnoj vodi na ulazu u postrojenja za pre¢iséavanje u Kanadi zabeleZeno je do 25 pg L™
(Furtula et al., 2012), a u procednim vodama deponija u Kini detektovano je do 64 pg L*
epikoprostanola (Zhang et al., 2008).

Prisustvo epiholestanola u malim koncentracijama u prirodnim vodama upucuje na to da nije
doslo do intenzivne mikrobioloSke konverzije holesterola u kojoj pod specificnim, anoksi¢nim
uslovima on nastaje (Cordeiro et al., 2008). U retkim studijama u kojima je ispitivana
rasprostranjenost ovog sterola u re¢noj vodi, detektovano je 0,012—0,023 pg L™ u rastvornom delu
uzoraka vode u Singapuru (Wu et at., 2009) i 0,32—75 pg L u suspendovanom materijalu u Brazilu
(Cordeiro et al., 2008). U otpadnim vodama na ulazu u PPOV u Francuskoj (Jeanneau et al., 2011) i
Kanadi (Furtula et al., 2012) pronadeno je do 2,2 ng L™t i 2,5 pg Lt epiholestanola, respektivno.

Holestanol, kao termodinamicki najstabilniji Sa-izomer koprostanola, nastaje u procesu
redukcije holesterola (Leeming et al., 1996), pa se javlja i u nezagadenim sredinama. Naime,
pokazano je da se manje koli¢ine mogu naéi u anaerobnim uslovima u sedimentima Kkoji nisu
kontaminirani fekalnim otpadom (Nishimura, 1982). Ipak, najznacajniji izvor holestanola u prirodi
su otpadne vode. U komunalnoj otpadnoj vodi na ulazu u PPOV u Francuskoj detektovan je u
maksimalnoj koncentraciji od 13 pg L (Jeanneau et al., 2011), a u procednim vodama deponije
¢vrstog otpada u Kini pronadeno je ¢ak 122 ug L ! holestanola (Zhang et al., 2008). Najveéa
koncentracija ovog sterola u re¢nim vodama zabeleZena je u Japanu (21 pug L, Nakagawa et al.,
2019).

U odnosu na ostale humane/zivotinjske sterole, holestanon se rede detektuje u uzorcima
prirodnih i otpadnih voda (tabela 2.1). Odsutnost holestanona moze se pripisati nedostatku aerobne
mikrobioloske aktivnosti jer nastaje degradacijom holesterola pod aerobnim uslovima (Cordeiro et
al., 2008; Prost et al., 2018). Pregledom dostupne literature, utvrdeno je da je u komunalnoj otpadnoj
vodi holestanon detektovan samo u Kanadi u opsegu koncentracija 4,1-8,1 pg L™ (Furtula et al.,
2012).

Biljke sintetisu kompleksnu smesu fitosterola u kojoj dominiraju B-sitosterol i stigmasterol,
koji reguliSu fluidnost i propustljivost ¢elijske membrane, sli¢no holesterolu kod sisara (Hartmann,
1998). Biljni steroli se mogu koristiti kao specifi¢éni markeri za dokazivanje terestrijalnog ili morskog
porekla organske materije u prirodi (Volkman, 1986). Veoma visoke koncentracije biljnih sterola u
prirodnim vodama najc¢esce poticu od otpada iz domacinstava, poput ostataka hrane i biljnih ulja, a
vazan izvor predstavljaju i otpadne vode iz industrije papira (Mahmood-Khan i Hall, 2003).

U re¢noj vodi, najvise su zastupljeni B-sitosterol i stigmasterol (tabela 2.2), sa najveéim
koncentracijama detektovanim u Australiji (11 pg L™, Sullivan et al., 2010) i Vojvodini (3,0 ug L,
Skrbié et al., 2018), respektivno. U otpadnim vodama, nadena je zna¢ajno veéa koli¢ina p-sitosterola
na ulazu u PPOV u Kanadi (416 ug L™, Furtula et al., 2012), ali i u procednim vodama deponija u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD, 190 pg L™, Masoner et al., 2016). Stigmasterol je
detektovan u znatno nizim koncentracijama od B-sitosterola. Tako je u otpadnoj vodi na ulazu u
postrojenje za pre¢is¢avanje u Kanadi pronadeno 54 pg L~ stigmasterola (Furtula et al., 2012), dok
je u procednoj vodi deponija u Kini detektovano 3,5 pug L™ ovog sterola (Zhang et al., 2008). Sli¢an
trend raspodele dva fitosterola uocen je i za suspendovani deo uzoraka prirodnih i otpadnih voda.
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Tabela 2.2. Pregled detektovanih koncentracija biljnih sterola u uzorcima voda i kori$¢enih metoda analize

Biljni sterol Tip vodene matrice Metoda . Koncentrgcua, ng L= - Metqda Literatura
ekstrakcije Rastvorni deo Suspendovani deo analize
p-Sitosterol
Rec¢na voda SPE ND-44 ND-17,28 ng g* GC-MS Noblet et al., 2004
SPE 128-379 22-1796 GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
LLE ND-11000 - GC-MS Sullivan et al., 2010
LLE 1712-5510 - GC-MS Devane et al., 2006
SPE 665-3270 — GC-MS Kong et al., 2015
LLE 2300-2900 - GC-MS Kolpin et al., 2004
LLE 96-2000 - GC-MS Skrbi¢ et al., 2018
Albuquerque de Assis
ASE - 110-7380 GC-MS Costa et al., 2018
UZE - 22-1126 GC-MS Isobe et al., 2002
Koncentracija, pg L!
Otpadna voda (ulazna u PPOV) UZE 4,7-8,1 231-276 GC-MS Isobe et al., 2002
SPE ND-42 ND-130 GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
LLE 154-416 — GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 7,3-35 - GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
SPE 28 — GC-MS Jeanneau et al., 2011
Procedna voda deponija SPE 190 - GC-MS/MS Masoner et al., 2016
SPE 16-59 - GC-MS Zhang et al., 2008
Stigmasterol
Koncentracija, ng L
Reéna voda SPE 13-55 ND-2,5ng g! GC-MS Noblet et al., 2004
SPE ND-23 ND-188 GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
LLE 341-2980 -~ GC-MS Skrbi¢ et al., 2018
SPE 240-1550 - GC-MS Kong et al., 2015
UZE - 84-7628 GC-MS Isobe et al., 2002
ASE B 602210 GC-MS Albuquerque de Assis

Costa et al., 2018
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Tabela 2.2. (nastavak)

Biljni sterol Tip vodene matrice Metoda .. Koncentracija, ng L~ Metqda Literatura
ekstrakcije  Rastvorni deo Suspendovani deo analize
Otpadna voda (ulazna u PPOV) SPE ND-7500 12000-49000 GC-MS/MS  Andrasi et al., 2013
UZE 970-1600 36000-39000 GC-MS Isobe et al., 2002
LLE 2605054220 - GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 403-13860 - GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
SPE 3800 — GC-MS Jeanneau et al., 2011
Procedna voda deponija SPE ND-3500 — GC-MS Zhang et al., 2008
Kampesterol
Reéna voda SPE ND ND-5,69 ng g* GC-MS Noblet et al., 2004
SPE 160-1000 - GC-MS Kong et al., 2015
LLE 30-1090 - GC-MS Skrbi¢ et al., 2018
Albuquerque de Assis
ASE - 80-2950 GC-MS Costa et al.. 2018
UZE — 89-2194 GC-MS Isobe et al., 2002
Otpadna voda (ulazna u PPOV) UZE 2000-3800 98000-109000 GC-MS Isobe et al., 2002
LLE 70860-176780 — GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 530-8812 - GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
SPE 3200 — GC-MS Jeanneau et al., 2011
Procedna voda deponija SPE 3700-18000 — GC-MS Zhang et al., 2008
Sitostanol
Reéna voda SPE 24-272 ND-5,82ng g GC-MS Noblet et al., 2004
LLE 9-1220 - GC-MS Skrbi¢ et al., 2018
LLE ND-1100 — GC-MS Sullivan et al., 2010
SPE 43-190 - GC-MS Kong et al., 2015
UZE — 24-855 GC-MS Isobe et al., 2002
Otpadna voda (ulazna u PPOV) UZE 110400 10000-11000 GC-MS Isobe et al., 2002
LLE 26890-58970 - GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 6400 — GC-MS Jeanneau et al., 2011
Procedna voda deponija SPE 8900-48000 — GC-MS Zhang et al., 2008
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Tabela 2.2. (nastavak)

Biljni sterol Tip vodene matrice Metoda .. Koncentrgcua, ng L= - Metqda Literatura
ekstrakcije  Rastvorni deo Suspendovani deo analize
Dezmosterol
Otpadna voda (ulaznau PPOV) LLE 5270-11510 — GC-MS Furtula et al., 2012
SPE 3390-4857 — GC-HRMS  Fernandez et al., 2007

ND - nije detektovan; SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid-phase extraction); UZE — ultrazvu¢na ekstrakcija; LLE — te¢no-te¢no ekstrakcija (eng.
liquid-liquid extraction); GC — gasna hromatografija; MS — masena spektrometrija; MS/MS — tandem masena spektrometrija; HRMS — masena
spektrometrija visoke rezolucije; PPOV— postrojenje za preci§¢avanje otpadnih voda; SE — Soksletova ekstrakcija; ASE — ubrzana ekstrakcija

rastvaracem (eng. accelerated solvent extraction).
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Teorijski deo

Ostali biljni steroli (kampesterol, sitostanol i dezmosterol) su manje zastupljeni u Zivotnoj
sredini i manje ispitivani. Kampesterol i sitostanol su detektovani u re¢noj vodi Vojvodine u
maksimalnoj koncentraciji od 1,1 pg L™2i 1,2 ug L, respektivno (Skrbié et al., 2018), dok prisustvo
dezmosterola u prirodnim vodama nije ispitivano ni u jednoj dostupnoj studiji. Najvise koncentracije
tri fitosterola nadene su u otpadnim vodama na ulazu u PPOV u Kanadi (177 pg L™ kampesterola,
59 pg L sitostanola i 12 pg L™ dezmosterola; Furtula et al., 2012).

Kada je re¢ o steroidnim hormonima, i to estrogenima kao najcesce ispitivanim, ¢ovek izlucuje
90-95% putem urina, dok preostalih 5-10% izluc¢uje fekalnim putem (Ying et al., 2002; Liu et al.,
2009; Yadav i Dabur, 2022). Estrogeni hormoni se izlu¢uju u konjugovanim oblicima (D’ Ascenzo et
al., 2003). Zene izlu¢uju veéu koli¢inu estrogena od muskaraca, a koli¢ina zavisi od reproduktivnog
statusa Zene. Procenjeno je da je u SAD-u srednja dnevna vrednost ekskrecije estrogena po stanovniku
sledec¢a: 15,2 ug E1, 7,87 ng E2; 133 pg E3 i 0,544 pg EE2 (Kostich et al., 2013). Takode je
procenjeno da se u Ujedinjenom Kraljevstvu (UK) izlucuje oko Cetiri puta veca koli¢ina estrogena na
farmama Zivotinja nego S$to izluCuje stanovniStvo (Johnson et al., 2006). ZabeleZene su godisnje
vrednosti ekskrecije estrona (E1) i estriola (E3), poreklom sa farmi Zivotinja, od 1315 kg i 570 kg,
respektivno (Ray et al., 2013). Pored komunalnih otpadnih voda i otpadnih voda sa farmi, zna¢ajan
izvor steroidnih hormona u Zivotnoj sredini su i otpadne vode mlekara, kao i uzgajaliSta ribe
(Kolodziej et al., 2004).

Na osnovu pregleda dostupne literature (tabela 2.3) moze se videti da su opsezne studije 0
prisustvu steroidnih hormona u re¢nim vodama sprovedene u Kini (Peng et al., 2008; Chang et al.,
2009), Kanadi (Naldi et al., 2016), SAD-u (Wang et al., 2012), Francuskoj (Vulliet et al., 2008) i
Svajcarskoj (Rechsteiner et al., 2020). Rezultati su pokazali da su hormoni generalno zastupljeni u
manjim koncentracijama nego steroli, sa manjom ucestalosti detektovanja. Najce$¢e pronadeni
steroidni hormoni su estron i 17p3-estradiol (E2), a u najvisoj koncentraciji hormoni su detektovani u
rekama Tajvana (185 pg Lt estrona i 87 pg L* estriola; Chou et al., 2015). Pored re¢ne vode,
steroidni hormoni su pronadeni u tragovima i u podzemnoj vodi (Vulliet et al., 2008) koja je
esencijalna za proizvodnju pijace vode. S obzirom na to da hormoni izazivaju fizioloske efekte kod
organizama pri veoma niskim koncentracijama (Shore i Shemesh, 2003), njihovo prisustvo u
podzemnim vodama je zabrinjavajuce, a u retkim studijama tragovi su detektovani i u vodi za pice
(Naldi et al., 2016). Pored najcesée analiziranih prirodnih estrogena E1, E2 i E3, u prirodnim vodama
su Cesto detektovani sintetski hormoni - estrogen 17a-etinilestradiol (EE2) i gestagen noretindron.

Veci broj studija se bavio nivoima steroidnih hormona u otpadnoj vodi na ulazu u postrojenja
za precis¢avanje, poput istrazivanja u Kanadi (Fernandez et al., 2007; Naldi et al., 2016), Nemackoj
(Schliisener i Bester, 2005), Madarskoj (Andrési et al., 2013), na Tajvanu (Chen et al., 2009;
Limpiyakorn et al., 2011), itd. Najvece koncentracije hormona zabeleZene su u Nemackoj (470 ng L~
L estriola, Schliisener i Bester, 2005), na Tajvanu (230 ng Lt estrona, Chen et al., 2009) i u Kanadi
(224 ng L noretindrona, Fernandez et al., 2007). U procednim vodama deponija otpada, 2016.
godine tim americ¢kih nauénika je ispitivao prisustvo 101 organske supstance, od ¢ega 17 steroidnih
hormona, i pronasao tragove estriola, estrona i i noretindrona (Masoner et al., 2016).

Zarazliku od sterola koji su izrazito zastupljeniji u suspendovanom materijalu uzoraka vode,
steroidni hormoni su dominantno prisutni u rastvornom delu. U retkim sluc¢ajevima kada su nadeni 1
u suspendovanom materijalu, prisutni su u manjoj ili slicnoj koncentraciji kao u rastvorom delu
uzorka (tabela 2.3).
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Tabela 2.3. Pregled detektovanih koncentracija steroidnih hormona u uzorcima voda i kori§¢enih metoda analize

Steroidni Tip vodene matrice Metoda Koncentracija, ng L™ Metoda Literatura
hormon ekstrakcije Rastvorni deo  Suspendovani deo analize
Estriol (E3)
Rec¢na voda SPE, UZE ND-87 - LC-MS/MS  Chou et al., 2015
On-lineSPE <10 - LC-MS/MS  Naldi et al., 2016
LLE ND-1,0 - LC-MS/MS  Rechsteiner et al., 2020
SPE ND-1,0 — GC-MS Peng et al., 2008
Pijac¢a voda On-lineSPE <3,6 — LC-MS/MS  Naldi et al., 2016
Otpadna voda (ulazna u PPOV) SPE 470 - LC-MS/MS  Schlisener i Bester, 2005
SPE 85-390 ND GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
SPE 105 - LC-MS/MS  Chen et al., 2009
SPE 72 - LC-MS/MS  Limpiyakorn et al., 2011
On-line SPE <52 — LC-MS/MS  Naldi et al., 2016
SPE ND-20 — GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
Procedna voda deponija SPE 6,5 — GC-MS/MS Masoner et al., 2016
Estron (E1)
Rec¢na voda SPE, UZE ND-185 - LC-MS/MS  Chou et al., 2015
SPE 8-65 - GC-MS Peng et al., 2008
SPE 6,0-27 - LC-MS/MS  Pailler et al., 2009
On-line SPE  <9,7 - LC-MS/MS  Naldi et al., 2016
SPE 0,25-8,0 - LC-MS/MS  Chang et al., 2009
LLE ND-3,5 - LC-MS/MS  Rechsteiner et al., 2020
SPE ND-1,5 2,2 GC-MS Wang et al., 2012
SPE ND-0,30 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Podzemna voda SPE 0,80-3,5 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Pija¢a voda On-lineSPE <13 — LC-MS/MS  Naldi et al., 2016

18



Tabela 2.3. (nastavak)

Steroidni Tip vodene matrice Metoda Koncentracija, ng L™ Metoda Literatura
hormon ekstrakcije Rastvorni deo  Suspendovani deo analize
Otpadna voda (ulazna u PPOV) SPE 230 - LC-MS/MS Chenetal., 2009
SPE 87 - LC-MS/MS  Schlisener i Bester, 2005
SPE 44 - LC-MS/MS  Limpiyakorn et al., 2011
SPE ND-33 - GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
On-lineSPE <26 - LC-MS/MS Naldi et al., 2016
SPE 14 — LC-MS/MS  Pailler et al., 2009
Procedna voda deponija SPE 145 — GC-MS/MS Masoner et al., 2016
17p-Estradiol (E2)
Rec¢na voda SPE 6,0-35 - LC-MS/MS  Pailler et al., 2009
SPE, UZE ND-28 - LC-MS/MS  Chou et al., 2015
On-lineSPE <95 — LC-MS/MS  Naldi et al., 2016
SPE 0,13-2,3 - LC-MS/MS  Chang et al., 2009
SPE 1,0-2,0 — GC-MS Peng et al., 2008
SPE 0,41-1,9 ND-0,35 GC-MS Wang et al., 2012
SPE ND-0,73 ND GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
LLE ND-0,61 — LC-MS/MS Rechsteiner et al., 2020
Podzemna voda SPE 0,30-1,3 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Pijac¢a voda On-line SPE  <6,1 - LC-MS/MS Naldi et al., 2016
Otpadna voda (ulazna u PPOV) SPE 102 - LC-MS/MS  Pailler et al., 2009
SPE 84 - LC-MS/MS  Chen et al., 2009
SPE 16-27 6,6-32 GC-MS/MS  Andrési et al., 2013
SPE 22 - LC-MS/MS  Schliisener i Bester, 2005
On-lineSPE <14 - LC-MS/MS Naldi et al., 2016
SPE 11 — LC-MS/MS Limpiyakorn et al., 2011
SPE ND-11 - GC-HRMS Fernandez et al., 2007
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Tabela 2.3. (nastavak)

Steroidni Tip vodene matrice Metoda Koncentracija, ng L™ Metoda Literatura
hormon ekstrakcije Rastvorni deo  Suspendovani deo analize
17a-Estradiol
Re¢na voda LLE ND-11 - LC-MS/MS  Rechsteiner et al., 2020
SPE 1,0-2,0 - GC-MS Peng et al., 2008
SPE 0,04-0,91 — LC-MS/MS  Chang et al., 2009
Podzemna voda SPE 0,40-1,6 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Otpadna voda (ulazna u PPOV) SPE ND-1,0 — GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
17a-Etinilestradiol (EE2)
Rec¢na voda SPE, UZE ND-51 - LC-MS/MS  Chou et al., 2015
On-line SPE <25 - LC-MS/MS Naldi et al., 2016
SPE 1,6-16 — LC-MS/MS  Chang et al., 2009
SPE ND-1,0 — GC-MS Peng et al., 2008
Podzemna voda SPE 0,50-3,0 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Pija¢a voda On-lineSPE  <7,2 — LC-MS/MS Naldi et al., 2016
Otpadna voda (ulazna u PPOV) On-line SPE <62 - LC-MS/MS Naldi et al., 2016
SPE 24 - LC-MS/MS  Pailler et al., 2009
SPE ND-2,0 — GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
Noretindron
Re¢na voda SPE 1,6-16 - LC-MS/MS Chang et al., 2009
SPE 2,7-2,8 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Podzemna SPE 4,2-5,6 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Otpadna voda (ulazna u PPOV) SPE 224 — GC-HRMS  Fernandez et al., 2007
Procedna voda deponija SPE 30 — GC-MS/MS Masoner et al., 2016
Levonorgestrel
Recna voda SPE 53-7,0 — LC-MS Vulliet et al., 2008
Podzemna voda SPE 7,4-11 — LC-MS Vulliet et al., 2008

ND — nije detektovan; SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid-phase extraction); UZE — ultrazvué¢na ekstrakcija; LLE — te¢no-te¢no ekstrakcija (eng.
liquid-liquid extraction); GC — gasna hromatografija; MS — masena spektrometrija; MS/MS — tandem masena spektrometrija; HRMS — masena
spektrometrija visoke rezolucije; PPOV—- postrojenje za precis¢avanje otpadnih voda; SE — Soksletova ekstrakcija; ASE — ubrzana ekstrakcija
rastvaracem (eng. accelerated solvent extraction).
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2.5. Zakonska regulativa o steroidnim jedinjenjima u svetu i Republici Srbiji

Veliki broj studija Sirom sveta se bavi proucavanjem uticaja raznih organskih jedinjenja,
antropogenog porekla, u prirodi na zivi svet. Pokazano je da metaboliti, aktivne supstance i njihovi
transformacioni proizvodi dovode do niza negativnih efekata kod biljnog i zivotinjskog sveta. Zbog
toga je jos§ 70-ih godina dvadesetog veka u Evropi usvojena direktiva o zagadenju odredenim opasnim
supstancama ispustenim u vodenu sredinu (Council Directive 76/464/EEC). Jedna od najznacajnijih
direktiva u vezi sa zaStitom vodenih resursa je direktiva 2000/60/EC o uspostavljanju okvira za
zajedni¢ko delovanje u oblasti politike voda koju je Evropska unija (EU) usvojila 2000. godine.
Poznata je kao ,,Water Framework Directive* (Council Directive 2000/60/EC). Prema ovoj direktivi,
definisane su i regulisane 33 prioritetne supstance koje predstavljaju najveéi problem u zivotnoj
sredini i moraju biti predmet monitoringa. Lista prioritetnih supstanci je azurirana i prosirena 2013.
godine na 45 supstanci (Directive 2013/39/EU). Na pomenutoj listi nisu navedeni steroidni hormoni
niti steroli. Medutim, EU je 2015. godine uspostavila listu zagadujucih supstanci za koje dostupne
informacije ukazuju da mogu predstavljati znacajan rizik po vodenu sredinu, ali za koje su podaci
monitoringa nedovoljni za donoSenje zakljucka o stvarnom riziku i uklju¢ivanju u listu prioritetnih
supstanci (Decision 2015/495 i Decision 2018/840). Na ovoj listi, poznatoj kao ,,watch list*,
navedeno je 15 visoko toksi¢nih supstanci, ukljucujuéi tri steroidna hormona (E1, E2 i EE2). Ova tri
hormona su 2022. godine predlozena za ukljucivanje na listu prioritetnih supstanci (EC Proposal,
2022).

U SAD-u, Agencija za zastitu zivotne sredine (eng. Environmental Protection Agency, EPA)
je objavila listu zagadujucih supstanci koje ne podlezu nacionalnim propisima o pijac¢oj vodi, a
poznato je ili se ofekuje da se pojavljuju u javnom vodovodnom sistemu (eng. Contaminant
Candidate List, CCL). Najnovija, peta lista (CCL-5) ukljuc¢uje: 66 hemijskih supstanci, tri hemijske
grupe (per- i polifluoroalkilne supstance - PFAS, cijanotoksine i dezinfekcione nusproizvode) i 12
mikrobioloskih vrsta (EPA, 2021). Od steroidnih jedinjenja, na ovoj listi se nalazi 17a-etinilestradiol,
a planirano je njegovo ukljucivanje u zakonsku regulativu o vodi za pice.

Odsek za kvalitet zivotne sredine u drzavi Oregon, u SAD-u, je objavio listu prioritetnih
perzistentnih zagadujuéih supstanci, tzv. P? listu (eng. priority persistent pollutant list) u cilju
smanjenja zagadenja vodenih ekosistema. Lista ukljucuje bioakumulativne toksi¢ne supstance koje
imaju dokumentovane efekte na zdravlje ¢oveka, zivotinje i vodeni svet. Na najnovijoj listi se nalazi
veliki broj steroidnih jedinjenja, steroli koprostanol, holesterol, sitostanol i (3-sitosterol, kao i 17
steroidnih hormona, kao $to su estron, estriol, 17a-estradiol, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol,
mestranol, ekvilin i noretindron (P3, 2019).

Pored zastite zivotne sredine, nekoliko direktiva i uredbi EU regulise upotrebu veterinarsko-
medicinskih proizvoda na farmskim zivotinjama kako bi se obezbedio visok nivo zastite za zdravlje
Zivotinja, kao i o¢uvanje javnog zdravlja. Od 1996. godine je na snazi direktiva 96/22/EC o zabrani
primene supstanci sa hormonskim (estrogenim, androgenim i gestagenim) i tireostatskim delovanjem
na farmske Zivotinje koje se koriste za proizvodnju hrane, jer to moze uticati na kvalitet namirnica
zivotinjskog porekla i biti opasno za potrosace (Council Directive 96/22/EC). Uredba iz 2019. godine
reguliSe proizvodnju, stavljanje u promet, distribuciju, strogu kontrolu i ograni¢enu primenu na
zivotinjama veterinarsko-medicinskih proizvoda koji sadrze supstance sa hormonalnim, anaboli¢nim,
antiinfektivnim, antiparazitskim, protivupalnim, opojnim ili psihotropnim svojstvima (Regulation EU
2019/6).

U Republici Srbiji, steroidna jedinjenja jo§ uvek nisu uvrStena u redovne monitoring
programe. Medutim, zakonska regulativa strogo kontroliSe upotrebu 1 prisustvo steroidnih hormona
kod farmskih zivotinja i u proizvodima Zivotinjskog porekla. Tako je, prema Zakonu o stocarstvu,
zabranjeno davanje hormonalnih preparata domacim Zivotinjama koje se koriste u proizvodne svrhe,
da bi se podsticao rast, proizvodnja mleka, mesa, jaja ili iz drugih razloga (Zakon o stocarstvu, 2009).
Prema Zakonu o veterinarstvu, 2005. godine je uveden program sistematskog pracenja rezidua
farmakoloskih, hormonskih i drugih Stetnih materija kod zivotinja, proizvoda zivotinjskog porekla i
hrane za zivotinje (Zakonu o veterinarstvu, 2005).
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2.6. Uklanjanje steroidnih jedinjenja u postrojenjima za precis§¢avanje otpadnih voda

Uklanjanje organskih zagadujucih supstanci u PPOV je slozen proces sa mnogo mogucih
mehanizama delovanja. Istrazivanja su pokazala da se steroidna jedinjenja uklanjaju sa visokom
efikasno$¢u u procesima precisc¢avanja, ali nepotpuno, zbog ¢ega se otpadne vode smatraju primarnim
izvorom ovih jedinjenja u vodenom ekosistemu. Na efikasnost uklanjanja moze uticati vrsta tretmana
koji se Koristi u PPOV (bioloski ili hemijski), kao i fizicko-hemijske karakteristike prisutnih
zagadujucih supstanci (npr. rastvorljivost u vodi, isparljivost, jacina adsorbovanja na aktivni mulj,
brzina razgradnje abiotickim i bioti¢kim procesima) (Evgenidou et al., 2015). Efikasnost eliminacije
steroidnih jedinjenja u PPOV zavisi i od operativnih uslova i uslova okoline. Najvazniji od
operativnih uslova su hidraulicko vreme zadrzavanja, vreme zadrZzavanja mulja i kinetika
biorazgradnje, dok su neki od glavnih uslova okoline, koji uti¢u na kinetiku razgradnje jedinjenja,
temperatura (niza efikasnost tokom zime), redoks uslovi (razlic¢ita efikasnost pri anaerobnim i
aerobnim uslovima) i pH vrednost (Evgenidou et al., 2015).

Efikasnost uklanjanja steroidnih jedinjenja iz otpadnih voda najvise zavisi od tipa tehnologije
precis¢avanja koji je primenjen. Prvi i najvazniji korak u procesu prerade otpadnih voda u PPOV je
primarni tretman koji obuhvata fizicke metode taloZenja. Suspendovane Cestice se taloZe u procesu
koagulacije, dodatkom koagulansa (npr. aluminijum-sulfata ili gvozde(Ill)-hlorida) kako bi se
povecala agregacija manjih Cestica, a zatim i flokulacije, gde se otpadna voda polako mesa kako bi
se podstakli sudari izmedu cCestica i formirali jo§ veéi agregati, uz dodatak flokulanta. Nakon
koagulacije i flokulacije, voda te¢e u sedimentacione bazene u kojima se pod uticajem gravitacije
agregirane Cestice taloZze na dno bazena. Kolektivni proces koagulacije, flokulacije i sedimentacije
naziva se primarnim tretmanom. Nakon primarne obrade, voda se podvrgava sekundarnoj (tj.
bioloskoj) preradi. Najcesc¢i sistem bioloskog tretmana ukljucuje upotrebu aktivnog mulja koji sadrzi
bakterije i protozoe i koristi se za adsorpciju i biorazgradnju organskih supstanci otpadne vode.
Primarni i sekundarni tretman precis¢avanja ¢ine konvencionalnu obradu otpadnih voda (Oulton et
al., 2010).

Nakon konvencionalnog tretmana, ¢esto se u PPOV koriste napredni procesi obrade zbog sve
strozijih zahteva zakonske regulative za ispustanje otpadnih voda, kao §to su napredna filtracija ili
hemijska dezinfekcija. Napredne tehnike filtracije koje se obi¢no koriste ukljucuju filtriranje peskom
za uklanjanje suspendovanih ¢vrstih materija ili filtraciju aktivnim ugljem za uklanjanje organskih
mikropolutanata. Hemijska dezinfekcija se koristi za uklanjanje Sstetnih patogena upotrebom
oksidanata, najcesce na bazi hlora. Medutim, ove supstance su $tetne za zivi svet, zbog Cega se u
precis¢enu otpadnu vodu, pre ispustanja, dodaje sredstvo za dehlorisanje (Letterman, 1999). Ostale
metode dezinfekcije ukljucuju ozonizaciju ili koris¢enje ultraljubicastog (eng. ultraviolet, UV)
zraCenja (Tchobanoglous et al., 2003). Nakon tretmana, efluent se ispusta u prihvatne vode, najéesée
povrsinske.

Efikasnost uklanjanja humanih/zivotinjskih i biljnih sterola u PPOV je veoma visoka, i za
rastvornu fazu uzoraka otpadne vode (91-100%, Jeanneau et al., 2011; Furtula et al., 2012; Andrasi
et al., 2013) i za suspendovanu fazu (do 99%, Andrési et al., 2013). Nakon sekundarnog tretmana,
otpadna voda sadrZzi znafajno smanjene nivoe sterola $to se objasnjava izrazenim uklanjanjem
fiziCkim procesima, a zatim intenzivnim bioloskim tretmanom sa aktivnim muljem koji nakon
digestije sadrzi veliku koncentraciju sterola (McCalley et al., 1981). Medutim, steroli se slabo
razgraduju hemijskim tretmanima otpadnih voda, kao $to je hlorisanje, dok se ozonizacijom moze
ukloniti 25-50% humanih/Zivotinjskih i biljnih sterola (Scales et al., 2019).

Kao 1 u slu€aju sterola, steroidni hormoni se sa visokom efikasno$¢u uklanjaju u procesima
prerade otpadne vode. Bioloski tretman eliminise 85-100% estrogena E1, E2, E3 i EE2 (Johnson i
Sumpter, 2001; Schliisener i Bester, 2005; Andrasi et al., 2011). Uklanjanje steroidnih hormona u
PPOV moze biti i znaCajno nize, a njihove koncentracije u tretiranoj otpadnoj vodi nakon
preciS¢avanja mogu cak biti ve€e nego u netretiranoj. Smatra se da se u takvim slu¢ajevima jednom
konjugovani estrogeni podvrgavaju hemijskoj ili enzimskoj disocijaciji u aktivnom mulju ponovno
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formirajuc¢i aktivne estrogene (Ternes et al., 1999). Mikrobioloski tretman otpadne vode je glavni
proces kojim se u PPOV uklanjaju estrogeni (Pratush et al., 2020). Utvrdeno je da stepen
biorazgradnje estrogena u PPOV opada u nizu E3 > E2 > E1 > EE2 (Garcia et al., 2019). Uoceno je
da veéi procenat razgradnje estrogena imaju postrojenja sa duzim hidrauliCkim vremenom
zadrzavanja jer se osigurava dovoljno vremena za rast mikroorganizama i duze vreme kontakta sa
materijalom koji adsorbuje estrogene (Maeng et al., 2013).

2.7. Negativni efekti prisustva steroidnih jedinjenja u Zivotnoj sredini

Istrazivanja ekotoksi¢nosti sterola i steroidnih hormona, prisutnih u tragovima u vodenoj
sredini, su pokazala da ova jedinjenja mogu imati Stetne posledice po vodene organizme, poput
reproduktivne disfunkcije, poremecaja rasta i endokrinih poremecaja. Pokazano je da koprostanol
(Gagné et al., 2001) i B-sitosterol (Orrego et al., 2010) imaju estrogeni efekat na vodene organizme,
najéeS¢e izazivajuéi reproduktivnu disfunkciju kod riba. Takode, biljni steroli (B-sitosterol,
stigmasterol, kampesterol i dezmosterol) prisutni u otpadnim vodama drvno-preradivacke industrije,
kao i industrije celuloze i papira, izazivaju brojne endokrine i metaboli¢ke (Martin-Creuzburg i Von
Elert, 2004), ali i reproduktivne poremecaje (Munkittrick et al., 1998) kod Zivog sveta u vodi.

Prisustvo tragova prirodnih i sintetskih steroidnih hormona u prirodnim vodama (obi¢no nivoa
ng L) prouzrokuje izrazito negativne efekte na vodene organizme (Runnalls et al., 2010; Bain et al.,
2015). Smatra se da su bioakumulacija i kumulativni efekat vise steroidnih hormona glavni razlozi
izrazenog naruSavanja fizioloSkih funkcija Zivog sveta u vodi (Runnalls et al., 2015). Posebno se
izdvajaju estron i 17p-estradiol zbog njihove sposobnosti da izazivaju fizioloske efekte pri znatno
nizim koncentracijama od ostalih steroida (Shore i Shemesh, 2003).

2.8. Steroli kao hemijski markeri izvora zagadenja

Zaprocenu fekalnog zagadenja vodenih resursa standardno su koriS¢ene bakterioloske metode
odredivanja koliformnih i Enteroccocus bakterija (Field i Samadpour, 2007). Koliformne bakterije,
tj. ukupni koliformi, fekalni koliformi i Escherichia coli (E. coli), se i dalje odreduju prilikom
ispitivanja bioloskog kvaliteta voda za pice, rekreaciju i ribolov (Farnleitner et al., 2010). Medutim,
mikrobioloski indikatori imaju mnogo ograni¢enja, kao $to su nedostatak specifi¢nosti, detektovanje
kratkoro¢nog zagadenja, smanjeno prezivljavanje bakterija u hemijski zagadenim vodama i dugo
vreme analize (Li et al., 2021). Zbog svoje specifi¢nosti i stabilnosti, steroidna jedinjenja su nasla
primenu kao hemijski markeri izvora zagadenja. Profil sterola u ljudskom i zivotinjskom fekalnom
materijalu je jedinstven, pa se moze smatrati ,,otiskom prsta” svakog organizma. U prvobitnim
studijama vrSena je analiza sirovog fekalnog materijala Coveka i Zivotinja, kako bi se utvrdili sterolni
profili specifi¢ni za razliite organizme. Utvrdeno je da je fekalni sterol dominantan u sterolnom
profilu coveka, svinje i macke - koprostanol, dok je kod ptica gotovo potpuno odsutan (Leeming et
al., 1996). Pokazano je da je epikoprostanol fekalni sterol najzastupljeniji kod ovce, dok je holestanol
najstabilniji izomer prisutan u nezagadenim sredinama (Leeming et al., 1996; Jardé et al., 2007). 1z
analiza sterolnih profila proistekli su razli¢iti odnosi sterola koji se primenjuju za identifikaciju
fekalnog zagadenja u matricama iz zZivotne sredine (Leeming et al., 1996; Gourmelon et al., 2010;
Devane et al., 2015; Hargan et al., 2018). Sterolni odnosi se koriste i za razlikovanje humanog
fekalnog zagadenja (komunalne otpadne vode, otpadne vode i otpadni mulj iz PPOV, septicke jame)
od zivotinjskog (farme svinja ili krava, zemljiste tretirano stajskim dubrivom) (Blanch et al., 2006;
Tyagi et al., 2009; Jaffrezic et al., 2011).
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Samo prisustvo koprostanola smatra se indikatorom humanog fekalnog zagadenja (Murtaugh
i Bunch, 1967). Medutim, utvrdeno je da koli¢ina koprostanola vec¢a od 5-6% u odnosu na ukupnu
koli¢inu detektovanih sterola ukazuje na humano fekalno zagadenje u uzorcima iz zivotne sredine
(Devane et al., 2006). Osnova izbora koprostanola kao glavnog hemijskog markera zagadenja je
upravo njegova postojanost u zivotnoj sredini, posebno u anoksi¢nim uslovima, zbog ¢ega se koristi
za identifikaciju trenutnog, kratkoro¢nog zagadenja voda, ali i istorijskog, dugoro¢nog zagadenja
sedimenata.

U tabeli 2.4 navedeni su odnosi sterola koji se najcesc¢e koriste za odredivanje fekalnog
zagadenja poreklom od ¢oveka, dok su u tabeli 2.5 izdvojeni najvazniji odnosi sterola koji se koriste
za razlikovanje izmedu humanog i Zivotinjskog fekalnog zagadenja. Svi navedeni sterolni odnosi i
njihove grani¢ne vrednosti se koriste za identifikaciju zagadenja uzoraka vode, i rastvorne i
suspendovane frakcije, kao i za uzorke sedimenata.

U literaturi najcesce koriséen sterolni odnos za identifikaciju humanog zagadenja je koli¢nik
koprostanola i zbira koprostanola i holestanola (odnos br. 1, tabela 2.4; Grimalt et al., 1990; Kong et
al., 2015; Reichwaldt et al., 2017). Koprostanol i holestanol su izomeri koji nastaju razli¢itim
procesima redukcije holesterola (koprostanol u gastrointestinalnog traktu sisara, a holestanol
uglavnom u prirodnim nezagadenim sredinama), pa je njihov odnos vazan za razlikovanje izvora
zagadenja (Grimalt et al., 1990). Vrednost ovog odnosa veca od 0,7 ukazuje na humano fekalno
zagadenje, dok vrednosti ispod 0,3 ukazuju na izostanak humanog zagadenja. Opseg izmedu 0,3 10,7
smatra se nesigurnom oblas¢u za identifikaciju zagadenja.

Odnos br. 2 (koprostanol + epikoprostanol/(koprostanol + epikoprostanol + holestanol))
uzima u obzir mikrobiolosku transformaciju koprostanola u epikoprostanol i uticaj starosti fekalnog
zagadenja (Bull et al., 2002). Epikoprostanol je prisutan u tragovima u humanom fekalnom materijalu
i nastaje konverzijom koprostanola u procesu digestije mulja tokom tretmana otpadnih voda
(McCalley et al., 1981), ali i starenjem fekalnog materijala (Adnan et al., 2012). Zbog toga se
koncentracija epikoprostanola moze koristiti kao indikator nivoa preci§¢avanja otpadnih voda ili
starosti fekalnog zagadenja (Mudge i Seguel, 1999; Martins et al., 2007). Ovaj odnos ima iste
referentne vrednosti kao odnos br. 1.

Odnos koprostanol/holesterol (odnos br. 3) se smatra veoma pouzdanim odnosom za
razlikovanje izmedu izvora sterola, sa vredno$¢u > 1 koja ukazuje na antropogeni izvor i vredno$c¢u
< 1 tipiénom za vVisok unos iz prirodnih izvora (Zhang et al., 2008). Odnos br. 4
(koprostanol/(holesterol + holestanol)) je predlozen za identifikaciju humanog fekalnog unosa u
uzorcima iz Zivotne sredine, sa referentnom vredno$¢u > 0,06 koja se koristi za potvrdu uticaja
komunalnih otpadnih voda (Writer et al.,1995).

Odnos koprostanol/epikoprostanol (odnos br.5) se moze Kkoristiti za razlikovanje
antropogenog fekalnog unosa od unosa drugih sisara (Zhang et al., 2008). VVrednost odnosa veca
od 1,5 ukazuje na humano fekalno zagadenje. Odnos br. 6 (epikoprostanol/koprostanol) se smatra
pouzdanim odnosom za procenu nivoa precisc¢avanja otpadnih voda i razlikovanje uticaja tretiranih i
netretiranih komunalnih otpadnih voda (Martins et al., 2007), kao i za odredivanje starosti fekalne
materije (Adnan et al., 2012; Reichwaldt et al., 2017). Vrednost odnosa ispod 0,2 ukazuje na nedavni
unos sirove neprecis¢ene otpadne vode, dok vrednost iznad 0,8 sugeriSe da je izvor sterola ili tretirana
otpadna voda ili netretirana otpadna voda ispustena pre duzeg vremena.

Pored odnosa sterola koji se koriste za identifikaciju zagadenja koje poti¢e od komunalnih
otpadnih voda, predloZen je niz odnosa koji bi mogli da razlikuju humano i Zivotinjsko fekalno
zagadenje u Zzivotnoj sredini (tabela 2.5). Naime, na kvalitet reCne vode moze uticati i fekalno
zagadenje poreklom od razli¢itih zivotinja, posebno u poljoprivrednim oblastima sa praksom
rasprostiranja sto¢nog ili svinjskog stajskog dubriva (Jardé et al., 2007; Derrien et al., 2011; Jaffrezic
etal., 2011).
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Odnos br. 7 ((koprostanol + epikoprostanol)/holesterol) je predlozen na osnovu analize
kravljeg, svinjskog i zivinskog fekalnog materijala (Jardé et al., 2007). Pomo¢u ovog odnosa moze
se jasno razlikovati fekalno zagadenje poreklom od svinja od drugih izvora zagadenja, koriste¢i
referentnu vrednost ve¢u od 3,7. Vrednost odnosa ispod 0,7 ukazuje na zagadenje poreklom od krava,
dok vrednost mnogo veéa od 3,7 ukazuje na humano zagadenje.

Odnos br. 8 (sitostanol/koprostanol) se moze koristi da razlikovanje izmedu zagadenja
poreklom od krava (vrednost > 1) i svinja (< 1) u analiziranim uzorcima (Derrien et al., 2011;
Jaffrezic et al., 2011). Smatra se da vrednost odnosa manja od 1 ukazuje i na antropogeno zagadenje,
zajedno sa nizom markera koji se koriste za odredivanje porekla zagadenja (Gourmelon et al., 2010).

Koprostanol/holestanol odnos (odnos br. 9) moze identifikovati fekalno zagadenje poreklom
od biljojeda sisara/Coveka (vrednost > 0,5) i potencijalno ukazati na kontaminaciju poreklom od ptica
(<0,5; Devane et al., 2015). Takode, predloZzena su dva odnosa sterola specifiéna za fekalno
zagadenje poreklom od ptica (odnosi br. 10 i br. 11; Devane et al., 2015). Medutim, mnogi od ovih
odnosa (tabela 2.5) ukljucuju dva markera specifi¢na za zivotinje, 24-etilkoprostanol (24-etil-5p-
holestan-3p-ol) i 24-etilepikoprostanol (24-etil-5p-holestan-3a-ol). Ova dva sterola su glavni fekalni
biomarkeri biljojeda (Leeming et al., 1996; Devane et al., 2015; Nash et al., 2005) koji mogu pomo¢i
pri razlikovanju fekalne kontaminacije poreklom od ¢oveka i biljojeda sisara (Devane et al., 2015) ili
pri razlikovanju zagadenja poreklom od krava i svinja (Derrien et al., 2011; Jaffrezic et al., 2011).
Ipak, procena obima zivotinjskog fekalnog doprinosa u studiji bila je ograni¢ena zbog nedostatka ova
dva markera specifi¢na za zivotinje, ali i zbog Cinjenice da je dominantni izvor sterola u ispitivanom
podrucju — izlivanje netretiranih komunalnih otpadnih voda.
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Tabela 2.4. Odnosi sterola koji se koriste za odredivanje fekalnog zagadenja poreklom od ¢oveka

Vrednost odnosa koji
Odnos ukazuje na humano
Odnos sterola .
br. fekalno zagadenje
Da  Nesigurno  Ne

Literatura

Grimalt et al., 1990; Bull et al., 2002;

Devane et al., 2006; Martins et al., 2007;

Koprostanol Zhang et al., 2008; Jeanneau et al., 2011;

= Koprostanol + Holestanol >0.7 0307 <03 Adnan et al., 2012; Furtula et al., 2012;
Alsalahi et al., 2015; Kong et al., 2015;

Reichwaldt et al., 2017

Koprostanol + Epikoprostanol
2. , >0,7 0307 <03 Bulletal, 2002; Furtula et al., 2012
Koprostanol + Epikoprostanol + Holestanol

Zhang et al., 2008; Jeanneau et al., 2011;

3 Koprostanol >10 B <10 Adnan et al., 2012; Furtula et al., 2012;
' Holesterol ’ ’ Alsalahi et al., 2015; Kong et al., 2015;
Reichwaldt et al., 2017
Koprostanol Writer et al., 1995; Jeanneau et al., 2011;
4. > 0,06 — -
Holesterol + Holestanol Furtula et al., 2012
Koprostanol Devane et al., 2006; Zhang et al., 2008;
5. : >15 - <15 Furtula et al., 2012; Reichwaldt et al.,
Epikoprostanol 2017
Epikoprostanol Martins et al., 2007; Adnan et al., 2012;
6. < 7 <0,2 0,2-0,8 >0,8 Furtulaetal., 2012; Alsalahi et al., 2015;
oprostano Kong et al., 2015
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Tabela 2.5. Odnosi sterola koji se koriste za razlikovanje izmedu humanog i zivotinjskog fekalnog zagadenja

Odnos Odnos sterola \(rednost 0dno§a Literatura
br. (izvor zagadenja)
< 0,7 (krave)
. > 3,7 (svinje) Jardé et al., 2007
7 Koprostan:ll l+ ]'Eclplkloprostanol >>> 3.7 (ljudi)
olestero 0,9-2,2 (krave) .
15-6.8 (svinje) Derrien et al., 2011
1,5-3,3 (krave) :
0.2 1,0 (svinje) Derrien et al., 2011
Sitostanol
8. —_— >1 (krgvg) Jaffrezic et al., 2011
Koprostanol <1 (svinje)
> 1 (krave)
<1 (svinje/ljudi) Gourmelon et al., 2010
9. Koprostanol >0,5 (b_||jOjed| sisari/ljudi) Devane et al., 2015
Holestanol <0,5 ptice
10 Holestanol > 0,5 (ptice) Devane et al., 2015
' Holestanol + Koprostanol + Epikoprostanol =50 P B
11 24-Etilholestanol > 0,4 (ptice) Devane et al., 2015
' 24-Etilholestanol + 24-Etilkoprostanol + 24-Etilepikoprostanol =54 K
Koprostanol > 0,75 (krave)
12. R Devane et al., 2015
Koprostanol + 24-Etilkoprostanol < 0,3 (biljojedi sisari)
24-Etilkoprostanol e e
13. - — *x 100 > 5-6% (biljojedi sisari) Devane et al., 2015
Ukupni steroli
33-47% (krave) )
14 Koprostanol 100 44-67% (svinje) Derrien et al., 2011
. *
Koprostanol + 24-Etilkoprostanol < 50% (krave)

> 59% (svinje)

Jaffrezic etal., 2011
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2.9. Steroli i steroidni hormoni odabrani za analizu u prirodnim i otpadnim vodama

Steroidna jedinjenja koja su izabrana u ovom radu za identifikaciju, kvantifikaciju i praenje
u uzorcima prirodnih i otpadnih voda predstavljaju istaknute predstavnike svojih podgrupa, supstance
¢iji se efekti u zivotnoj sredini prate u mnogim studijama, ali koje nisu ukljucene u obavezne
monitoring programe. Osnovni razlog za ovakav izbor je njihov znacajan sadrzaj u komunalnim
otpadnim vodama, kao i njihova specifi¢nost kao indikatora porekla zagadenja. Pregledom literature
zakljuceno je da su dvadeset odabranih steroida (Sest humanih/Zivotinjskih sterola, pet biljnih sterola
I devet steroidnih hormona) najcesce analizirani u studijama U Svetu, u raznim matricama zivotne
sredine. U tabeli 2.6 dat je pregled trivijalnih i hemijskih (IUPAC) naziva odabranih steroidnih
jedinjenja, sa odgovaraju¢im CAS brojevima i nominalnim masama.

U ovom radu ispitivane su dve grupe steroidnih jedinjenja, steroli (humani/Zivotinjski i biljni)
I steroidni hormoni. Humani/Zivotinjski steroli paznju dobijaju kao supstance koje nastaju tokom
metabolizma i dominiraju u fekalnom materijalu ljudi i Zivotinja. Redukcijom holesterola, osnovne
gradivne supstance celijske membrane, U gastrointestinalnom traktu nastaju koprostanol,
epikoprostanol, holestanol i holestanon, kao najrasprostranjeniji produkti (slika 2.4; Mott et al.,
1980). Koprostanol je najistrazivaniji sterol, dominantan u humanom fekalnom otpadu, i najvazniji
hemijski indikator zagadenja humanog porekla (Leeming et al., 1996). Holestanol je njegov
termodinamicki najstabilniji izomer, najcesce prisutan u nezagadenim sredinama (Nishimura, 1982).
Epikoprostanol je prisutan u tragovima u fekalnom otpadu ¢oveka, a dugotrajna inkubacija fekalne
materije (u PPOV ili u prirodi) moze podstac¢i mikrobiolosku transformaciju koprostanola u
epikoprostanol (McCalley et al., 1981). Zbog toga odnos ova dva sterola moze razlikovati unos
tretirane i netretirane komunalne otpadne vode (Martins et al., 2007) ili moze ukazati na starost
fekalnog zagadenja (Adnan et al., 2012). Holestanon nastaje degradacijom holesterola pod aerobnim
uslovima, a epiholestanol pod anoksi¢nim uslovima, pa njihovo prisustvo ukazuje na intenzitet
aerobne ili anaerobne mikrobioloSke aktivnosti (Cordeiro et al., 2008; Prost et al., 2018).

Fitosteroli su prirodni konstituenti ¢elijske membrane biljaka, kao §to je to holesterol u
humanom/Zivotinjskom organizmu. Velike koncentracije ovih supstanci u prirodnim vodama ukazuju
na unos otpadnih voda iz domacinstava, bogatih biljnim uljima (Phillips et al., 2005). Takode, biljni
steroli imaju Siroku upotrebu kao suplementi jer uti¢u na snizavanje nivoa holesterola u plazmi
(Clifton, 2002). B-Sitosterol, zajedno sa stigmasterolom, kampesterolom i dezmosterolom se nalazi u
otpadnim vodama drvno-preradivacke industrije, industrije celuloze i papira (Mahmood-Khan i Hall,
2003). Sitostanol nastaje kao redukcioni proizvod transformacije P-sitosterola i kampesterola u
gastrointestinalnom traktu biljojeda, pa se moZe koristiti za identifikaciju fekalnog zagadenja koje
oni prouzrokuju (Gourmelon et al., 2010).
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Tabela 2.6. Trivijalni i hemijski nazivi odabranih steroidnih jedinjenja sa CAS brojevima i
nominalnim masama)

Steroid Hemijski (IUPAC-ov) naziv CAS broj Nom;r;e;lna
Steroli
Holesterol Holest-5-en-33-ol 57-88-5 386
Koprostanol 5B-Holestan-3p-ol 360-68-9 388
Humani/  Epikoprostanol 5B-Holestan-3a-ol 516-92-7 388
Zivotinjski
steroli Epiholestanol 5a-Holestan-3a-ol 516-95-0 388
Holestanol 5a-Holestan-3p-ol 80-97-7 388
Holestanon 5a-Holestan-3-on 566-88-1 386
B-Sitosterol 24-Etilholest-5-en-3p-ol 83-46-5 414
Stigmasterol 24-Etilholest-5,22-dien-3p-ol 83-48-7 412
sli:algg:i Kampesterol 24-Metilholest-5-en-3f-ol 474-62-4 400
Dezmosterol Holesta-5,24-dien-3-ol 313-04-2 384
Sitostanol 24-Etil-5a-holestan-3p-ol 83-45-4 416
Steroidni hormoni
Estriol (E3) 1,3,5(10)-Estratrien-3,160,17p-triol  50-27-1 288
Estron (E1) 1,3,5(10)-Estratrien-3-0l-17-on 53-16-7 270
E(;Irrr(r)\grr:: 17p-Estradiol (E2)  1,3,5(10)-Estratrien-3,17p-diol 50-28-2 272
17a-Estradiol 1,3,5(10)-Estratrien-3,17a-diol 57-91-0 272
Ekvilin 1,3,5(10),7-Estratetraen-3-0l-17-on  474-86-2 268
| | (lgg-zlitmllestradlol ;ﬁ,fﬁ(_ldoiz)-lEstratrlen-17a-et|n|I- 57-63-6 296
I e DS e g
Noretindron 4-Estren-17a-etinil-17p-o0l-3-on 68-22-4 298
Levonorgestrel 4-Estren-17o-etinil-18-homo- 6533-00-2 312

17B-0l-3-on (+/-)

Najvise istrazivana grupa steroidnih jedinjenja su steroidni hormoni, prirodni i sintetski.
Vecina prirodnih hormona poseduje svoje analoge u sintetskim supstancama koje su proizvedene kao
supstitucioni proizvodi. U radu je izabrano pet prirodnih estrogena (estriol, estron, 17a-estradiol, 17f-
estradiol, ekvilin) i Cetiri sintetska hormona (estrogeni 17a-etinilestradiol i mestranol, i gestageni
noretindron i levonorgestrel). Prirodni estrogeni stimuliSu razvoj Zzenskih polnih karakteristika i
reproduktivnog sistema, dok se sintetski steroidni hormoni koriste u medicinske svrhe, poput lecenja
neplodnosti, ali i za kontracepciju (Mat&jicek i Kuban, 2007). Sintetski estrogeni imaju veliku
primenu kao promoteri rasta domacih zivotinja u stocarstvu (Blackwell et al., 2014).
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2.10. Priprema uzoraka vode za odredivanje tragova steroidnih jedinjenja

Koncentracije steroidnih jedinjenja u prirodnim i otpadnim vodama su niske, te je priprema
ovakvih uzoraka neophodan korak da bi analiti bili koncentrovani i kvantifikovani primenom
instrumentalnih metoda. Prilikom predkoncentrisanja, koncentruju se i sastojci vodene matrice
(organskog ili neorganskog porekla) koji mogu ometati analizu, pa je neophodno ih ukloniti ili
smanjiti njihov uticaj i pripremiti uzorak tako da se izoluju i koncentriSu samo analiti od interesa.
Instrumentalna metoda za kvantitativnu analizu, kao i fizicko-hemijska svojstva analita (kiselo-bazna
Svojstva, isparljivost, stabilnost, rastvorljivost u vodi i organskim rastvarac¢ima) i oblik uzorka (tecan,
Cvrsti, polu-¢vrsti itd.) odreduju koja ¢e metoda pripreme biti upotrebljena. Optimalna je ona metoda
koja je jednostavna, efikasna, selektivna, ekonomi¢na, zahteva razumno vreme, a moze se
kombinovati sa Sirokim spektrom instrumentalnih metoda za kvantifikaciju analita (MARLAP
Manual, 2004).

Tragovi steroidnih jedinjenja u vodenim matricama mogu se predkoncentrisati upotrebom dve
metode: tecno-tecne i teéno-Cvrste ekstrakcije. Primenom tecno-tecne ekstrakcije, analizirana
supstanca se ekstrahuje iz jedne tecne faze u drugu u kojoj je njena rastvorljivost veca. Jednostavnost
primene i aparature, kao i cena, su prednosti ove metode ekstrakcije. Medutim, nedostaci su mala
selektivnost, mali broj rastvaraca koji su nemesljivi i velika zapremina (sa aspekta zaStite Zivotne
sredine) utrosenog rastvaraca (Silvestre et al., 2009). Za ekstrakciju zagadujucih supstanci iz vodenih
uzoraka iz Zivotne sredine Siroko se koriste i te¢no-fazne mikroekstrakcione metode (eng. liquid-
phase microextraction, LPME). Medu njima, najvisSe su u upotrebi disperzivna tecno-te¢na
mikroekstrakcija (eng. dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME) 1 te¢no-te¢na
mikroekstrakcija uz pomo¢ vorteksa (eng. vortex-assisted liquid-liquid microextraction) (Hashemi et
al., 2017). DLLME metoda se zasniva na upotrebi ekstrakcionog i disperzivnog rastvaraca pomocu
kojih se organske zagadujuce supstance odvajaju u vidu kapljica od vodenog uzorka i analiziraju
(Chang i Huang, 2010).

Kod te¢no-Cvrste ekstrakcije, raspodela analita se vrs$i izmedu tecnog uzorka i Cvrstog
sorbenta. Uzorak vode se propusta kroz poroznu ¢vrstu fazu koja ima veliki afinitet prema analitima
koji se tako zadrzavaju na sorbentu, a zatim eluiraju izborom odgovarajuéeg rastvaraca. Najcesce
upotrebljivane te¢no-Cvrste metode za ekstrakciju i predkoncentrisanje steroidnih jedinjenja iz
vodenih uzoraka su ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid-phase extraction, SPE) i mikroekstrakcija
na ¢vrstoj fazi (eng. solid-phase microextraction, SPME) (Andaluri et al., 2017). Medutim, SPE
metoda se mnogo vise upotrebljava zbog vece osetljivosti, tj. nizih koncentracija koje mogu da se
odrede koris¢enjem ove metode. Prednosti SPE metode su brzina, efikasnost, manja potro$nja
organskih rastvarata, kao i moguénost automatizovanja, a ograni¢enje je upotreba skupih
jednokratnih kolona pakovanih ¢vrstom fazom (LOpez de Alda i Barceld, 2001).

Procedura ekstrakcije na ¢vrstoj fazi prikazana je naslici 2.7. Nakon izbora odgovaraju¢e SPE
kolone, eksperimentalnu proceduru ¢ine Cetiri osnovna koraka:

1. kondicioniranje kolone — propustanje male zapremine odgovarajueg rastvaraa kroz
pakovanje kolone u cilju pripreme sorbenta za adsorpciju analita

2. nanoSenje uzorka — propustanje uzorka vode kroz kolonu, pri ¢emu se analit adsorbuje na
pakovanje kolone

3. ispiranje kolone — propustanje minimalne zapremine odgovarajuceg rastvaraca (obi¢no
dejonizovane vode sa malim sadrzajem organskog rastvaraca) kroz kolonu radi uklanjanja
necistoca i soli iz uzorka vode koji su se zadrzali na sorbentu

4. eluiranje analita — propustanje odgovarajuceg rastvara¢a u kojem se analit dobro rastvara i
njegovo desorbovanje sa pakovanja kolone
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Slika 2.7. Prikaz ekstrakcije na ¢vrstoj fazi

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi podrazumeva upotrebu kertridza (kolona, $priceva, diskova) koji
su napunjeni odgovaraju¢om masom (mg ili g) sorbenta, a koji mogu biti razli¢itih oblika 1 zapremina,
napravljeni od razli¢itih materijala (stakleni/polietilenski/polipropilenski) (slika 2.8). Veli¢ina Cestica
sorbenta kojim se kertridzi pune tipi¢no se krece u opsegu 40-60 um. Pakovanje sorbenta unutar
kertridza drze porozne teflonske ili polietilenske/polipropilenske frite. Debljina sloja sorbenta treba
da bude dovoljna da dopusti lagan protok uzorka vode kroz kertridZ, a da efikasno zadrzi analite od
interesa tako da ne dode do proboja (eng. breakthrough) kertridza, jer u tom slucaju dolazi do ispiranja
analita sa sorbenta. Uzorak se propusta kroz sorbent gravitacijom ili uz pomoc¢ pritiska ili vakuuma.
Vodeni uzorak mora biti prethodno profiltriran, a postoje i kertridzi koji imaju integrisane filtere
(Hennion, 1999). U zavisnosti od zapremine uzorka koji se propusta kroz sorbent, postoje razliciti
Spricevi i diskovi za brzo filtriranje i propustanje uzorka, a zatim i eluiranje. Upotrebom tzv.
laminarnih ekstrakcionih diskova moguce je u roku od 5 minuta izvr$iti nanosenje 1 L uzorka na
sorbent bez prethodnog filtriranja, $to je veoma znacajno u obradi velikog broja uzoraka (Pichon et
al., 1998).

Specifi¢ne interakcije analita iz vodenog uzorka sa sorbentom odreduju tip ekstrakcije na
¢vrstoj fazi. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi moze biti (Hennion, 1999):

1. normalno-fazna (nepolarna matrica uzorka, polarni analiti i sorbent). Sorbenti: hemijski
modifikovani silikatni materijali sa vezanim polarnim funkcionalnim grupama.

2. reverzno-fazna (polarna matrica uzorka, nepolaran/slabo polaran analit i nepolaran sorbent).
Sorbenti: silikatni materijali modifikovani nepolarnim alkil (C1g i Cg) ili aril grupama.

3. jonoizmenjivacka (sorbent sa katjonskim/anjonskim funkcionalnim grupama zadrzava jone
analita suprotnog naelektrisanja).

Za ekstrakciju steroidnih jedinjenja iz vodenih uzoraka najéesée se koristi reverzno-fazna SPE
metoda, uz koris¢enje C18 sorbenta, tj. silikatnog materijala modifikovanog C18-grupama (Noblet et
al., 2004; Vulliet et al., 2008; Zali et al., 2021). Prilikom modifikovanja silikatnog materija, poput
silika-gela, nije moguce ostvariti reakciju sa svim raspolozivim silanolnim grupama, pa se one koje
nisu derivatizovane ¢esto dalje modifikuju kako bi im se smanjila aktivnost. To se obicno radi uz
pomo¢ reagensa sa trimetilsilil-grupama (npr. trimetilsilil-hlorid). Ovaj postupak se naziva ,,end-
capping‘ 1 smanjuje nezeljene interakcije polarnih ili naelektrisanih analita sa pakovanjem. Tokom
postupka nastaje manje polaran i manje kiseo silikatni materijal (Hennion, 1999).
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Slika 2.8. Kolone za izvodenje ekstrakcije na ¢vrstoj fazi
(AuroraPro Scientific, 2023; GenPore, 2023)

Ekstrakcija zagaduju¢ih supstanci iz vodenih uzoraka iz zivotne sredine je posebno
unapredena uvodenjem polimernih sorbenata. Ovi materijali su omoguéili multirezidualnu
ekstrakciju Sirokog spektra supstanci sa veoma razli¢itom polarnoséu i razli¢itim Kkiselo-baznim
svojstvima. Najcesce koriscen polimerni sorbent za ekstrakciju tragova emergentnih zagadujucih
supstanci iz vodenih uzoraka je HLB (eng. hydrophilic-lipophilic balance) sorbent (Oasis, Waters,
SAD), sa uravnotezenim hidrofilnim i lipofilnim svojstvima koji omogucava ekstrakciju kiselih,
neutralnih i baznih analita u Sirokom opsegu vrednosti pH. Hidrofilna svojstva poti¢u od N-
vinilpirolidona, a lipofilna svojstva od divinilbenzena. U mnogim studijama je upotrebljen za
ekstrakciju i predkoncentrisanje steroidnih jedinjenja (Gourmelon et al., 2010; Andrési et al., 2013;
Chou et al., 2015). Cesto su u upotrebi i SPE kolone pakovane kopolimerom stirena i divinilbenzena,
ali se obi¢no Koriste zajedno sa kolonama punjenim nepolarnim sorbentom poput ugljeni¢nog (Kong
et al., 2015) ili C18 (Wang et al., 2012).

Na efikasnost ekstrakcije analita veoma uti¢e pH-vrednost uzorka vode jer odreduje hemijski
oblik analita, njegovu stabilnost i interakciju sa sorbentom (Diaz-Cruz i Barcel6, 2005). Veliki uticaj
na efikasnost ekstrakcije, ali i na instrumentalnu analizu, imaju sastojci matrice prirodnih i otpadnih
voda koji mogu da se eluiraju zajedno sa analitima od interesa. Njihov uticaj je veéi na nizim pH-
vrednostima. Prisustvo sastojaka matrice moze uticati na smanjenje adsorpcije analita, ali i na brze
dostizanje proboja kertridza. Takode, moze do¢i do smanjenja efikasnosti jonizacije analita i
ometanja njihove detekcije (Pichon et al., 1998).
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Na slici 2.9 je prikazana aparatura neophodna za izvodenje ekstrakcije na Cvrstoj fazi, za
istovremenu ekstrakciju veceg broja uzoraka. Aparatura se sastoji od staklene kade sa izvodom za
vezivanje vakuum pumpe. Na izvodu se nalazi manometar koji regulise pritisak. Staklena kada se
zatvara perforiranim poklopcem na Kkoji se postavljaju SPE kolone pakovane odabranim sorbentom.
Unutar kade se postavlja stalak sa kivetama tako da se ispod svake kolone nalazi kiveta u kojoj se
sakuplja ekstrakt dobijen eluiranjem sorbenta pogodnim rastvara¢em.

Slika 2.9. Aparatura za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Biocomma, 2023; Coleparmer, 2023)

2.11. Ekstrakcija suspendovanog materijala uzoraka vode za odredivanje tragova steroidnih
jedinjenja

Za ekstrakciju analita iz suspendovanog materijala uzoraka vode mogu da se koriste sledece
metode:

Soksletova ekstrakcija (eng. Soxhlet extraction)

ultrazvuéna ekstrakcija (eng. ultrasonic extraction)

mikrotalasna ekstrakcija (eng. microwave-assisted extraction)
te¢na ekstrakcija pod pritiskom (eng. pressurized liquid extraction)

el N =

Soksletova ekstrakcija je najceSce koriS¢ena metoda ekstrakcije organskih jedinjenja iz ¢vrstih
matrica. Prednosti metode su jednostavnost i ekonomicnost. U poredenju sa drugim metodama,
nedostaci Soksletove ekstrakcije su trajanje (6—24 h) i upotreba velike koli¢ine rastvaraca (150—
500 mL). Zbog koris¢enja velikih zapremina rastvaraca, neophodno je uparavanje uzorka nakon
ekstrakcije, a iskoriS¢eni organski rastvara¢ predstavlja problem po Zivotnu sredinu (Morales-Mufioz
et al., 2005).

Kod ultrazvucne ekstrakcije, za homogenizaciju i ekstrakciju analita iz ¢vrstih uzoraka koriste
se ultrazvucni talasi. Prednosti metode su trajanje (10—-60 min) i upotreba manjih zapremina organskih
rastvaraca. Ova metoda se odvija na sobnoj temperaturi i atmosferskom pritisku (Liu et al., 2011a).

Kod mikrotalasne ekstrakcije, zagrevanjem organskog rastvaraca u mikrotalasnoj pecnici
postiZe se ekstrakcija organskih zagadujucih supstanci iz ¢vrstih matrica. Prednost metode je vreme
ekstrakcije (10-30 min) i manja zapremina rastvarac¢a (10—-70 mL) (Liu et al., 2004).
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Tecna ekstrakcija pod pritiskom se odvija na visokim pritiscima (7-21 MPa) i temperaturama
od 40 °C do 200 °C. Na poviSenim pritiscima i temperaturama ekstrakcija rastvara¢em je efikasnija
zbog vece rastvorljivosti 1 bolje interakcije rastvaraca sa ¢vrstom matricom. Naime, na povisenom
pritisku rastvarac ostaje teCan iznad temperature kljucanja, Sto omogucava bolje prodiranje u matricu
uzorka. Metoda je brza (15-20 min) i efikasna, sa malim utro§kom rastvaraca (15—40 mL) (Zhang et
al., 2011; Herrero et al., 2013).

2.12. Instrumentalne metode za analizu tragova steroidnih jedinjenja

Savremene analiticke metode se razvijaju u skladu sa izazovom odredivanja sve nizih
koncentracija zagaduju¢ih supstanci u raznovrsnim matricama zivotne sredine. Odabir analiticke
metode zavisi prvenstveno od prirode i fizicko-hemijskih svojstava supstanci, ali i od koncentracionih
nivoa u zivotnoj sredini. Kada je u pitanju odredivanje tragova organskih jedinjenja u uzorcima iz
zivotne sredine, hromatografske tehnike su nezaobilazne. Te¢na hromatografija (eng. liquid
chromatography, LC) i gasna hromatografija (eng. gas chromatography, GC), u sprezi sa veoma
osetljivim metodama detekcije, kao Sto su masena spektrometrija (eng. mass spectrometry, MS),
tandem masena spektrometrija (MS/MS) i masena spektrometrija visoke rezolucije (eng. high
resolution mass spectrometry, HRMS), su naj¢esée koris¢ene metode za analizu sterola i steroidnih
hormona. Za analizu sterola generalno se koristi GC-MS metoda (Gourmelon et al., 2010; Lee et al.,
2011). Medutim, ova metoda je pogodnija za termicki stabilne i isparljive supstance, a steroli to nisu.
Ovo ogranicenje se moze prevazi¢i prevodenjem u derivate, a ovaj korak u pripremi uzoraka zahteva
dodatno vreme i troSkove (Wu et al., 2009). Priprema razli¢itih vrsta uzoraka za analizu podrazumeva
upotrebu razli¢itih metoda u cilju koncentrisanja analita od interesa, kao 1 smanjenja ili eliminisanja
uticaja necistoca iz matrice.

LC-MS metoda se Siroko primenjuje za analizu steroidnih hormona u povr§inskim vodama
(Lima Gomes et al., 2013; Chou et al., 2015; Rechsteiner et al., 2020), podzemnim vodama (Vulliet
et al., 2008) i sedimentima (Wang et al., 2012), kao i u otpadnim vodama (Chen et al., 2009; Guo et
al., 2013), procednim vodama deponija (Masoner et al., 2016) i u vodi za pic¢e (Naldi et al., 2016).
Sto se sterola ti¢e, LC-MS se najvise koristi za analizu biljnih sterola u bioloskim uzorcima (Baila-
Rueda et al., 2013; John et al., 2014) i biljnim uljima (Martinez-Vidal et al., 2007). U literaturi se
moze naci svega nekoliko radova dve grupe autora o LC-MS analizi humanih/Zivotinjskih 1 biljnih
sterola u sedimentima (Mati¢ et al., 2014; Bataglion et al., 2015, 2016), dok su vodeni uzorci iz
Zivotne sredine analizirani LC-MS metodom na prisustvo sterola u samo jednom radu (Wang i
Gardinali, 2012). Sadrzaj sterola i steroidnih hormona u suspendovanoj materiji vodenih uzoraka
nikada nije ispitivan LC-MS metodom.

Posto steroli i steroidni hormoni pripadaju istoj hemijskoj grupi steroidnih jedinjenja i imaju
iste puteve dospevanja u Zivotnu sredinu, postoji potreba za metodom za njihovo istovremeno
odredivanje. Ipak, u literaturi je zabelezen mali broj metoda za njihovu zajednicku analizu, a gotovo
sve se zasnivaju na primeni gasne hromatografije u sprezi sa masenom spektrometrijom (Furtula et
al., 2012; Andrasi et al., 2013; Gottschall et al., 2013) ili masenom spektrometrijom visoke rezolucije
(lkonomou et al., 2008). Zajednicka analiza sterola i steroidnih hormona uz upotrebu tecne
hromatografije u sprezi sa masenom hromatografijom u literaturi je izuzetno retka. Objavljene su dve
metode za istovremenu LC-MS analizu sterola i steroidnih hormona (Wang i Gardinali, 2012; Mati¢
et al., 2014). Medutim, u studiji iz 2014. godine, ¢etiri humana/Zivotinjska sterola nisu potpuno
hromatografski razdvojeni, ve¢ su detektovani kao triplet u masenom hromatogramu.
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2.12.1. Tecna hromatografija visokih performansi

Te¢na hromatografija visokih performansi (eng. high performance liquid chromatography,
HPLC) je najceS¢e koriS¢ena tehnika te¢ne hromatografije za razdvajanje komponenata smese
organskih jedinjenja, koje se zatim identifikuju i kvantifikuju spektroskopskim metodama. Osnovni
principi HPLC tehnike su (Gika et al., 2016):

v Razdvajanje komponenata sme$e se odvija u koloni, na osnovu razli¢itih interakcija
komponenata sa stacionarnom i mobilnom fazom.

v’ Stacionarna faza je materijal sa veoma malim Cesticama i time velikom kontaktnom
povrsinom i predstavlja pakovanje hromatografske kolone.

v Mobilna faza je rastvarag ili smeSa rastvaraca koja pod visokim pritiskom prolazi kroz kolonu.

v" Uzorak se injektuje u tok mobilne faze neposredno pre kolone.

v/ Komponente uzorka prolaze kroz kolonu razli¢itim brzinama zbog razliGitog stepena
interakcije sa stacionarnom fazom.

v Nakon napustanja kolone, razdvojene komponente se detektuju, a detektor $alje signal
raunaru.

v Kona¢ni rezultat je hromatogram koji omogucava identifikaciju i kvantifikaciju detektovanih
komponenata smese.

Zbog razlicitih interakcija komponenata smeSe Sa stacionarnom i mobilnom fazom,
zadrzavanje supstanci u hromatografskom sistemu razli¢ito traje i predstavlja retenciono vreme.
Kvalitativna analiza se izvodi poredenjem retencionog vremena analita iz uzorka sa retencionim
vremenom analita iz standardnog rastvora, pod istim eksperimentalnim uslovima. Medutim,
retenciono vreme nije dovoljno specifi¢no za pouzdanu identifikaciju analita, pa se taj problem resava
kombinovanjem te¢ne hromatografije sa tehnikama koje pruzaju dodatne informacije o analitu, poput
masene spektrometrije.

Tecna hromatografija visokih performansi je metoda izbora za supstance razli¢itih polarnosti,
koje su termicki nestabilne i slabo isparljive. Mobilna faza se primenjuje pod visokim pritiskom koji
ne bi smeo da prede 400 bar. Sastoji se od smese rastvaraca, a analit mora da bude rastvoran u jednom
od njih. Mobilna faza takode mora biti visoke ¢istoce, hemijski inertna i kompatibilna sa detektorom.
Kroz HPLC sistem moze proticati izokratski (Sastav se ne menja tokom vremena, pri konstantnom
protoku) ili gradijentno (udeo rastvaraca se menja tokom vremena, pri konstantnom ili promenljivom
protoku). Hromatografska kolona se sastoji od cilindri¢nog kucéista od nerdajuceg ¢elika, duzine od
50 do 500 mm, sa pakovanjem veli¢ine ¢estica 3—10 pum. Cestice su obiéno sfernog oblika, ujednacene
veli¢ine, silikatnog ili polimernog sastava, sa odredenim brojem modifikovanih aktivnih centara sa
specificnim hemijskim grupama neophodnim za specifi¢ne interakcije. Stacionarna faza mora da
bude nerastvorljiva u mobilnoj fazi, stabilna na promene pritiska, temperature i pH-vrednosti. Velika
specificna povrsina pakovanja kolone omogucava Vvisok stepen razdvajanja, tj. visoku rezoluciju
(Gika et al., 2016).

Osnovni delovi HPLC uredaja su prikazani na slici 2.10:

boce sa rastvaracima koji ¢ine mobilnu fazu

pumpa (obezbeduje visok pritisak i stabilan protok mobilne faze)
injektor (sistem za unoSenje uzorka u tok mobilne faze)

kolona (sa stacionarnom fazom)

detektor (UV, maseni, itd.)

racunar (sistem za obradu podataka)
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Slika 2.10. Osnovni delovi tecnog hromatografa visokih performansi

2.12.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je analiticka tehnika kojom se komponente uzorka identifikuju prema
odnosu njihove mase i naelektrisanja (m/z). Jedna od najvaznijih prednosti ove metode je izuzetna
osetljivost 1 moguénost razlikovanja hemijskih supstanci u kompleksnoj smeSi. Masena
spektrometrija se koristi za odredivanje sastava nepoznatog uzorka (kvalitativna analiza), izotopskog
sastava uzorka, strukture molekula na osnovu fragmentacije molekula, molarne mase supstance,
koli¢ine supstance u uzorku (kvantitativna analiza), fizi¢kih i hemijskih svojstava materije, kao i za
proucavanje ponasanja jona u vakuumu. Ova tehnika se zasniva na jonizaciji uzorka, pri ¢emu se
dobijaju molekulski joni ili njihovi fragmenti, a zatim se meri njihov m/z odnos. Postupak analize u
masenom spektrometru se sastoji od unosenja uzorka, jonizacije uzorka nekom od razli¢itih tehnika
jonizacije (u jonskom izvoru), razdvajanju jona dejstvom elektri¢nog i/ili magnetnog polja na osnovu
m/z odnosa (u masenom analizatoru), detekcije jona i dobijanju masenog spektra uzorka. Maseni
spektar predstavlja graficki prikaz odnosa relativne koli¢ine jona i vrednosti m/z odnosa. U njemu se
mogu naci molekulski joni (daju podatak o masi molekula uzorka), fragmentni joni (daju podatak o
strukturi molekula uzorka), izotopski joni (daju podatak o elementarnom sastavu molekula uzorka),
preuredeni joni nastali gubitkom malih neutralnih molekula (npr. H20, HCN) i viSestruko
naelektrisani joni (Herbert i Johnstone, 2002).

Za izvodenje maseno-spektrometrijske analize potrebne su vakuum pumpe koje obezbeduju
vakuum (obi¢no 10°-10~" Torr, 1 Torr = 133,3 Pa) neophodan za spre¢avanje sudaranja jona sa
molekulima inertnog gasa (najcesc¢e He ili Ar) ili vazduha u masenom analizatoru, na putu od jonskog
izvora do detektora, $to bi dovelo do njihovog razelektrisavanja (Abian, 1999).

2.12.2.1. Tehnike jonizacije

Za jonizaciju uzorka u jonskom izvoru masenog spektrometra mogu se Koristiti razlicite
tehnike (Voyksner, 1994; Herbert i Johnstone, 2002):

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

termosprej jonizacija (eng. thermospray ionization, TS)

hemijska jonizacija (eng. chemical ionization, CI)

hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku (eng. atmospheric pressure chemical ionization,
APCI)

elektrosprej jonizacija (eng. electrospray ionization, ESI)

e MALDI (eng. matrix-assisted laser desorption ionization) itd.
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APCI i ESI spadaju u ,meke* jonizacione tehnike pri kojima dolazi do ogranicene
fragmentacije molekula analita. Obe tehnike se odigravaju na atmosferskom pritisku i najcesce se
koriste u LC-MS analizi. Kod APCI, jonizacija se odigrava u gasnoj fazi, za razliku od ESI kod koje
se desava u te¢noj fazi (Dong et al., 2018). Za jonizaciju polarnijih analita naj¢esc¢e se koristi ESI,
dok se APCI obi¢no koristi za jonizaciju srednje i slabo polarnih analita (Abian, 1999; Hol¢apek et
al., 2012). Kao slabo polarna jedinjenja, steroli ne jonizuju u elektrosprej izvoru, dok se polarniji
steroidni hormoni mogu jonizovati kori§¢éenjem obe tehnike. Zbog toga je u zajedni¢koj metodi za
analizu tragova sterola i steroidnih hormona pogodniji APCI za jonizaciju svih ispitivanih analita.

Na slici 2.11 prikazan je mehanizam delovanja APCI jonskog izvora. Proces zapocinje tako
Sto se rastvor analita uvodi u pneumatski rasprsivac, gde se u struji azota formira sprej. Nastale
kapljice se zatim desolvatizuju u zagrejanoj kvarcnoj cevi, a analiti iz uzorka se prevode u gasovito
stanje. Pomocu elektricnog praznjenja (eng. corona discharge) nastaje niz primarnih i sekundarnih
jona koji u daljim sudarima sa molekulima analita formiraju jone analita, najces¢e protonovane
molekule [M+H]* (slika 2.12). Formirani joni prolaze kroz jonsku kapilaru do masenog analizatora
(Abian, 1999; Weston, 2010).

Elektriéno praznjenje

Atmosferski pritisak

Vakuum
Rastvor
analita T
aseni
—_—r —

analizator

f| Grejaé 1 j Vaktim pumpa

Rasprsujuéi gas

Slika 2.11. Prikaz hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku (Dong et al., 2018)
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Slika 2.12. Prikaz APCI tehnike i jona koji nastaju elektri¢nim praznjenjem (Gates, 2022)
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Prednosti upotrebe APCI tehnike za jonizaciju analita su (Ardrey, 2003; Dong et al., 2018):

1ako je analit izloZzen ve¢im temperaturama (nego kod npr. elektrospreja), termicki nestabilna
jedinjenja se mogu proucavati bez razlaganja

optimalna je za jonizaciju slabo do umereno polarnih jedinjenja

kao ,,meka“ tehnika jonizacije, omogucava odredivanje molekulske mase analita koji se
proucava

moze da se primenjuje pri protocima mobilne faze do 2 mL min™*

manje je osetljiva na prisustvo pufera u mobilnoj fazi (od npr. ESI)

manje je osetljiva na promene eksperimentalnih uslova (od npr. ESI)

Nedostaci APCI tehnike su (Ardrey, 2003; Dong et al., 2018):

spektri mogu sadrzati adukte analita sa sastojcima mobilne faze koji mogu ometati
interpretaciju rezultata

ako se ne koristi MS/MS fragmentacija, strukturne informacije o analitu nisu dostupne
jonizacija nije efikasna pri veoma malim protocima mobilne faze

2.12.2.2. Maseni analizatori

Nakon jonizacije u jonskom izvoru, joni analita ulaze u maseni analizator koji se nalazi pod

vakuumom. Postoji veliki broj masenih analizatora kod kojih se na razli¢ite naine vrsi separacija
jona na osnovu m/z odnosa, kao $to su:

magnetni analizator

analizator vremena preleta jona (eng. time of flight, TOF)
kvadrupol

jonski trap

orbitrap i dr.

Kvadrupolne elektrode Detektor

Izlazni prorez
jona ka
detektoru

Jonsktz¥or : Stabilne putanje jona
i (detektovani joni)

Nestabilne putanje jona
(nedetektovani joni)

Prorez na
jonskom
izvoru za
propustanje
jona

Slika 2.13. Prikaz kvadrupolnog masenog analizatora (Cajka et al., 2008)
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Kod magnetnog analizatora se separacija jona odvija u magnetnom polju, kod kvadrupola u
elektricnom polju, a kod jonskog trapa u trodimenzionalnom elektricnom polju. Selektivnost
masenog analizatora zavisi od rezolucije, opsega molekulskih masa i brzine snimanja spektra, a izbor
analizatora zavisi od zahteva analize. Nemacki fizi¢ar Volfgang Pol (Wolfgang Paul) je 50-ih godina
20. veka opisao uspes$no razvijen kvadrupolni analizator iz koga je kasnije nastao jonski trap.
Primenom definisane radiofrekvencije i stalnih potencijala izmedu Cetiri paralelne elektrode dolazi
do separacije jona tako da samo oni sa m/z odnosom u okviru odredenog raspona mogu izvoditi
oscilacije konstantne amplitude, imati stabilne putanje i prikupljati se na kraju analizatora, kroz prorez
ka detektoru (slika 2.13). Volfgang Pol je 1989. godine dobio Nobelovu nagradu iz fizike za ovaj
pronalazak (Dong et al., 2018).

Tanjirasta elektroda ulaz Tanjirasta elektroda izlaz

Prstenasta elektroda

O
O O Detektor

JonskKi iZVOr e

Slika 2.14. Prikaz 3D jonskog trapa (Cajka et al., 2008)

Jonski trap je maseni analizator niske rezolucije, visoke osetljivosti, sa moguénoséu
skeniranja vise jonskih proizvoda. Sastoji se od jedne cilindri¢ne prstenaste elektrode i dve elektrode
tanjirastog oblika (slika 2.14). Jedna od tanjirastih elektroda ima centralni otvor kroz koji se joni
uvode u trap, dok druga tanjirasta elektroda ima nekoliko otvora kroz koje joni prolaze do detektora.
Unutar trapa joni se kre¢u po stabilnim trodimenzionalnim putanjama i mogu se ¢uvati u trapu od
nekoliko milisekundi do nekoliko sati. U 3D jonskom trapu je prisutan i helijum koji u sudaru sa
jonima smiruje njihove oscilacije i stabilise ih. Promenom elektri¢nog polja prstenaste elektrode joni
se izbacuju iz trapa na osnovu m/z odnosa do detektora, pri ¢emu se dobija maseni spektar (March,
1998).

U poredenju sa trodimenzionalnim jonskim trapom, linearni trap (2D trap) ima veci kapacitet
skladiStenja jona, Sto doprinosi povecanju opsega analitickog odredivanja i osetljivosti masenog
analizatora. Linearni jonski trap se sastoji od dva para elektroda koje su podeljene u tri segmenta
(slika 2.15). Cetiri elektrode su tako postavljene da se u sredi§njem segmentu dve naspramne
elektrode nalaze prorezi za izbacivanje jona ka detektoru. Prilikom uvodenja jona u trap, svaki
segment elektroda se nalazi na razli¢itom naponu. U trapu se nalazi inertan gas, naj¢e$¢e helijum,
kako bi se interakcije jona svele na minimum i obezbedile njihove stabilne putanje. Povec¢anjem
napona, joni se prema m/z odnosu izbacuju iz trapa kroz proreze na elektrodama ka detektoru (Herbert
i Johnstone, 2002; Douglas et al., 2005).
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5

Slika 2.15. Prikaz 2D linearnog jonskog trapa (Douglas et al., 2005)

2.12.2.3. Tandem masena spektrometrija

Vaznost masene spektrometrije kao tehnike je u tome $§to moze da obezbedi informaciju o
molekulskoj masi analita, ali i informacije koje se odnose na strukturu molekula analita, a koje se
mogu dobiti fragmentacijom. Postoje dva nac¢ina na koje se ovo moze ostvariti. Jedan od njih je tzv.
fragmentacija u izvoru (eng. in source fragmentation), a drugi nacin je primena tandem masene
spektrometrije (MS/MS). Tandem masena spektrometrija je tehnika u kojoj se prvo izoluju joni od
interesa, a zatim vrsi njihova fragmentacija (putem sudara sa inertnim gasom) i analiza dobijenih
fragmentnih jona. Selekcija jona, fragmentacija i naknadna analiza proizvoda se u jonskom trapu
izvodi u istom prostoru, ali u razli¢ito vreme. Jedna od bitnih prednosti jonskog trapa u odnosu na
druge masene analizatore je moguénost viSestepene tandem masene spektrometrije (MS"), gde n
predstavlja broj konsekutivnih reakcija fragmentacije. Ovo je vazno kod analita sa istom
molekulskom masom koji ¢e imati razli¢ite fragmentne jone, ¢ime ¢e se nedvosmisleno utvrditi o
kom analitu se radi. Prednost tandem masene spektrometrije je i ta da je moguce identifikovati i
razlikovati supstance koje nisu potpuno hromatografski razdvojene. Medutim, u slucaju izomernih
jedinjenja, koja imaju identi¢ne molekulske mase i fragmentne jone, ipak je neophodno posti¢i
potpuno hromatografsko razdvajanje (Herbert i Johnstone, 2002; Ardrey, 2003).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
3.1. Priprema rastvora odabranih steroidnih jedinjenja i kori§¢eni reagensi
U tabeli 3.1 prikazane su hemijske strukture i nominalne mase odabranih

humanih/Zivotinjskih i biljnih sterola, kao i prirodnih i sintetskih steroidnih hormona.

Tabela 3.1. Hemijske i strukturne formule i nominalne mase odabranih steroidnih jedinjenja

Steroid Hemijska formula Nominalna masa Hemijska struktura
Humani/Zivotinjski steroli

Holestanon C27H460 386 /Oigjg\/w/
O/

Holesterol C27H460 386 /@q/
HO
Koprostanol C27H150 388 /C}igjg\ﬁ/
HO
M
Epikoprostanol C27H480 388 @
o'
N
Epiholestanol C27H40 388 @:SﬁVW/
o'
q
Holestanol C27H4g0 388
HO
H
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Tabela 3.1 (nastavak)

Eksperimentalni deo

Steroid Hemijska formula Nominalna masa Hemijska struktura
Biljni steroli
B-Sitosterol Ca9Hs00 414 ﬁtg:g\g\(

HO

N

Stigmasterol C29H480 412

HO
Kampesterol C2sH480 400

HO

™

Dezmosterol C27H440 384 /Ctgjg\ﬁ/

HO
Sitostanol C29Hs5,0 416

HO

H
Prirodni hormoni
OH
. =t OH

Estriol (E3) C18H2403 288 /@igjé

HO
Estron (E1) C18H2202 270 /Céj%

HO

OH

17B-Estradiol (E2) Ci1sH2402 272

o5

HO
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Tabela 3.1 (nastavak)

Steroid Hemijska formula Nominalna masa Hemijska struktura
OH

17a-Estradiol C18H2402 272

HO

Ekvilin C1sH2002 268

Sintetski hormoni

17a-Etinilestradiol (EE2) C20H2402 296
Mestranol Ca1H2602 310
Noretindron Ca0H2602 298
Levonorgestrel Ca1H2502 312

Za eksperimentalni rad kori¢eni su analiti¢ki standardi visoke Cistoce (> 99%) za dvadeset
steroida: Sest humanih/Zivotinjskih sterola (holesterol, koprostanol, epikoprostanol, epiholestanol,
holestanol i holestanon), pet biljnih sterola (B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol, dezmosterol i
sitostanol) i devet hormona (estriol, estron, 17B-estradiol, 17a-estradiol, ekvilin, 17a-etinilestradiol,
mestranol, noretindron i levonorgestrel) proizvodaca Steraloids Inc. (Newport, SAD). Standardni
rastvori svakog analita su pripremljeni u metanolu, pri koncentraciji od 100 pg mL™. Zajednicki
standardni rastvor svih steroida pripremljen je tako da svaki analit u smesi ima koncentraciju
5 pug mLt. Za potrebe eksperimenata, zajednicki standardni rastvor svih steroida je razblazivan do
nizih koncentracija. Svi standardni rastvori su ¢uvani na temperaturi od —4 °C. Kori$¢eni organski
rastvaraCi (acetonitril, metanol, dihlormetan i etil-acetat) su bili HPLC c¢istoce, proizvodaca J.T.
Baker (Deventer, Holandija) ili Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka). Koncentrovana siréetna
kiselina i rastvor amonijaka, koris¢eni za podeSavanje pH vrednosti vodenih uzoraka, bili su
analiticke Cisto¢e. Dejonizovana voda je dobijena propustanjem destilovane vode kroz GenPure
dejonizator (TKA, Niederelbert, Nemacka) za dobijanje ultra Cciste vode (provodnosti
0,055 uS cm™).
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3.2. Snimanje masenih spektara steroidnih jedinjenja

Maseni spektri analita dobijeni su koris¢enjem LTQ XL linearnog jonskog trapa (Thermo
Scientific, Waltham, SAD). Koris¢ene su dve jonizacione tehnike: hemijska jonizacija na
atmosferskom pritisku (APCI) i elektrosprej jonizacija (ESI). Maseni spektri svakog analita su
snimljeni pri koncentraciji od 10 pg mL™, unoSenjem standardnog rastvora u metanolu direktno u
maseni spektrometar, bez struje mobilne faze. Utvrdeno je da je efikasna jonizacija svih odabranih
steroidnih jedinjenja postignuta upotrebom APCI tehnike, dok ESI nije pokazala visoku efikasnost u
jonizaciji svih sterola i steroidnih hormona. Optimizovani su parametri APCI jonskog izvora:
temperatura kapilare (200 °C) 1 temperatura isparivaca (400 °C). U spektru svakog analita odabran je
najintenzivniji jon kao prekursor, a zatim je izvrSena optimizacija energije sudara sa atomima
helijuma u jonskom trapu (tzv. kolizione energije) kako bi se dobio najintenzivniji i najstabilniji
fragmentni jon za reakciju identifikacije i kvantifikacije steroida. Daljim fragmentisanjem dobijenih
jona, odabrani su drugi fragmentni joni neophodni za reakciju potvrde prisustva analita. Obrada
rezultata izvrSena je pomocu softverskih paketa Xcalibur v. 2.2 (Thermo Scientific, SAD).

3.3. Optimizacija hromatografskog razdvajanja steroidnih jedinjenja

U ovom radu je koris¢en Dionex UltiMate 3000 HPLC sistem (Thermo Scientific, SAD).
Hromatografsko razdvajanje steroida je vrieno na reverzno-faznoj Zorbax Eclipse® XDB-C8 koloni,
dimenzija 150 mm x 3,0 mm sa ¢esticama veli¢ine 3,5 um (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD).
Kori$¢ena je i odgovarajuéa Zorbax Eclipse® XDB-C8 predkolona, dimenzija 12,5 mm x 4,6 mm sa
Cesticama veli¢ine 5 um. Mobilna faza se sastojala od dejonizovane vode, acetonitrila i 10% (v/v)
vodenog rastvora siréetne kiseline. Zapremina od 10 uL uzorka je injektovana u sistem. Ispitivanjem
razli¢itih gradijenata mobilne faze utvrdeno je da se optimalno hromatografsko razdvajanje steroidnih
jedinjenja postize koriS¢enjem gradijenta prikazanog u tabeli 3.2. Nakon 45 min analize, pocetni
uslovi su ponovo uspostavljeni i zadrzani narednih 10 min, kao priprema za sledecu analizu.

Tabela 3.2. Sastav i gradijent mobilne faze za optimalno hromatografsko razdvajanje odabranih
steroidnih jedinjenja

Dejonizovana 10% (v/v) rastvor

Vreme (min) Protok (mL min-) Acetonitril (%)

voda (%) sirCetne Kiseline (%)
00,00 0,4 50 45 5
10,00 0,4 45 50 5
10,01 15 12 83 5
20,00 15 12 83 5
20,01 0,4 12 83 5
35,00 0,4 12 83 5
40,00 0,4 0 95 5
45,00 0,4 0 95 5
45,01 0,4 50 45 5
55,00 0,4 50 45 5
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3.4. Optimizacija LC-MS/MS parametara

Nakon izbora odgovaraju¢ih hromatografskih uslova i sastava mobilne faze, optimizovani su
instrumentalni uslovi za dodatno povecanje osetljivosti i pouzdanu identifikaciju 1 potvrdu prisustva
tragova odabranih analita. Standardni rastvor svakog analita koncentracije 10 pg mL™ je unosen u
tok mobilne faze upotrebom eksternog Spric injektora. Sastav mobilne faze je menjan u skladu sa
uslovima pri kojima svaki pojedinacni analit eluira sa kolone, prema gradijentu prikazanom u tabeli
3.2. Na osnovu rezultata konsekutivnih reakcija fragmentacije prekursor jona, izabrane su
karakteristi¢ne reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje, a zatim i za potvrdu prisustva
svakog analita u konaé¢no razvijenoj LC-MS/MS metodi. Za svaki analit, prilikom prac¢enja odabrane
reakcije fragmentacije (eng. selected reaction monitoring, SRM), izvrSena je optimizacija Sirine
opsega izolacije prekursor jona, izbor optimalne kolizione energije i identifikacija najintenzivnijeg
fragmentnog jona. SRM detekcija podeljena je na devet vremenskih segmenata. U svakom segmentu
su snimane maksimalno Cetiri reakcije fragmentacije, kako bi se zadrzala optimalna osetljivost
masenog detektora. lako tandem masena spektrometrija omogucéava analizu razliitih analita bez
potpune hromatografske separacije, zbog postojanja velikog broja izomera medu odabranim
steroidnim jedinjenjima bilo je neophodno hromatografski ih potpuno razdvoijiti.

3.5. Priprema uzoraka
3.5.1. Optimizacija ekstrakcije na ¢vrstoj fazi uzoraka vode

Priprema uzoraka vode SPE metodom podrazumeva izolovanje i predkoncentrisanje analita,
kao i preciscavanje ekstrakta od prateéih sastojaka vodene matrice. Optimizovani su slede¢i parametri
koji mogu uticati na efikasnost SPE procedure: vrsta sorbenta, pH i zapremina uzorka vode, vrsta i
zapremina rastvaraca za eluiranje. U procesu SPE optimizacije kori§¢en je uzorak podzemne vode
kao slepa proba, koji je analiziran i u kome nije utvrdeno prisustvo analita.

3.5.1.1. Izbor sorbenta

Pregledom literature utvrdeno je da se za ekstrakciju tragova steroidnih jedinjenja iz vode
koristi nekoliko vrsta sorbenata razli¢itih proizvodaca (Vulliet et al., 2008; Gourmelon et al., 2010;
Wang et al., 2012; Andrési et al., 2013; Chou et al., 2015; Kong et al., 2015; Zali et al., 2021), a za
optimizaciju odabrani su slede¢i:

v' Supelclean ENVI-18 (500 mg/6 mL) sa polimerno vezanim oktadecil grupama

v" Supelclean ENVI Carb (500 mg/6 mL) sa grafitnim ugljenikom

v" Supelclean ENVI Chrom P (250 mg/6 mL) sa polistiren-divinilbenzen kopolimerom

v" Supelclean ENVI Florisil (500 mg/3 mL) sa magnezijum-silikatom

v' Supelclean LC-8 (500 mg/3 mL) sa monomerno vezanim oktil grupama

v" Supelclean LC-Si (500 mg/3 mL) sa silika-gelom

v" Supelclean LC-Ph (500 mg/3 mL) sa monomerno vezanim fenil grupama

(svi Supelclean sorbenti su proizvodi kompanije Supelco, Bellefonte, SAD)

v’ Strata-X (200 mg/6 mL) sa polistiren-divinilbenzen-N-vinilpirolidon kopolimerom koji
poseduje uravnotezena hidrofilna i lipofilna svojstva (proizvoda¢a Phenomenex, Torrance,
SAD)

v Oasis HLB (200 mg/6 mL) sa polistiren-divinilbenzen-N-vinilpirolidon kopolimerom
(proizvodaca Waters, Milford, SAD)
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Procedura ekstrakcije na ¢vrstoj fazi koriSéena pri izboru optimalnog sorbenta je prikazana na
slici 3.1. U 100 mL podzemne vode (bez podesavanja pH) je dodat standardni rastvor svih analita
tako da je koncentracija svakog od njih bila 500 ng L™ u po¢etnom uzorku, odnosno 100 ng mL ™t u
konac¢no dobijenom ekstraktu nakon SPE procedure. SPE kertridzi su prethodno kondicionirani sa
5 mL metanola, a zatim sa 5 mL dejonizovane vode. Pripremljeni uzorci su naneti na pakovanje
kolona pri protoku od oko 1 mL min™. KertridZi su zatim su$eni pod vakuumom tokom 10 min, a
analiti su eluirani sa 15 mL metanola u staklene kivete. Ekstrakti su upareni u struji azota u vodenom
kupatilu na 30 °C i rekonstituisani do 0,5 mL sa metanolom. Konacni ekstrakti su homogenizovani
upotrebom Vorteks mesalice i filtrirani kroz 0,45 um poliviniliden-difluorid (PVDF) filtere (@ 4 mm),
proizvodaca Roth (Karlsruhe, Nemacka), u bocice za autosempler i analizirani. Svi naredni
eksperimenti optimizacije su izvedeni na isti nacin, koriste¢i parametre optimizovane u prethodnim
koracima.

Uzorak vode:
100 mL

~~

SPE kolona

=~

Kondicioniranje kolone:
5mL CH;0H +5 mL H,0

NanosSenje uzorka

~>

Eluiranje:
15 mL CH,;OH

~~

Uparavanje ekstrakta:
u struji N, na 30 °C

~~

Rekonstituisanje do 0,5 mL sa CH;OH,
homogenizacija i filtriranje ekstrakta

~~

- .
@8 7
s =
-

. 2 '
e
- -
-

Slika 3.1. Procedura ekstrakcije na ¢vrstoj fazi
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3.5.1.2. Izbor pH vrednosti uzoraka

Sledeci korak u optimizaciji SPE procedure za pripremu uzoraka vode je odabir pH vrednosti
uzoraka pri kojoj ¢e se izvoditi ekstrakcija. Ispitivane su pH vrednosti: 3,0, 6,0, 7,51 9,0. U uzorak
podzemne vode, kome je dodat standardni rastvor svih analita na prethodno opisan nacin, ukapavana
je koncentrovana siréetna kiselina ili rastvor amonijaka koncentracije 5 mol L™ do postizanja
odgovaraju¢e pH. Prosecna pH vrednost podzemne vode je bila 7,5. Pripremljen uzorak je
ekstrahovan prema prethodno opisanoj SPE proceduri.

3.5.1.3. Izbor eluenta

Kada su izabrani odgovarajuc¢i sorbent i pH vrednost uzorka vode, slede¢i korak je izbor
optimalnog rastvaraca za cluiranje steroidnih jedinjenja sa pakovanja kertridza. Koris¢ena su Cetiri
rastvaraca: acetonitril, etil-acetat, dihlormetan i metanol. U literaturi se za ekstrakciju steroida iz
vodenih uzoraka najéesce koriste metanol i etil-acetat (Fernandez et al., 2007; Andrasi et al., 2013).
SPE procedura je modifikovana tako da je ispitivani rastvara¢ koris¢en svuda gde je bilo neophodno
koristiti organski rastvara¢ (CH3OH na slici 3.1).

3.5.1.4. Izbor zapremine uzoraka

Prilikom pripreme uzoraka vode, optimalna zapremina uzorka je ona sa kojom se postize §to
ve¢i stepen predkoncentrisanja, §to veca brzina izvodenja eksperimenta, ali i S§to manje
koncentrovanje nepozeljnih sastojaka vodene matrice koji mogu ometati analizu steroida koji su
prisutni u tragovima. U ovom eksperimentu ispitivane su slede¢e zapremine uzorka vode: 100 mL,
200 mL, 250 mL, 300 mL i 500 mL. U svaki uzorak vode je dodata razli¢ita zapremina istog
standardnog rastvora smese steroida, tako da se u finalnom ekstraktu dobije koncentracija od
100 ng mL* svakog analita.

3.5.1.5. Izbor zapremine eluenta

Izbor optimalne zapremine rastvarac¢a za eluiranje ima za cilj da se steroidna jedinjenja
efikasno desorbuju sa SPE sorbenta, a da pritom zapremina organskog rastvaraca, koji se zatim
uparava, bude $to manja zbog kraceg vremena pripreme uzoraka vode. Maksimalna zapremina
eluenta je bila 15 mL, jer je to zapremina staklene kivete u kojoj se eluat sakuplja, pa su ispitane i
manje zapremine rastvaraca za eluiranje od 6 mL, 9 mL i 12 mL.

3.5.2. Ultrazvuéna ekstrakcija suspendovanog materijala

Da bi se suspendovana faza vodenog uzorka odvojila od rastvorne faze, svaki uzorak vode
(1 L) je filtriran pomocu filtera sa staklenim mikrovlaknima (Whatman GmbH, Dassel, Nemacka), i
to prvo sa filterima veli¢ine pora 1-3 pum, a zatim sa filterima veli¢ine pora 0,7 um. Svi koris¢eni
filteri prethodno su izmereni sa analitiCkom precizno$¢u. Filteri sa suspendovanim materijalom su
ostavljeni u mraku, na sobnoj temperaturi, tokom 24 h da se osuse. Prilikom filtriranja pojedinih
uzoraka bilo je potrebno vise filtera, te su oni nakon susenja objedinjeni i zajedno ekstrahovani. Filtrat
svakog uzorka je odmah pripremljen kori$¢enjem optimizovane SPE procedure.
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Ultrazvuéna ekstrakcija odabranih steroidnih jedinjenja iz suspendovanog materijala izvrSena
je koris¢enjem prilagodenog postupka za ekstrakciju steroida iz re¢nih sedimenata (Mati¢ et al.,
2014). Filteri sa staklenim mikrovlaknima su smesteni u plasti¢ne epruvete (50 mL) i ekstrahovani
koris¢enjem 25 mL metanola, u ultrazvu¢nom kupatilu tokom 10 min. Postupak je ponovljen i 50 mL
dobijenog ekstrakta je centrifugirano 10 min pri brzini od 4000 obrtaja u minuti. Zatim je supernatant
dekantovan i uparen u blagoj struji azota do zapremine od 4 mL. Ekstrakt je podeljen na Cetiri dela,
od kojih su dva uparena do suva, a zatim je dodat standardni rastvor tako da se dobiju dve
koncentracije potrebne za kalibraciju, tj. za kvantitativno odredivanje ekstrahovanih steroida. U
preostala dva dela ekstrakta nije dodat standardni rastvor, ve¢ su analizani kao uzorci. Ekstrakti i
standardi su filtrirani koris¢enjem 0,45 um PVDF filtera i analizirani. Koncentracije steroidnih
jedinjenja u suspendovanoj fazi, dobijene u ng g2, su pretvorene u ng L! znajué¢i masu suspendovane
materije i zapreminu svakog uzorka vode, da bi se mogle uporediti sa koncentracijama steroida u
rastvornoj fazi.

3.6. Kalibracija

Tokom optimizacije SPE procedure za pripremu rastvorne faze uzoraka vode koriS¢ena je
eksterna kalibracija sa standardima koji odgovaraju matrici uzorka (eng. matrix-matched standards).
Standardi su pripremljeni pri koncentraciji od 100 ng mL™* dodavanjem standardnog rastvora svih
steroidnih jedinjenja u ekstrakt slepe probe dobijen SPE procedurom. Naime, ako se koristi standard
koji sadrzi komponente matrice kao i uzorak koji se analizira, moguce je potpuno kompenzovati uticaj
matrice.

Kada su analizirani realni uzorci vode, tj. uzorci povrsinske i otpadne vode, koriS¢ena je
metoda standardnog dodatka za analizu rastvorne faze. Ova metoda kalibracije uzima u obzir uticaj
matrice, kao i nepotpunu ekstrakciju analita prilikom SPE procedure (Zembrzuska et al., 2016).
Nakon filtracije, svaki uzorak vode je podeljen na pet delova od 200 mL. Kalibracioni rastvori su
pripremljeni dodavanjem standardnih rastvora pri koncentracijama 10-1000 ng L™ (za uzorke re¢ne
vode) i 0,1-10 pg L* (za uzorke otpadnih voda). Zbog male koli¢ine suspendovanog materijala,
kvantifikacija analita u suspendovanoj fazi uzoraka vode izvrSena je deljenjem dobijenog ekstrakta
(4 mL) na cetiri dela, od kojih su dva uparena do suva 1 dodat je 1 mL standardnog rastvora pri
koncentracijama od 0,1 i 1 pg mL ! (za suspendovani materijal re¢ne vode), odnosno 5 i 25 ug mL™
(za suspendovani materijal otpadne vode), dok u preostala dva nije dodavan standardni rastvor i
analizirani su kao uzorci.

3.7. Validacija metode

Pri validaciji razvijene i optimizovane metode odredeni su slede¢i parametri: prinos,
ponovljivost, linearnost, granica detekcije (eng. limit of detection, LOD), granica kvantifikacije (eng.
limit of quantification, LOQ) i uticaj matrice (eng. matrix effect, ME). Metoda je validirana analizom
uzoraka povrsinske vode na &etiri nivoa koncentracije (10, 25, 50 i 100 ng L) i uzoraka otpadne
vode na pet nivoa koncentracije (50, 100, 250, 1000 i 5000 ng L ™). Prinos metode, koji pokazuje
njenu tacnost, odreden je koris¢enjem standarda koji odgovaraju matrici uzorka. Ponovljivost metode,
izrazena kao relativna standardna devijacija (RSD), odredena je analizom tri probe svakog uzorka, u
tri uzastopna dana. Linearnost metode je odredena snimanjem standarda koji odgovaraju matrici
uzorka u opsegu koncentracija koje su izabrane za uzorke povrSinskih i otpadnih voda (Martinez
Bueno et al., 2011; Robles-Molina et al., 2014). Za odabrane sterole i steroidne hormone izracunati
su koeficijenti korelacije (R?). Granice detekcije i kvantifikacije su odredene za svaki analit u obe
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vrste vodene matrice kao najnize koncentracije analita sa odnosom signala i Suma 3 1 10 (eng. signal
to noise, S/N), respektivno (Huerta-Fontela et al., 2010; Farré et al., 2016). Odredene su dodavanjem
standardnog rastvora svih analita pri niskim koncentracijama u realne uzorke povrsinskih i otpadnih
voda.

Uticaj matrice, tj. smanjenje ili povecanje signala analita u prisustvu sastojaka matrice, u
masenoj spektrometriji zavisi od sinergijskog efekta mnogih uslova uklju¢enih u analiticku
proceduru. Kada se uporede uticaji matrice kod najcesce koris¢enih tehnika ESI i APCI, nije moguce
generalizovati da se smanjenje signala o¢ekuje kod ESI, a pobolj$anje signala kod APCI (Gosetti et
al., 2010). Da bi se procenio uticaj matrice za povrsinske i otpadne vode, koriséeni su kalibracioni
rastvori koji odgovaraju matrici uzorka u izabranom opsegu koncentracija. Izraunat je kao odnos
povrsine pika analita standarda koji odgovara matrici (umanjene za povrsinu pika analita prisutnog u
slepoj probi) i povrsine pika analita standardnog rastvora u metanolu. Od dobijene vrednosti (u %)
oduzeto je 100 da bi se dobio procenat smanjenja (negativna vrednost) ili povecanja signala analita
(pozitivna vrednost):

Pmatrica - Pslepa proba

x 100 —100

ME (%) =

P, metanol

Pmatrica je povrsina pika analita standarda koji odgovara matrici, Psiepa proba je povrsina pika analita u
slepoj probi i Pmetanol je povrsina pika analita standardnog rastvora u metanolu.

U cilju obezbedenja kontrole kvaliteta, uz svaku seriju uzoraka analizirane su i slepe probe.
Za rastvornu fazu uzoraka vode, slepa proba je bila dejonizovana voda (200 mL) ekstrahovana prema
SPE proceduri. Za suspendovanu fazu, slepa proba su bili filteri od staklenih mikrovlakana sa
veli¢inom pora od 0,7 mm i 1-3 mm ekstrahovani opisanom procedurom ultrazvué¢ne ekstrakcije.
Odabrani steroidi nisu detektovani u slepim probama.

3.8. Uzimanje uzoraka povrsinskih i otpadnih voda
3.8.1. Uzorkovanje povrSinskih voda

Uzorci povrsinskih voda, analizirani u ovoj studiji, su prikupljeni u junu 2020. godine na
podrucju Beogradu, oko us¢a Dunava u reku Savu (slika 3.2, tabela 3.3). Re¢na voda je uzorkovana
na devet lokacija u gusto naseljenom podrucju pod uticajem kanalizacionih ispusta u blizini, sa
izuzetkom uzorka RV1 koji je uzet u prigradskom naselju Novi Banovci na Dunavu. Sakupljena su
tri uzorka iz Save (pre usca, uzorci RV2-RV4), pet uzoraka iz Dunava (dva pre us¢a — uzorci RV1i
RVS5, i tri nakon usé¢a, uzorci RV7-RV9) i jedan uzorak sa usc¢a dve reke (uzorak RV6). Mesto
uzimanja uzorka RV9 nalazilo se u maloj uvali, udaljenoj od glavnog toka reke, sa ograni¢enim
protokom i mesanjem vode.

Uzorci re¢ne vode su uzimani u srediSnjem toku reke na dubini od 50 cm, direktnim
uzorkovanjem, sa ¢amca. Svi uzorci vode su prikupljeni u PVC bocama od 1 L i ¢uvani u zamrzivacu
bez konzervansa do pripreme za analizu, nekoliko dana nakon uzorkovanja. Na dan uzorkovanja nije
bilo padavina, a u prethodna dva dana bilo je 1,2 mm padavina koje su opisane kao slaba rosulja.

Svaki uzorak vode je profiltriran da bi se odvojile rastvorna i suspendovana faza. Prose¢na
koncentracija suspendovane materije dobijene filtriranjem devet uzoraka recne vode bila je
83+12 mg L (u rasponu od 70 mg L do 105 mg L™2).
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Slika 3.2. Mapa toka Dunava i u$¢a sa Savom u Beogradu sa mestima uzimanja uzoraka re¢nih voda (RV) i otpadnih voda (OV)
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Tabela 3.3. Opis mesta uzimanja uzoraka re¢ne vode (RV) Save i Dunava

Uzorak Gegg 'TafSKa Geog [?fSka Opis mesta uzorkovanja
Sirina duzina
RV1 449414 20.3033  Dunav; 18 km pre usca sa rekom Savom
RV2 44.7962 20.4259  Sava; 4 km pre usc¢a
Sava; 3,5 km pre us¢a; nizvodno od najveceg ispusta
RV3 44.7989 20.4336 kanalizacione otpadne vode (OV1)
RV4 44,8019 20.4400 Sava; 2,7 km pre uséa
RV5 44,8233 20.4368  Dunav; 500 m pre us¢a
RV6 44.8241 20.4434  Usce
RV7 44,8305 20.4828 Dunav; 3,6 km posle us¢a
RV8 44,8279 20.5091 Dunav; 5,6 km posle us¢a
RV9 44,8231 20.5359 Dunav; 8,5 km posle uséa; mala uvala

3.8.2. Uzorkovanje komunalnih otpadnih voda

Uzorci sirovih otpadnih voda prikupljeni su sa Sest kanalizacionih ispusta (OV1-OV6), u
gusto naseljenom delu Beograda, oko usc¢a Save u Dunav, zajedno sa odgovaraju¢im uzorcima recne
vode uzetim nizvodno, u junu 2020. godine (slika 3.2; tabela 3.4). Uzorci OV1 i OV5 uzeti su iz dva
najveca kanalizaciona kanala sa 518224, odnosno 164653 stanovnika prikljucenih na svaki od kanala.
Beogradska kanalizacija ima 29 ispusta komunalne otpadne vode koji se izlivaju u Dunav i Savu, a
Sest ispitivanih kanala ispusta oko 80% beogradske kanalizacione vode. Uzorci vode su uzimani
direktno iz otpadnog kanala i ¢uvani u PVC bocama od 1 L u zamrzivacu bez konzervansa do
pripreme za analizu, nekoliko dana nakon uzorkovanja.

Da bi se odvojio suspendovani materijal od rastvorne faze, uzorci otpadne vode su
profiltrirani. Za Sest uzoraka sirovih otpadnih voda sa Sirokim opsegom broja stanovnika priklju¢enih
na kanal otpadne vode (4620-518224, tabela 3.4), dobijen je Sirok opseg koncentracija suspendovane
materije (32-149 mg L, prose¢no 98+42 mg L™1).
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Tabela 3.4. Opis mesta uzimanja uzoraka kanalizacionih otpadnih voda (OV)

Geografska Geografska PovrSina  Srednji godi$nji Broj stanovnika

Uzorak Sirina duZina zahvata protok, m3/god. prikljuéenih na ispust
OVl 447976 204346 [20Tha 48723120 518224
(Sajam) najveci ispust
ov2
44.8118 20.4494 113 ha 7726320 23041
(Lasta)
ov3
(Nova 44.8257 20.4247 323 ha 1447962 56179
fekalna)
ov4
. 44.8293 20.4694 92 ha 5045760 17284
(Dor¢ol)
OVS ~ s48245 204053 2hadrugi - yghna0g 164653
(Istovariste) najveci ispust
ove
(Ada Huja 1) 44.8239 20.5035 50 ha 1482192 4620

3.8.3. Uzorkovanje otpadnih voda iz postrojenja za predi§¢avanje

S obzirom na to da u Beogradu ne postoji postojenje za precis¢avanje otpadnih voda, u ovoj
studiji je ispitivan sadrzaj steroidnih jedinjenja u otpadnoj vodi pre i posle tretmana u dva postrojenja
koje se nalaze u Zucu (PPOV1) i Topoli (PPOV2). U tabeli 3.5 predstavljeni su srednji godi$nji
protoci (m3/dan) za ulaznu i izlaznu otpadnu vodu, kao i broj ekvivalent stanovnika za koji je svako
postrojenje projektovano.

Tehnoloski proces preci§¢avanja u postrojenju u Zucu se sastoji iz sledecih faza:

- mehanicki predtretman otpadne vode koji podrazumeva koris¢enje automatske grube resetke,
sa mehanizmom transporta izdvojenog materijala u odgovaraju¢i ekoloski kontejner za
odlaganje

- prepumpavanje otpadnih voda iz crpne stanice u uredaj za fino pre¢i$¢avanje otpadnih voda
(sadrzi finu reSetku), kao i za separaciju masnoca i peska

- zadrzavanje mehanicki pre¢iséene vode U bazenu (egalizatoru)

- biolosko precis¢avanje otpadne vode na bazi aktivnog mulja sa nitrifikacijom

- odlaganje mulja iz procesa u odgovarajuce rezervoare

Sli¢no postrojenju u Zucu, proces precis¢avanja u postrojenju za tretman otpadnih voda u Topoli se
sastoji od mehanickog predtretmana u viSe faza, nakon ¢ega sledi biolosko prec¢is¢avanje na bazi
aktivnog mulja. Kod oba postrojenja, na kanalizacionu mrezu su priklju¢ena samo domacinstva i
ugostiteljski objekti.

Kompozitni 24-¢asovni uzorci ulazne i izlazne otpadne vode iz svakog PPOV su prikupljeni
automatskim uredajima za uzorkovanje. Nakon filtriranja uzoraka i odvajanja rastvorne i
suspendovane faze, za dva postojenja sa kapacitetima od 1000 (Zuce) i 8000 (Topola) ekvivalent
stanovnika dobijeno je 102 mg L~* i 190 mg L™ suspendovane materije za otpadnu vodu na ulazu u
postrojenje. Nakon tretmana, koncentracija suspendovanog materijala u pre¢is¢enoj otpadnoj vodi iz
PPOV2 je znacajno smanjena na 7 mg L%, dok je u efluentu iz PPOV1 smanjena na 65 mg L1,
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Tabela 3.5. Opis mesta uzimanja uzoraka otpadnih voda iz postrojenja za precis¢avanje (PPOV)

Srednji godisnji protok, Broj ekvivalent

3
Uzorak Opis mesta uzorkovanja m*/dan stanovnika
Ulazna OV lzlazna OV (ES)
Zuce, ruralno naselje blizu Beograda sa x
PPOVI oko 2000 stanovnika 128 116 1000
PPOV?2 Topola, grad u centralnoj Srbiji sa oko 1089 978 8000

5000 stanovnika, sa vise ruralnih naselja

* Za vreme uzorkovanja 2020. godine, kapacitet postrojenja je bio polovina od projektovanog
kapaciteta za 2000 ES koji je dostignut u 2021.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Maseni spektri odabranih steroidnih jedinjenja

Maseni spektri svih odabranih steroidnih jedinjenja dobijeni su koriS¢enjem LTQ XL
linearnog jonskog trapa, kao masenog spektrometra, a kao tehnike jonizacije ovih analita kori$¢ene
su hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku i elektrosprej jonizacija. Utvrdeno je da se ESI nije
pokazala kao efikasna za dobijanje stabilnih jona analita za vecinu steroidnih jedinjenja, osim za
svega nekoliko steroidnih hormona (noretindrona, 17a-etinilestradiola, 17a- i 17B-estradiola i
levonorgestrela). Zbog toga je APCI izabrana kao tehnika jonizacije.

Identifikacija prekursor jona za svaki analit izvrSena je snimanjem masenih spektara u opsegu
m/z 50-1000 u pozitivnom rezimu rada jonskog izvora (APCI+). Kao prekursor joni za pet analita
(estron, noretindron, ekvilin, levonorgestrel, holestanon) odabrani su protonovani molekuli [M+H]",
dok su kod svih ostalih analita najintenzivniji bili protonovani dehidratisani joni [M—H2O+H]".
Najzastupljeniji joni u MS spektru podvrgnuti su daljoj MS" analizi. Za svaki analit optimizovana je
koliziona energija i identifikovan je najzastupljeniji fragmentni jon. Kod vecine ispitivanih analita
MS? fragmentacijom nastaje vi$e od jednog fragmentnog jona. Na osnovu dobijenih rezultata, za
svaki analit je odabrana karakteristicna reakcija fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji i
najstabilniji fragmentni jon na osnovu koje je vrSena kvantifikacija. Za potvrdu su odabrani dodatni
fragmentni joni prekursor jona ili joni nastali daljom fragmentacijom fragmentnih jona odabranih za
kvantifikaciju analita. Maseni spektri karakteristi¢nih predstavnika svake grupe steroidnih jedinjenja
(humanih/zivotinjskih sterola, biljnih sterola i steroidnih hormona) prikazani su na slikama 4.1-4.4.
Karakteristi¢ne reakcije fragmentacije koje su odabrane za kvantifikaciju i potvrdu prisustva svakog
analita prikazane su u tabeli 4.1. Rezultati celokupne MS" analize odabranih steroidnih jedinjenja
prikazani su u Prilogu (tabela 1). Kao Sto se vidi iz tabele 4.1, estriol i estron imaju identi¢ne reakcije
fragmentacije, tj. imaju isti prekursor jon (m/z 271) i iste fragmentne jone za kvantifikaciju i potvrdu
prisustva analita. Sli¢no je i sa druga dva izomera medu hormonima, 17f3- i 17a-estradiolom, koji
imaju identi¢ne prekursor jone (M/z 255) i identicne fragmentne jone. Medu odabranim
humanim/Zivotinjskim sterolima postoje Cetiri izomera (epikoprostanol, epiholestanol, koprostanol i
holestanol) koji imaju iste prekursor (m/z 371) i fragmentne jone. Kada je re¢ o izomerima, masenom
spektrometrijom ih je nemoguce razlikovati, jer imaju istovetne reakcije za kvantifikaciju i potvrdu
prisustva analita. Jedino reSenje je optimizacija hromatografskog razdvajanja kako bi se ovi analiti
razlikovali po retencionom vremenu, tj. vremenu eluiranja sa hromatografske kolone.
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Slika 4.1. Maseni spektri koprostanola: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS? [M—H,O+H]*
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Slika 4.2. Maseni spektri holesterola: (a) APCI(+)MS; (b) APCI(+)MS? [M—H0+H]*
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Tabela 4.1. Reakcije fragmentacije odabrane za kvantifikaciju i potvrdu prisustva svakog analita

Reakcija Koliziona  Reakcija

kvantifikacije energija, (%) potvrde
Steroidni hormoni
Estriol 271[M-H20+H]*—253 20 271—197
Estron 271[M+H]*—253 20 271—197
17p-Estradiol 255[M-H20+H]*—159 22 255—133
17a-Estradiol 255[M-H,0+H]*—159 22 255—133
170-Etinilestradiol ~ 279[M-H,0+H]*—133 25 279—205
Noretindron 299[M+H]"—281 23 299—263
Ekvilin 269[M+H]*—251 23 269—211
Levonorgestrel 313[M+H]*—295 22 313277
Mestranol 293[M-H,O+H]"—147 26 293—173
Steroli
Dezmosterol 367[M-H,O+H]"—257 26 367—161
Holesterol 369[M-H.0+H]*—243 24 369—287
Kampesterol 383[M-H.0+H]*—243 25 383257
Epikoprostanol 371[M-H,0+H]"—149 24 371261
Epiholestanol 371[M-H,0+H]"—149 24 371261
Koprostanol 371[M-H20+H]*—149 24 371—261
Holestanol 371[M-H,O+H]"—149 24 371261
Stigmasterol 395[M-H,0+H]*—297 24 3955311
Holestanon 387[M+H]"—369 19 387—243
B-Sitosterol 397[M-H20+H]*—243 25 397257
Sitostanol 399[M-H,O+H]*—149 24 399—163

4.2. Optimizacija LC-MS/MS parametara

MS parametri za kvantitativno odredivanje odabranih steroidnih jedinjenja pri optimalnom
hromatografskom razdvajanju prikazani su u tabeli 4.2. Kako bi se obezbedila optimalna osetljivost,
pracenje karakteristi¢nih reakcija fragmentacije analita je podeljeno u devet vremenskih segmenata,
pri ¢emu se u svakom segmentu prati maksimalno Cetiri reakcije.

Primenom optimizovanih parametara, pri LC-MS/MS analizi standardnih rastvora i ekstrakata
dobijeni su maseni hromatogrami odabranih reakcija fragmentacije za svaki analit. Karakteristi¢ni
SRM hromatogrami dobijeni analizom ekstrakta otpadne vode u koji je dodat standardni rastvor pri
koncentraciji od 1 pg L™, prikazani su na slici 4.5.
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Tabela 4.2. MS parametri za kvantitativno odredivanje odabranih steroidnih jedinjenja

Vremenski . Koliziona ..
Prekusor jon - Fragmentni jon
segment (m/2) energija (m/2)
(min) (%)

Steroidni hormoni
Estriol | (0-4,0) 271 20 253
Estron lill(0-7,5) 271 20 253
17B-Estradiol Il (4,0-7,5) 255 22 159
17a-Estradiol 255 22 159
17a-Etinilestradiol 279 25 133
Noretindron 299 23 281
Ekvilin 269 23 251
Levonorgestrel 11 (7,5-10,5) 313 22 295
Mestranol IV (10,5-15,0) 293 26 147
Steroli
Dezmosterol V (15,0-18,0) 367 26 257
Holesterol VI (18,0-22,0) 369 24 243
Kampesterol VIl (22,0-29,0) 383 25 243
Epikoprostanol VIli VI (22,0-33,5) 371 24 149
Epiholestanol 371 24 149
Koprostanol 371 24 149
Holestanol 371 24 149
Stigmasterol VIl (29,0-33,5) 395 24 297
Holestanon IX (33,5-45,0) 387 19 369
[-Sitosterol 397 25 243
Sitostanol 399 24 149
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Slika 4.5. Karakteristican maseni hromatogram odabranih steroidnih jedinjenja dobijen LC-MS/MS
analizom ekstrakta uzorka otpadne vode u koji je dodat standardni rastvor pri koncentraciji od
1ug Lt

4.3. Optimizacija ekstrakcije na ¢vrstoj fazi uzoraka vode

Parametri koji su optimizovani za efikasnu pripremu uzoraka povrsinske i otpadne vode su:
tip sorbenta, pH vrednost uzorka vode, rastvara¢ za eluiranje, zapremina uzorka vode i zapremina
eluenta. Za ekstrakciju izabranih steroida ispitano je devet komercijalno dostupnih SPE kolona, Cetiri
pH vrednosti uzorka vode, Cetiri organska rastvaraca za eluiranje, pet razli€itih zapremina uzorka
vode i Cetiri razli¢ite zapremine optimalnog rastvaraca za eluiranje. U tabeli 4.3 prikazana su fizi¢ka
svojstva odabranih steroidnih jedinjenja, i to rastvorljivost u vodi i koeficijent raspodele izmedu
organske i vodene faze (eng. octanol-water partition coefficient, Kow), koja su neophodna za diskusiju
dobijenih rezultata.
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Tabela 4.3. Fizicka svojstva odabranih steroida

Rastvorljivost u vodi

(mg L) log Kow?
Humani/Zivotinjski steroli
Holesterol 9,5:10°% 8,74
Koprostanol 3,4-10* 8,82
Epikoprostanol 3,4-10* 8,82
Epiholestanol 3,4-10* 8,82
Holestanol 3,4-10* 8,82
Holestanon 2,9-10* 8,31
Biljni steroli
B-Sitosterol 4,6-10° 9,65
Stigmasterol 7,3-10° 9,43
Kampesterol 1,5-10* 9,16
Dezmosterol 5,0-10* 8,65
Sitostanol 3,8-10° 9,73
Prirodni hormoni
Estriol (E3) 27,3 2,45P
Estron (E1) 30,0° 3,13°
17B-Estradiol (E2) 3,6 4,01°
17a-Estradiol 3,9° 3,94
Ekvilin 1,4° 3,35
Sintetski hormoni
17a-Etinilestradiol (EE2) 11,3° 3,67°
Mestranol 1,1° 4,61°
Noretindron 7,0° 2,97°
L evonorgestrel 2,1° 3,48°

8zvor: http://www.chemspider.com/
blzvor: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

4.3.1. lzbor sorbenta

Rezultati izbora tipa sorbenta za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi dvadeset odabranih steroidnih
jedinjenja prikazani su u tabeli 4.4. Utvrdeno je da se Envi Carb, Envi Florisil i LC-Si sorbenti ne
mogu koristiti za ekstrakciju svih odabranih steroida iz vodenih matrica. Posto grafitni ugljenik Envi
Carb SPE kolone ima veliki afinitet za adsorpciju slabo polarnih (steroli) do srednje polarnih
(steroidni hormoni) jedinjenja (log Kow, tabela 4.3), ve¢ina se ne moze eluirati sa pakovanja. S druge
strane, magnezijum-silikat iz Florisil sorbenta ima nizak afinitet vezivanja za vecinu steroida, posto
je dizajniran da zadrzi polarne supstance. Silika-gel u LC-Si koloni ima izrazenu sposobnost da zadrzi
polarnije steroidne hormone, dok se manje polarni steroli ekstrahuju iz uzorka vode sa srednjom
efikasnos¢u. Naime, iako se vecina sterola efikasno ekstrahuje koris¢enjem silika-gela (71-123%,
tabela 4.4), 36% njih pokazuje prinos manji od 70%.
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Tabela 4.4. Prinosi odabranih steroida dobijeni koris¢enjem razli¢itih SPE kolona

Envi-18 Envi Carb Envi Chrom P Envi Florisil LC-8 LC-Si LC-Ph Strata-X Oasis HLB

Steroidi Prinos, % (RSD, %)

Steroidni hormoni

Estriol 92 (6) - 97 (2) - 96 (8) - 102 (7) 105 (7) 103 (4)
Estron 90 (22) — 94 (14) — 98 (15) - 77 (12) 95 (6) 100 (11)
17B-Estradiol 91 (5) - 96 (11) - 101 (7) - 105 (1) 88 (7) 107 (21)
17a-Estradiol 84 (8) - 84 (12) - 102 (5) - 78 (11) 97 (9) 99 (5)
17a-Etinilestradiol 84 (14) - 89 (18) - 83 (17) - 89 (14) 98 (13) 94 (15)
Noretindron 81(21) 114 (14) 94 (11) - 115 (4) - 97 (8) 98 (9) 98 (8)
Ekvilin 81 (12) - 84 (13) - 107 (6) - 107 (21) 102 (8) 96 (6)
Levonorgestrel 87 (21) 90 (22) 94 (4) - 116 (10) - 118 (8) 122 (9) 121 (5)
Mestranol 80 (19) - 77 (15) 8 (13) 96 (11) 17(14) 86(9) 94 (2) 99 (11)
Steroli

Dezmosterol 99 (21) - 119 (21) 74 (10) 103(21) 69(6) 89(14) 74(19 71 (13)
Holesterol 82 (20) 18 (9) 95 (23) 71 (7) 35(21) 123(9) 91(13) 99 (5) 101 (13)
Epikoprostanol 76 (13) — 74 (17) — 76 (14) 93(19) 125(4) 76 (8) 91 (1)
Epiholestanol 70 (13) - 67 (13) - 69 (13) 65(13) 88(13) 57(13) 90 (11)
Koprostanol 78 (11) - 64 (22) - 71(13) 74(13) 74(8) 61 (10) 82 (9)
Holestanol 52 (15) - 69 (18) - 85(11) 62(18) 76(4) 59 (16) 78 (2)
Kampesterol 61 (21) — 51 (4) — 79(23) 71(17) 88(9 74 (9) 96 (4)
Stigmasterol 47 (16) - 45 (19) 42 (19) 115(15) 113(9) 74(22) 76(23) 71 (18)
Holestanon 97 (4) - 38 (16) 57 (20) 46 (14) 33(18) 74(19) 22(19) 106 (5)
B-Sitosterol 90 (13) - 53 (13) - 76 (16) 80(20) 90(20) 125(23) 101 (15)
Sitostanol 85 (3) - 60 (13) - 79(10) 85(13) 88(13) 70(13) 89 (3)
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Rezultati i diskusija

Sto se ti¢e ostalih testiranih pakovanja kertridza, dobijeni su visoki prinosi za sve odabrane
steroidne hormone: 80-92% (za Envi-18), 77-97% (za Envi Chrom P), 83-116% (za LC-8), 77—
118% (za LC-Ph), 88-122% (za Strata-X) i 94-121% (za Oasis HLB). Medutim, znac¢ajne razlike
izmedu SPE sorbenata se primec¢uju kada se uporede efikasnosti ekstrakcije sterola. Najnizi prinosi
su ostvareni kada se koristi Envi Chrom P, sa 73% sterola ekstrahovanih sa niskom efikasno$éu (<
70%). Sorbenti sa vezanim oktadecil (Envi-18) i oktil (LC-8) grupama pokazuju srednju efikasnost
ekstrakcije, sa prinosima za vecinu sterola u opsegu 70-99% i 71-115%, respektivno, dok 27%
sterola nije efikasno ekstrahovano (prinos nizi od 70%). Kada se uporede oba SPE kertridza sa
polistiren-divinilbenzen-N-vinilpirolidon kopolimerom, Strata-X i Oasis HLB, drugi daje bolje
rezultate. Strata-X je manje uspesan u ekstrakciji 36% sterola, dok Oasis HLB pokazuje dobre prinose
za sve odabrane sterole (71-106%, tabela 4.4). Konac¢no, najveéi prinosi za sva steroidna jedinjenja
su dobijeni koris¢enjem LC-Ph (74-125%) i Oasis HLB (71-121%) kertridza. Medutim, Oasis HLB
sorbent je odabran kao optimalan jer je uoc¢eno da za ekstrakciju sterola obezbeduje uzi opseg prinosa
(71-106% u poredenju sa 74—125% za LC-Ph), uz veci broj jedinjenja ekstrahovanih sa efikasno$éu
koja je blizu ciljane vrednosti od 100%.

4.3.2. lzbor pH vrednosti uzoraka

Slede¢i korak optimizacije bio je izbor optimalne pH vrednosti uzorka vode. Rezultati za
ispitivane pH vrednosti od 3,0, 6,0, 7,5 i 9,0 prikazani su na slici 4.6. Generalno, uticaj pH nije bio
toliko izrazen i postignuta je sli¢na efikasnost ekstrakcije za sve analite pri svim ispitivanim pH
vrednostima. Uz nekoliko izuzetaka, postignuti su visoki prinosi: 71-117% (pri pH =3,0),
70-120% (pri pH =6,0), 73-118% (pri pH=7,5) i 75-128% (pri pH =9,0). Medutim, 20%
odabranih steroida je ekstrahovano sa niskom efikasnoséu (< 70%) pri pH = 9,0, 15% steroida pri
pH = 3,01 10% steroida pri pH = 6,0 i 7,5. Kada se uporede steroli ekstrahovani sa prinosima manjim
od 70% kod poslednje dve pomenute pH, primecuje se da su nesto vece vrednosti prinosa pri
pH =7,5. Zbog toga je konacno izabrano da se SPE procedura izvodi bez podesavanja pH uzorka
vode, tj. na pH vrednosti od 7,5.

62



Rezultati i diskusija

160

140 0/} pH 9,0
120 -

100

80

Prinos, %

60

40

20

Slika 4.6. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri Cetiri ispitane pH vrednosti uzoraka vode

4.3.3. lzbor eluenta

Ispitana su Cetiri rastvaraca za optimalno eluiranje steroidnih hormona i sterola, i to:
acetonitril, dihlormetan, etil-acetat i metanol. Rezultati eksperimenta su predstavljeni na slici 4.7. Uz
nekoliko izuzetaka, svi ispitani eluenti su pokazali visoku efikasnost ekstrakcije, u opsegu 70—120%.
Kada se koristi acetonitril, estron se eluira sa niskim prinosom (68%), a B-sitosterol sa previse visokim
prinosom (127%). Prinos estriola koris¢enjem dihlormetana je neprihvatljivo nizak (samo 40%). Etil-
acetat 1 metanol su pokazali sliénu efikasnost ekstrakcije. Medutim, uzi opseg prinosa je dobijen
koris¢enjem metanola (73-106%, u poredenju sa 70—123% za etil-acetat), tako da je on odabran kao
optimalni rastvarac za eluiranje svih odabranih steroidnih jedinjenja.
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Slika 4.7. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri upotrebi Getiri razlicita rastvaraca za eluiranje

4.3.4. lzbor zapremine uzoraka

Zapremina uzorka vode je optimizovana poredenjem rezultata dobijenih za 100 mL, 200 mL,
250 mL, 300 mL i 500 mL (slika 4.8). Faktor predkoncentrisanja treba da bude §to je moguce veci,
ali ako je zapremina uzorka prevelika postoji mogucénost probijanja kapaciteta sorbenta pre eluiranja.
Utvrdeno je da je doslo do znacajnog gubitka analita pri kori§¢enju zapremine uzorka od 300 mL i
500 mL. Za uzorke vode zapremine 300 mL prinos manji od 70% je postignut za 45% steroida, a ¢ak
60% steroidnih jedinjenja za uzorke zapremine 500 mL. Kada je testirano 100 mL uzorka vode, 30%
analita je pokazalo nisku efikasnost ekstrakcije. Za zapremine uzoraka od 200 mL i 250 mL, dobijeni
su sli¢ni prinosi. Ipak, tri steroida su ekstrahovana sa manjom efikasnos¢u kada je koriséeno 200 mL
uzorka, u poredenju sa Cetiri steroidna jedinjenja koja su izolovana sa niskim prinosom iz 250 mL
uzorka vode. Zakljuéeno je da je zapremina od 200 mL najbolji izbor za zapreminu uzorka vode, jer

obezbeduje visok prinos za vecinu odabranih steroida uz krace vreme potrebno za pripremu uzorka i
visok faktor predkoncentrisanja.
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Slika 4.8. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri upotrebi razli¢itih zapremina uzorka vode

4.3.5. lzbor zapremine eluenta

U poslednjem koraku optimizacije SPE procedure testirana je zapremina rastvarata za
eluiranje. Rezultati ispitivanja za zapremine od 6 mL, 9 mL, 12 mL i 15 mL metanola su predstavljeni
na slici 4.9. Pokazano je da zapremine eluenta od 6 mL, 9 mL i 12 mL nisu bile dovoljne za potpuno
eluiranje svih sterola sa pakovanja kertridza. Jedino koris¢enjem 15 mL metanola sva odabrana
steroidna jedinjenja su eluirana sa prinosom vec¢im od 70% (u opsegu 70-99%).

Konac¢no, optimalni parametri SPE procedure za odredivanje steroida u uzorcima vode su
sledeci: ekstrakcija 200 mL uzorak vode, bez podesavanja pH, koris¢enjem HLB kertridza i eluiranje
analita sa sorbenta koriste¢i 15 mL metanola.
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Slika 4.9. Prinosi odabranih steroidnih jedinjenja pri upotrebi razlicitih zapremina
rastvaraca za eluiranje

4.4. Validacija metode

Rezultati validacije metode za pripremu i analizu povrsinske i otpadne vode su prikazani u
tabeli 4.5. Utvrdeno je da je metoda pokazala visoku tacnost za odabrane opsege koncentracije, sa
prinosima od 70% do 112% za povrsinske vode, odnosno u opsegu 70-114% za uzorke otpadnih
voda. Ponovljivost metode je takode bila visoka sa RSD vrednostima generalno nizim od 20%. U
opsegu testiranih koncentracija postignuta je prihvatljiva linearnost, sa koeficijentima korelacije od
0,9812 do 0,9995 za povrsinske vode (slika 1, Prilog), odnosno od 0,9844 do 0,9999 za otpadne vode
(slika 2, Prilog). Sa optimizovanom metodom su postignute niske granice detekcije i kvantifikacije.
Vrednosti granice detekcije i kvantifikacije za analite u povrsinskoj vodi bili su 0,7-15,0ng L™t 2,3—
50,0 ng L%, respektivno, odnosno za uzorke otpadnih voda 1,7-15,0 ng L™ i 5,7-50,0 ng L%,
respektivno.

U tabeli 4.5 su prikazane vrednosti uticaja matrice pri koncentraciji od 100 ng L™ za
povrsinske vode i 5000 ng L™* za otpadne vode. Pokazano je da sastojci matrice nisu imali znacajan
uticaj na signale analita. Uticaj matrice je bio nizi od 20% za sve odabrane steroide u obe vodene
matrice na svim testiranim nivoima koncentracije. Povecanje signala od 20% primeceno je za

17a-etinilestradiol u povrsinskoj vodi, dok je smanjenje signala od 16% zabeleZeno za koprostanol u
otpadnoj vodi.
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Tabela 4.5. Parametri validacije metode (n = 3) za povrsinske i otpadne vode: prinos, ponovljivost (relativna standardna devijacija, RSD), linearnost
(koeficijent korelacije, R?), granica detekcije (eng. limit of detection, LOD), granica kvantifikacije (eng. limit of quantification, LOQ) i uticaj matrice
(eng. matrix effect, ME)

Povrsinska voda Otpadna voda
o Prinos, % (RSD, %) Prinos, % (RSD, %)
Sterotd! Koncentracija, ng L™ R? rl;gOB ) :1‘9081 I\{)I /IOE’ Koncentracija, ng L™ R? #;B ) :1‘5)81 '\ﬂ /E’
10 25 50 100 50 100 250 1000 5000
Estriol 80(7)  81(16) 76(16) 87(22) 09824 58 19,3 +5  90(16) 90(11)  92(6) 88(12) 88(17)  0,9844 9,4 313 +15
Estron 95(13)  112(9) 94(22) 112(16)  0,9828 2,9 97 +2 94(6)  107(2) 96(13) 85(3) 103(1)  0,9989 3,0 10,0 +3
17p-Estradiol 86 (21) 96 (7) 101 (24) 88 (10) 0,9891 6,8 22,7 +1 92 (11) 105 (7) 96 (7) 84 (3) 101 (3) 0,9999 3,2 10,7 +5
170-Estradiol 98(13) 102(4) 90(12) 105(2)  0,9935 2.1 7.0 +11  110(12) 88(16) 98(2)  85(7) 99(6)  0,9999 41 13,7 +4
170-Etinilestradiol ~ 81 (11)  80(15)  92(10) 103 (14)  0,9983 26 8,7 +20 90(12) 93(23) 114(2) 102(1) 106(7)  0,9999 8,8 293 1
Noretindron 87 (15) 84(1)  95(11) 109(4)  0,9951 23 7.7 -9 105(1) 95 (2) 97(1) 83(10) 101(3) 10,9974 34 11,3 -2
Ekvilin 99(10) 102 (17) 86(11)  109(6)  0,9876 26 8,7 +1  96(5)  103(1)  96(7)  81(9) 101(2)  0,9979 44 147 0
Levonorgestrel 100 (14)  87(7) 99(6)  90(19) 09812 18 6,0 +19  101(11) 107 (9) 98(6) 95(6) 101(2) 0,9984 50 16,7 +9
Mestranol 86(22) 105(14) 90(9)  105(17)  0,9935 07 23 +9  104(7)  92(6)  106(6) 89(4) 98(2)  0,9999 17 5.7 +15
Dezmosterol 85(13) 83(24) 106(2)  75(16)  0,9977 27 9,0 +3 96 (1)  96(12) 74(16) 80(5) 81(13)  0,9996 9,4 31,3 +7
Holesterol 112(3)  92(15) 83(21)  92(8) 0,9960 24 8,0 3 100(4) 98(10) 100(17) 83(1) 91(8) 09872 6,8 227 4
Epikoprostanol 90(5)  105(7)  83(23) 97(13)  0,9982 58 19,3 +1  88(6) 75(5)  90(13) 74(15) 73(20)  0,9963 71 237 +9
Epiholestanol 80 (8) 74 (19) 70 (8) 85 (10) 0,9977 2,8 9,3 +1 83 (5) 88 (8) 93 (13) 89 (7) 90 (15) 0,9935 10,0 33,3 -1
Koprostanol 95(10)  91(8)  93(10) 110(11) 0,9898 44 147  +18 98(17) 107(Q)  92(7) 85(17) 97(5)  0,9938 52 173 -16
Holestanol 83(7)  85(14) 72(20) 103(19)  0,9829 15,0 50,0 1 88(7) 102(13) 70(17) 76(13) 77(8)  0,9995 6,3 21,0 +2
Kampesterol 103 (13) 70(18) 76(12)  78(16)  0,9995 2.1 70 +2  90(17) 102(9) 78(15) 73(7) 75(3)  0,9998 6,8 227 +1
Stigmasterol 95(17)  95(13)  89(14)  79(7)  0,9961 26 8,7 +7102(6)  89(7) 97(2) 76(13) 77(8)  0,9986 7.9 26,3 0
Holestanon 101(4) 71(13)  81(9) 72 (6) 0,9906 3,0 10,0 +9  93(10) 80(14) 73(13) 78(8) 87(I15)  0,9993 15,0 50,0 1
B-Sitosterol 100 (6)  98(16) 104 (18)  94(1) 0,9963 47 157  +13  94(5) 98(1)  95(10) 81(5) 83(1)  0,9909 6,5 21,7 +8
Sitostanol 77(16) 72(11) 74(12) 88(15)  0,9995 2,9 97 4 110(12) 109(14) 98(6)  79(18) 86(8)  0,9931 58 19,3 5
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Rezultati i diskusija

4.5. Analiza uzoraka povrSinskih voda

Dobijeni rezultati za rastvornu i suspendovanu fazu uzoraka reéne vode (tabela 4.6) su
pokazali da humani/zivotinjski sterol holestanon i devet odabranih steroidnih hormona nisu
detektovani ni u jednom od analiziranih uzoraka vode. Steroidni hormoni su obi¢no prisutni u
prirodnoj vodi u veoma niskim koncentracijama (Ojoghoro et al., 2021). Na primer, u Dunavu u
Madarskoj (Andrasi et al., 2013) pronadeni su niski nivoi 17p-estradiola (do 0,7 ng L) i
170-etinilestradiola (do 1,2 ng L) u rastvornoj fazi uzoraka vode, dok je u u suspendovanoj fazi
naden samo 17o-etinilestradiol (do 0,5 ng L™). Nemogu¢nost detektovanja steroidnih hormona u
uzorcima recne vode moze biti objasnjeno vrednostima granica detekcije i kvantifikacije primenjene
analiticke metode (tabela 4.5). Primenjena i validirana metoda je ograni¢ena pri detektovanju analita
prisutnih u niskim koncentracijama koje su blizu granice detekcije. Sto se ti¢e holestanona, posto
pretezno nastaje razgradnjom holesterola u aerobnim uslovima, njegovo odsustvo se moze pripisati
nedostatku aerobne mikrobioloske aktivnosti (Cordeiro et al., 2008; Prost et al., 2018).

Pet humanih/Zivotinjskih sterola (holesterol, koprostanol, epikoprostanol, epiholestanol i
holestanol) identifikovani su u rastvornoj i suspendovanoj fazi svih ispitivanih uzoraka, uz izuzetak
uzorka RV6 koji u rastvornoj fazi sadrzi samo holesterol, $to ukazuje na to da se radi 0 najmanje
kontaminiranom uzorku. Holesterol je dominantno jedinjenje u obe faze uzoraka recne vode (11,9—
49,6% od ukupne koncentracije svih detektovanih sterola za rastvornu fazu i 22,0-39,9% za
suspendovanu fazu, tabela 4.6). Nivoi holesterola su ocekivano bili mnogo veci u suspendovanoj fazi
(842-38199 ng L) nego u rastvornoj fazi (158-1938 ng L 1) uzoraka povrsinske vode, s obzirom na
njegovu nisku rastvorljivost u vodi i visok log Kow (tabela 4.3). Zapravo svi nadeni steroli imaju
veoma nisku rastvorljivost u vodi (3,8-:10°-9,5-102 mg L) i veoma visoke log Kow Vrednosti (8,31—
9,73) sto objasnjava njihov afinitet prema suspendovanoj materiji prilikom raspodele izmedu
rastvorne i suspendovane faze. Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je da je 57,4-97,5%
humanih/zivotinjskih sterola i 46,9-94,6% fitosterola prisutnih u uzorcima recne vode vezano za
Cestice suspendovane materije u poredenju sa rastvornom fazom. U retkim studijama o kvalitetu re¢ne
vode u kojima se prate i steroli, poput studije sprovedene na severu Srbije (Skrbi¢ et al., 2018),
pronadeni su sli¢ni nivoi sterola u rastvornoj fazi uzoraka vode iz reka Dunav, Tisa i Begej, u rasponu
od 288 do 1950 ng L*. Medutim, znatno nize koncentracije nadene su u Dunavu u Madarskoj (88—
170 ng L%, Andrasi et al., 2013) i reci Prut u re¢nom slivu Dunava na rumunsko-moldavskoj granici
(22-150 ng L%, Moldovan et al., 2018). S druge strane, praéenje kvaliteta povrsinske vode u tri re¢na
sliva u Kini, sa gusto naseljenim urbanim podrué¢jima, pokazalo je veci nivo holesterola u opsegu
1325-6378 ng L! (Kong et al., 2015). Nivoi holesterola detektovani u suspendovanoj fazi takode su
bili znatno ve¢i od onih u Dunavu u Madarskoj (160-534 ng L™, Andrési et al., 2013), a sli¢ni onim
pronadenim u osam reka najve¢eg metropolitskog regiona Brazila (30-34800 ng L, Albuquerque
de Assis Costa et al., 2018).

lako se komunalne i industrijske otpadne vode, kao i spiranje poljoprivrednog zemljista,
smatraju glavnim faktorima koji doprinose prisustvu holesterola u re¢noj vodi, on takode moze da
poti¢e i iz prirodnih izvora, pa ¢ak i da se sintetiSe u slatkoj vodi od strane organizama kao $to su
alge, fitoplanktoni i makrofiti (Volkman, 2005; Alsalahi et al., 2015). Zbog toga se holesterol ne
smatra markerom specifi¢nim za antropogenu kontaminaciju vodene sredine.

Jos jedan humani/zivotinjski sterol Koji je veoma prisutan u ispitivanim uzorcima rec¢ne vode
je koprostanol (do 34,5% u rastvornoj fazi i 8,4-41,2% u suspendovanoj fazi). Ako koprostanol ¢ini
vise od 5-6% ukupnih sterola, to ukazuje na kanalizaciju kao glavni izvor zagadenja (Devane et al.,
2006). Prema ovom Kkriterijumu, svi uzorci pokazuju kontaminaciju poreklom od komunalnih
otpadnih voda, a najvece zagadenje je detektovano u uzorcima RVS5 i RV9. Takode je sugerisano da
koncentracije koprostanola u opsegu 60-400 ng L™* u rastvornoj fazi (Leeming i Nichols, 1996) i
1000-2230 ng L' u suspendovanoj fazi (Cabral i Martins, 2018) ukazuju na kontaminaciju
kanalizacionom otpadnom vodom koja odgovara postojecim bakterijskim grani¢nim vrednostima (za
Escherichia coli i Enterococci) sto ukazuje na los kvalitet vode i potencijalno neupotrebljivu vodu za
rekreaciju.
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Tabela 4.6. Koncentracije detektovanih sterola u rastvornoj fazi* (suspendovanoj fazi)** uzoraka re¢ne vode (RV)

Koncentracija+SD, ng L

Steroidi RV1 RV2 RV3 RV4 RV5 RV6 RV7 RVS RV9
Holesterol 195+16* 332454 853182  158+22 271+15 261+51  330+54  529+16 1938+198
(3092+356)** (842+224) (1568+149) (896+103) (6758+626) (873+153) (3074+375) (3931+991) (38199+5944)

Koprostanol 7145 113+7 384271 6546 197426 - 109420 232425 18144331
(951493)  (30657) (531+108) (487+56) (7553+1415) (572452) (1593+201) (2558+192) (44472+3682)

Epikoprostanol 3345 92+8 3545 634 45+1 - 89+11 6529 239+43
(243+32)  (124+7)  (1346)  (24947)  (224+30)  (203x30)  (197+39)  (211%18)  (1957+136)

Epiholestanol 2645 3041 14+2 1743 19+1 _ 1942 3243 8548
(117+6) (58+11)  (80+7) (80+6) (72+¢11)  (73+14)  (48+8) (54+9) (258+31)

Holestanol 39+3 688 3742 61210 77+7 - 135414 85+13 419463
(613+125)  (136+22)  (168+28) (212+45)  (800+161)  (206+12)  (33936)  (347+21)  (4459+251)

B-Sitosterol 295+23 - 296414 811478 - _ 681+78 193+13 -
(2180+414)  (646+95) (906+188) (795+92) (1137+148) (699+100) (1200+223) (1636+143) (15001+1730)

Stigmasterol 131+13 35+4 3621 10446 - 11845 128+19 5542 488+104
(1052+4206)  (252+30)  (268+38)  (243+22)  (349+25)  (250+34)  (400+34)  (601%63)  (8557+710)

_ - 25+1 - - - - - 163+19
Kampesterol (253+35)  (98+14)  (94%16)  (444)  (114£12)  (9811)  (132+14)  (209+£32)  (1508+137)
Dezmosterol 47+6 - 3442 45+4 - 61+3 35+4 45+1 114+9
(533+65) (82+8) (86+9)  (91+16) (85+3) (93+12)  (159+22)  (219+39)  (361+23)

Sitostarnol _ _ 133421 - - 273+35 - 476435 -
(2315+214)  (251+25)  (391+45) (972+198) (1272+104) (514+72)  (567+76)  (42032)  (4605+733)

YeHolesterola 23,3 49,6 46,2 11,9 44.5 36,6 21,6 30,9 36,8

(27,3) (30,1) (37,1) (22,0) (36,8) (24,4) (39,9) (38,6) (32,0)

s6Koprostanola 8,5 16,9 20,8 4.9 32,3 0 7.1 13,6 34,5

(8,4) (10,9) (12,6) (12,0) (41,2) (16,0) (20,7) (25,1) (37,3)
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Koprostanol je naden u rastvornoj fazi uzoraka, pri koncentraciji u opsegu
65-1814 ng L%, sa izuzetkom uzorka RV6 koji je identifikovan kao najmanje zagaden. Sto se tice
suspendovane faze uzoraka re¢ne vode, koprostanol je detektovan u koncentracijama u rasponu od
306 ng L ™! do 44472 ng L™, pri ¢emu je najveéa koncentracija pronadena u najkontaminiranijem
uzorku RV9. Ovi nivoi su mnogo visi od onih u studijama koje su ispitivale kvalitet vode Dunava u
Madarskoj (19-42 ng L™ za rastvornu fazu, 99-266 ng L™* za suspendovanu fazu, Andrasi et al.,
2013) i manje naseljenom severnom delu Srbije (32—430 ng L za rastvornu fazu, Skrbi¢ et al., 2018).
Medutim, detektovane koncentracije koprostanola su nize od onih u jako naseljenim podruc¢jima Kine
(do 4450 ng L za rastvornu fazu, Kong et al., 2015) i Brazila (30205000 ng L za suspendovani
materijal, Albuquerque de Assis Costa et al., 2018). Autori dve studije smatraju da su glavni uzroci
veoma zagadenih povrSinskih voda nedovoljna efikasnost tretmana kanalizacione otpadne vode i
neadekvatan postojeci sistem za kontrolu ispusStanja zagadujué¢ih materija (Kong et al., 2015), uz
izrazen nedostatak osnovne sanitarne mreze (Albuquerque de Assis Costa et al., 2018).

Od pet ispitivanih fitosterola, najzastupljeniji je bio [-sitosterol, detektovan u
koncentracijama do 811 ng L™* u rastvornoj fazi uzoraka vode, i u opsegu 646-15001 ng L™ u
suspendovanoj fazi. To je sterol koji se prirodno nalazi u kopnenim vaskularnim biljkama i ¢ini do
95% ukupnih sterola (Rontani et al., 2014). To je takode glavni sterol u otpadnom materijalu
poreklom od biljojeda (Leeming et al., 1996). S druge strane, 3-sitosterol je glavni fitosterol mnogih
rafinisanih biljnih ulja (Piironen et al., 2000) i dobro je poznat po snizavanju holesterola u serumu
tokom dijetetskog tretmana (Rondanelli et al., 2013). Tako su vise vaskularne biljke i kopnena
organska materija, kao i gradske otpadne vode, izvori ovog biljnog sterola u zivotnoj sredini. Zbog
toga nije lako objasniti detektovane nivoe B-sitosterola i uporediti ih sa drugim dostupnim studijama.
Nize koncentracije su zabelezene u Madarskoj (128-379 ng L™* u rastvornoj fazi, 22-1796 ng L™ * u
suspendovanoj fazi, Andrasi et al., 2013) i Brazilu (110-7380 ng L%, Albuquerque de Assis Costa et
al., 2018), a vii nivoi su nadeni u severnoj Srbiji (180-1470 ng L™ u rastvornoj fazi, Skrbi¢ et al.,
2018) i Kini (665-3270 ng L ! u rastvornoj fazi, Kong et al., 2015).

Takode je procenjena raspodela sterola izmedu rastvorne i suspendovane faze U uzorcima
vode. Uzimajuci u obzir visoke log Kow vrednosti (8,31-8,82 za humane/zivotinjske sterole i 8,65—
9,73 za fitosterole, tabela 4.3) i nisku rastvorljivost u vodi (tabela 4.3), o¢ekuje se da ¢e se steroli
dominantno vezati za suspendovanu materiju. Na osnovu nadenih koncentracija u obe faze uzoraka
re¢ne vode (tabela 4.6) utvrdeno je da se 83,0+11,9% humanih/zivotinjskih sterola i 87,1+15,2%
biljnih sterola vezuje za suspendovanu materiju prilikom raspodele izmedu rastvorne i suspendovane
faze (u poredenju sa 17,0% i 12,9%, respektivno, koji ostaju u rastvornoj fazi).

4.6. Analiza uzoraka komunalnih otpadnih voda

Dobijeni rezultati i za rastvornu fazu i za suspendovani materijal uzoraka sirovih otpadnih
voda (tabela 4.7) pokazuju da holestanon i devet steroidnih hormona nije pronadeno, a steroidi su
zabelezeni u mnogo ve¢im koncentracijama (izrazenim u pg L) u poredenju sa re¢nom vodom.
Steroidni hormoni se obi¢no nalaze u otpadnim vodama u nizim koncentracijama od sterola. Na
primer, u otpadnoj vodi na ulazu u dva PPOV u Madarskoj (Andrasi et al., 2013), 17p-estradiol i
estriol su pronadeni u koncentracijama do 0,03 pg L™ i 0,4 ug L%, respektivno, u rastvornoj fazi.
Estriol nije pronaden u suspendovanoj fazi, a 17B-estradiol je detektovan pri koncentraciji do
0,03 png L. Nemoguénost detektovanja steroidnih hormona u uzorcima otpadnih voda moze se
objasniti izracunatim granicama detekcije i kvantifikacije primenjene analiticke metode (tabela 4.5).
Primenjena metoda pokazuje ograni¢enost pri detektovanju analita prisutnin u niskim
koncentracijama blizu granice detekcije, posebno u kompleksnoj matrici otpadne vode. Odsustvo
holestanona moze se pripisati nedostatku aerobne mikrobioloske aktivnosti, poSto se holestanon

pretezno formira degradacijom holesterola u acrobnim uslovima (Cordeiro et al., 2008; Prost et al.,
2018).
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Tabela 4.7. Koncentracije detektovanih sterola u rastvornoj fazi* (suspendovanoj fazi)** uzoraka
otpadne vode (OV)

Koncentracija+SD, pg L

o
Steroidi oV1 oV2 oV3 ov4 OV5 oV6
Holesterol 5,9+0,2* 5,1+0,4 3,1+0,5 1,9+0,1 4,0+0,4 4.4+0,4
(67+16)**  (5415) (97+12)  (70+14)  (40£11)  (86+20)

< onrostandl 1242 6.9+1.1 34401 3802 1141 7.940,5

P (148+54)  (L16+14)  (229+80)  (110+22)  (152+21)  (171%37)

0,25+0,04 0,24+0,01 0,24+0,01 0,32+0,06  0,38+0,04 -
(3,0£0,4)  (2,3t0,1)  (4,1%0,9)  (7,0£0,5)  (2,4%0,3)  (3,1%0,4)

0,12+0,04 0,11+0,01 0,05:0,01 0,13+0,02 0,07+0,01  0,29+0,06
(0,83£0,02) (0,50+0,04) (1,20,1)  (0,44+0,02) (0,53+0,03) (0,630,03)

0,86+0,22  0,63+0,08 0,30+0,01  0,27+0,08 1,3+0,4 -

Epikoprostanol

Epiholestanol

Holestanol

(8,4£0,9)  (8,1%0,9) (11£2) (17+4) (11%2) (1523)

B.Sitosterol 3,240,1 3,640,3 2,002  097+029 2,740, 2,310,1
(11£5) (3248) (70+18) (27+7) (235) (56219)

Stigmasterol 0,53+0,08  0,80+0,18  0,32:+0,04 - 0,50£0,02  1,2+0,1
(5,90,9)  (7,9%0,4) (10+1) (2824) (4,320,3) (12+1)

0,21+0,02  0,26+0,02 0,15+0,02  0,06+0,02  0,18+0,02  0,22+0,01

Kampesterol (19402)  (21+0,4)  (2,9+0,2) (0,88£0,09) (1,1x0,2)  (1,9%0,2)
Dezmosterol (0,45:0,06) (0,460,02) (0,56:001) (11x0,1) (0,2040,03) (2,0:0,1)
Sitostanol (43:08)  (3,1#03)  (59+06)  (19:0,2)  (42+04)  (5108)
YHolesterola 25,6 28,9 32,4 25,5 19,9 27,0
’ (26.7) (238) (225) (26,6) (16,8) (24.4)
YK onrostanola 52,0 39,1 35,6 51,0 54,6 48,4
o (590)  (12) (|81  (418)  (638)  (485)

Uzorci otpadnih voda sadrzali su pet humanih/Zivotinjskih sterola, sa koprostanolom koji je
bio o¢ekivano dominantan (35,6-54,6% za rastvornu fazu i 41,8-63,6% za suspendovanu fazu) posto
¢ini oko 60% ukupnih sterola u ljudskom fekalnom materijalu (Leeming et al., 1996). Detektovan je
u opsegu 3,4-12 pg Lt u rastvornoj fazi i 110229 pg L™! u suspendovanoj fazi uzoraka otpadnih
voda. Kako u dostupnim studijama nema navedenih koncentracija sterola u sirovim otpadnim
vodama, pronadeni nivoi su uporedeni sa onim zabelezenim za otpadnu vodu na ulazu u PPOV.
Medutim, prethodno odredena prose¢na koncentracija suspendovanih Cestica u uzorcima otpadne
vode sugeriSe da sirova komunalna otpadna voda sadrzi manju koli¢inu suspendovanog materijala
(proseéno 98+42 mg L) od ulazne vode u PPOV (proseéno 146+62 mg L™). Zbog toga su
koncentracije sterola u suspendovanoj fazi sirovih otpadnih voda ove studije nize od njihovih nivoa
u vodama na ulazu u PPOV drugih studija. Najvece koncentracije koprostanola su nadene u rastvornoj
fazi uzoraka iz dva najveca kanalizaciona kanala (12 i 11 pug L%, uzorci OV1 i OV5), sa srednjim
godi$njim protokom od 48723120 i 19552320 m®/god. Takode je utvrdeno da su detektovane
koncentracije znatno nize od onih pronadenih u otpadnoj vodi na ulazu u PPOV drugih studija, sa
nizim srednjim godiS$njim protocima.
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Tako su vise koncentracije koprostanola detektovane u ulaznoj vodi u dva PPOV u Madarskoj (37—
46 nug Lt u rastvornoj fazi, 22488 ug L™! u suspendovanoj fazi, Andrési et al., 2013), u PPOV u
Francuskoj sa kapacitetom od 1800 ES i protokom od 160 m3/dan (99 pg L! u rastvornoj fazi,
Jeanneau et al., 2011), u PPOV u Nemackoj sa protokom od 23000 m3/dan (84 pg L™* u rastvornoj
fazi, Beck i Radke, 2006) i u Sest PPOV u Kanadi sa ulaznim protokom u opsegu od 900 do
30300 m®/dan (394914 pg L' u rastvornoj fazi, Furtula et al., 2012). Nize koncentracije
koprostanola u kanalima otpadne vode u poredenju sa ulaznim vodama u PPOV mogu se objasniti
¢injenicom da su kanali stalno pod uticajem re¢ne vode i ¢esto su poplavljeni.

Holesterol je bio drugi humani/zivotinjski sterol detektovan u velikoj koli¢ini u
kanalizacionim otpadnim vodama, zabelezen pri nivoima od 1,9-5,9 pg L™ u rastvornoj fazi. Hrana
bogata holesterolom (meso i jestivo ulje) je glavni izvor velikih koli¢ina ovog sterola u otpadnim
vodama iz domacinstva (Leeming et al., 1996). Pronadeni nivoi holesterola su mnogo niZi od onih u
ulaznim vodama prethodno pomenutih PPOV u Madarskoj (7,643 pg L%, Andrasi et al., 2013),
Francuskoj (122 pg L™, Jeanneau et al., 2011), Nemackoj (91 pg L%, Beck i Radke, 2006) i Kanadi
(459-1061 ng L%, Furtula et al., 2012). Koncentracije holesterola u suspendovanoj fazi uzoraka
otpadnih voda (40-97 pg L) takode su nize od onih koje se nalaze u otpadnim vodama na ulazu u
PPOV u Madarskoj (95-442 pg L%, Andrasi et al., 2013). Kao i u slu¢aju koprostanola, nize
koncentracije holesterola mogu se objasniti velikim uticajem visokog vodostaja reke, kao i manjim
koli¢inama suspendovanog materijala.

Sto se ti¢e pet detektovanih fitosterola, B-sitosterol je ponovo bio najzastupljeniji, u opsegu
koncentracija 0,97-3,6 ug L™* u rastvornoj fazi i 11-70 pg L ™! u suspendovanoj fazi uzoraka otpadnih
voda. U poredenju sa ulaznim vodama u PPOV, ovi nivoi su niZi od onih u Madarskoj (7,042 pg L™
u rastvornoj fazi, 76130 pg L™ u suspendovanoj fazi, Andrasi et al., 2013), Francuskoj (28 pg L™
u rastvornoj fazi, Jeanneau et al., 2011), Nemackoj (16 pg L™* u rastvornoj fazi, Beck i Radke, 2006)
i Kanadi (154416 ug L™ u rastvornoj fazi, Furtula et al., 2012).

Posmatrajuci prose¢nu koncentraciju sterola svih uzoraka otpadne vode, u obe faze uzoraka
dominira koprostanol (7,5+3,6 ug L™* u rastvornoj fazi i 154+43 ug L™! u suspendovanoj fazi), zatim
holesterol (4,1+1,4 ug L1 69+21 pg L) i B-sitosterol (2,5+0,9 pg L1 37+22 pug L1). Ostali steroli
su prisutni u znatno manjim koli¢inama, kao $to je holestanol (0,56+0,47 pug L™t i 12+4 pg L™,
stigmasterol (0,56+0,41 ug L' i 11+8 pg L), epikoprostanol (0,24+0,13 ug L™ 1 3,71,8 ug L'Y),
kampesterol (0,18+0,07 pg L' i 1,8#0,7 pg L) i epiholestanol (0,13+0,08 pg L7t i
0,69+0,29 pg L™1). Dezmosterol nije pronaden u rastvornoj fazi sirove otpadne vode, ali je otkriven
u niskoj koncentraciji od 0,81+0,65 pg L™t u suspendovanoj materiji. Jedina primetna razlika u
obrascu prisustva sterola je u detektovanim nivoima sitostanola koji se ne detektuje u rastvornoj fazi,
dok je u suspendovanoj fazi naden u proseénoj koncentraciji od 4,1£1,4 pg L. U poredenju sa
reénom vodom, U otpadnim vodama je izraZenije vezivanje za suspendovanu materiju prilikom
raspodele izmedu dve faze za humane/Zivotinjske sterole (92,1+£6,8%) i biljne sterole (95,0+5,7%),
najverovatnije zbog vece koli¢ine suspendovanog materijala.

Pored toga, uspostavljena je direktna veza izmedu ispustanja sirove otpadne vode i visokih
nivoa dva kljuéna humana/zivotinjska sterola, koprostanola i holesterola, u re¢nim vodama. U dva
najveca kanalizaciona kanala (OV1 1 OV5) nadeni su visoki nivoi koprostanola u rastvornoj fazi (12
i 11 pg LL, respektivno, tabela 4.7). Odgovarajuéi uzorci povrsinske vode u koju se direktno izlivaju
dva kanala (uzorci RV3 i RV8) sadrze 384 i 232 ng L~! koprostanola u rastvornoj fazi (tabela 4.6),
najvece koncentracije medu svim uzorcima re¢ne vode pod uticajem ispusta sirove kanalizacije. Ista
veza je primecéena izmedu najvisih nivoa holesterola detektovanih u rastvornoj fazi uzorka OV1
(59 ng L) i u odgovarajuéoj prijemnoj re¢noj vodi (uzorak RV3, 853 ng L1). Sto se tide
suspendovane faze, koncentracije koprostanola i holesterola u uzorku OV3 (229 i 97 pg L,
respektivno) bili su najvisi medu ispitivanim uzorcima otpadnih voda i odgovarajuci uzorak RV5 se
izdvojio kao onaj sa najve¢im koncentracijama ovih sterola (7553 i 6758 ng L2, respektivno).
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4.7. Potvrda prisustva analita

Potvrda prisustva analita je izvedena ponovnom analizom ekstrakata uzoraka u kojima su
detektovana steroidna jedinjenja. U ponovljenoj analizi, instrumentalna metoda se dopunjuje
dodatnim reakcijama fragmentacije koje su odredene prilikom snimanja masenih spektara svakog
analita (tabela 4.1, tabela 1 u Prilogu). Primer masenih hromatograma sa potvrdom prisustva
detektovanih sterola prikazan je na slikama 4.10 i 4.11, za suspendovani materijal uzorka RV3 u
kome su nadeni svi ispitivani steroli (osim holestanona). Za svaki analit se prate dve odabrane reakcije
fragmentacije istog prekursor jona u dva najintenzivnija fragmentna jona.
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Slika 4.10. Maseni hromatogrami potvrde prisustva sterola detektovanih u uzorku RV3:
(a) dezmosterola; (b) holesterola; (c) kampesterola; (d) epikoprostanola, epiholestanola,
koprostanola i holestanola
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Slika 4.11. Maseni hromatogrami potvrde prisustva sterola detektovanih u uzorku RV3:
(e) stigmasterola; (f) p-sitosterola; (g) sitostanola

4.8. Rasprostranjenost sterola u re¢noj vodi i odnosi sterola

Nivoi detektovanih sterola se takode mogu prikazati u obliku grafikona kako bi se vizuelno
1zdvojili najzastupljeniji steroli u svakom uzorku 1 na taj nacin odredio nivo fekalne kontaminacije
uzoraka povrsinskih voda (slika 4.12). Evidentno je da postoji razlika izmedu raspodele sterola u
rastvornoj i suspendovanoj fazi uzoraka re¢ne vode. Humani/Zivotinjski steroli preovladuju (vise od
60% ukupnih sterola) u rastvornoj fazi uzoraka RV2, RV3, RV5 i RV9 (~90%, ~65%, 100% i ~80%,
respektivno) i u suspendovanoj fazi uzoraka RV5, RV7, RV8 i RV9 (~80%, ~65%, ~65% i ~70%,
respektivno). Uzimajuci u obzir sastav obe faze uzoraka vode, izdvajaju se uzorci Dunava RV5 i RV9
kao najzagadeniji. Uzorak RV9 je uzet u maloj uvali, udaljenoj od glavnog toka Dunava, sa
ograni¢enim protokom reéne vode (slika 3.2). Ovaj uzorak sadrzi i najvece koncentracije svih
humanih/Zivotinjskih sterola medu ispitivanim uzorcima recne vode. Uzorak RV 5 uzet je neposredno
pre us¢a Dunava u reku Savu, nizvodno od ispusta sirove otpadne vode (uzorak OV3).

S druge strane, visoki nivoi i najveca rasprostanjenost fitosterola zabelezena je za rastvornu
fazu uzoraka RV1, RV4 i RV6 (~60%, ~75%, ~70%), kao i u suspendovanoj materiji uzorka RV1
(~60%). Sastav uzorka RV, uzetog iz Dunava 18 km pre u$¢a, ukazuje na dominantan biogeni unos
poreklom iz visih biljaka iz ruralnih podrucja (slika 3.2). Pored toga, iz grafikona se moze uociti da
nijedan od Cetiri humana/Zivotinjska sterola nije detektovan u rastvornoj fazi uzorka RV6, a njihovo
prisustvo u suspendovanoj fazi uzorka je medu najnizima. Dominantni biljni sterol u uzorku RV6 bio
je sitostanol (tabela 4.6), jedan od glavnih sterola u fekalnom materijalu biljojeda (Leeming et al.,
1996), sto ukazuje na dominantan unos sterola biogenog porekla. Ocigledno je da je usce dve reke,
odakle je uzet uzorak RV6, najmanje kontaminirano, verovatno zbog turbulentnog mesanja i velikog
razblaZivanja.
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Slika 4.12. Rasprostranjenost sterola u (a) rastvornoj fazi i (b) suspendovanoj fazi
uzoraka re¢ne vode (RV)

Na osnovu prethodnih rezultata (slika 4.12, tabela 4.6), utvrdeno je ozbiljno zagadenje obe
reke uzrokovano kanalizacionim otpadnim vodama, a uticaj je izrazeniji na sastav suspendovane faze
u poredenju sa rastvornom fazom uzoraka vode. Zapravo svi detektovani steroli su primarno vezani
za suspendovanu materiju pri raspodeli izmedu rastvorne i suspendovane faze, Sto ukazuje na
neophodnost uzimanja obe faze u obzir prilikom istrazivanja zagadenja zivotne sredine steroidima.
Evidentno je da je za dobijanje pouzdane i realne slike kontaminacije steroidnim jedinjenjima i
njihove sudbine u vodenoj sredini klju¢no odrediti raspodelu sterola izmedu rastvorne i suspendovane
faze.

Rasprostranjenost sterola i raspodela izmedu faza u re¢noj vodi bili su drugaciji od onih u
sirovoj otpadnoj vodi i ukazali su na mnogo ve¢i uticaj fitosterola. Uzorak RV9 je iskljucen iz
izraCunavanja proseénih koncentracija zbog izuzetno visokih nivoa svih detektovanih sterola. U
rastvornoj fazi, dominantni sterol je bio holesterol (366+226 ng L™1), pa B-sitosterol (285+313 ng L™?)
i zatim koprostanol (146+121 ng L), $to ukazuje na izraZeniji biogeni uticaj poreklom od visih
biljaka. U suspendovanoj materiji uzoraka povrSinske vode, holesterol je takode bio prisutan u
najveéoj koncentraciji (2629+2055 ng L™1), dok je redosled prisustva promenjen za koprostanol
(181942435 ng L) i B-sitosterol (1150+527 ng L™1). Ocigledno je da sirova otpadna voda koja se
ispusta duz obe reke ima veéi uticaj na sastav suspendovane materije. Sto se ti¢e drugih sterola,
rasprostranjenost u obe faze bila je ista: sitostanol (110+178 ng L* u rastvornoj fazi i 838+685 ng L*
u suspendovanoj materiji), stigmasterol (76+50 ng L™t i 427+280 ng L 1), holestanol (63+40 ng Lt
3534236 ng L), epikoprostanol (53+31 ng L' i 198+46 ng L), dezmosterol (33+22ng L i
169+155 ng L™1), kampesterol (25 ng L' u rastvornoj fazi uzorka RV3 i 130+68ngLt u
suspendovanoj fazi) i epiholestanol (20+10 ng L™t i 73+21 ng L™Y).

Pouzdaniji na¢in za odredivanje nivoa kontaminacije prirodnih voda komunalnim otpadnim
vodama je koriS¢enje odnosa sterola. Izracunati odnosi detektovanih sterola i identifikacija humane
fekalne kontaminacije u uzorcima povrsinskih voda prikazani su u tabeli 4.8. Prema referentnim
vrednostima odnosa br. 1 (koprostanol/(koprostanol + holestanol)), uzorci RV3, RV5, RV8 i RV9
pokazuju pozitivnu kontaminaciju otpadnim kanalizacionim vodama za obe faze, Sto ukazuje na
veliki uticaj ispustanja sirovih otpadnih voda duz obe reke. Za ostale uzorke, vrednosti odnosa
ukazuju na to da su detektovani steroli mesovitog porekla, prirodnog i antropogenog, sa veéim
uticajem humanog zagadenja na sastav suspendovane materije Sto dovodi do pozitivnih vrednosti
odnosa.
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Koriste¢i iste referentne vrednosti kao za odnos br. 1, odnos br. 2 (koprostanol +
epikoprostanol/(koprostanol + epikoprostanol + holestanol)) kompenzuje uticaj starosti fekalne
kontaminacije i dodatno ukazuje na to da je uzorak RV2 kontaminiran otpadnom vodom, pored
uzoraka RV3, RV5, RV8 i RV9.

Tabela 4.8. Izrac¢unati odnosi sterola za rastvornu fazu* i suspendovanu fazu** uzoraka re¢ne vode
(RV) upotrebljeni za odredivanje humane fekalne kontaminacije

Og:‘os RV1 RV2 RV3 RV4 RV5 RV6 RV7 RVS RV9
. (~) 0,65 (~)062 (+)091 (9052 (072  ni  (~)045 (+)073 (+)081
' () 0,61%* (0,69 (+)0,76 (+)070 (+)090 (¥)074 (+)0,82 (+)0,88  (+)0,91
) (+)073 (075 (¥)092 (068 (¥)0,76  ni ()05 (+)078  (+)0,83
' (~)0,66 (+)0,76 (+)0,80 (+)0,78 (¥)091 (+)0,79 (+)0,84 (+)0,89  (+)0,91
5 ()036 (034 (9045 ()04l (073  ni (D033 ()044 (-)0,94
' ()03L  ()036 ()034 ()054 (+)112 ()066 ()052 (10,65 (+)1,16
. (+)0,30  (¥)028 (+)043 (+)0,30 (+)0,57 ni (4)023 (+)038 (+)0,77
' (+) 0,26 (031 (+)031 (+)044 (+)1,00 (+)053 (+)047 (+)0,60 (+)1,04
; (+)215 ()123 (41097 (1)1,03 (+)4:38 ni ()122 (4357 (+)7,59
' (+)391  (+)247 (¥)396 (+)1,96 (+)3372 (+)2,82 (+)809 (+)1212 (+)22,72
; ()046 (908l (¥)009 (097 (9023  ni (082 (20,28 (+)0,13

(~)0,26 (=)041 (5)025 (=)051 (+)0,03 (~)0,35 (+)0,12 (+)0,08 (+)0,04

(+) sigurno humano fekalno zagadenje; (~) nesigurno humano fekalno zagadenje; (—) negativno
humano fekalno zagadenje; ni — nije izraunato.

Na osnovu vrednosti odnosa br. 3 (koprostanol/holesterol) utvrdeno je humano zagadenje
samo u suspendovanom materijalu uzoraka RV5 1 RV9. Medutim, rastvorne faze ova dva uzorka su
imale najvec¢u vrednost odnosa (0,73 i 0,94, respektivno) u poredenju sa ostalim uzorcima (0,34-0,44,
tabela 4.8). Neki autori su sugerisali da mnogo niza vrednost odnosa koprostanol/holesterol (> 0,2)
treba da ukazuje na fekalno zagadenje (Grimalt et al., 1990; Kong et al., 2015). Prema referentnoj
vrednosti 0,06 za odnos br. 4 (koprostanol/(holesterol + holestanol)), svi ispitivani uzorci pokazuju
sigurno humano fekalno zagadenje. Medutim, uzorci RVS i RV9 se istiCu sa viSim vrednostima
odnosa za obe faze, rastvorne (0,57 i 0,77, respektivno) i suspendovane (1,00 i 1,04) u poredenju sa
ostalim uzorcima povrsinske vode (0,23-0,43 za rastvornu fazu i 0,26-0,60 za suspendovanu fazu),
Sto ukazuje na jako kontaminirana mesta uzorkovanja.

Za odnos koprostanol/epikoprostanol (odnos br. 5), vrednost ve¢a od 1,5 je odredena i za
rastvornu i za suspendovanu fazu uzoraka RV1, RV3, RV5, RV8 i RV9, potvrdujuc¢i unos humanog
otpada u obe ispitivane reke. S obzirom na to da na istrazivanom podru¢ju nema PPOV, vrednosti
odnosa br. 6 (epikoprostanol/koprostanol) nize od 0,2 ukazuju na ispustanje netretiranih otpadnih
voda i prisustvo sirove fekalne materije humanog porekla. Utvrdeno je da je samo uzorak RV9
pozitivan na humano fekalno zagadenje, buduci da su i rastvorna i suspendovana faza uzorka vode
imale vrednost odnosa ispod 0,2. Ipak, uzorci RV3, SV5 i SV8 su imali pozitivnu vrednost odnosa za
jednu fazu (rastvornu ili suspendovanu), dok je druga faza imala vrednost veoma blizu referentne
vrednosti 0,2 (do 0,28).
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Poredenjem vrednosti odnosa sterola izracunatih za rastvornu i suspendovanu fazu svakog
uzorka re¢ne vode (tabela 4.8), moze se primetiti da su vrednosti odnosa (odnosi br. 1 — br. 5) dobijeni
za rastvornu fazu generalno nizi od onih za suspendovani materijal. Zbog raspodele izmedu dve faze
uzorka vode u kojoj se steroli pretezno vezuju za suspendovani materijal, dobijene su vece vrednosti
npr. odnosa br. 1 (0,61-0,91) i odnosa br. 3 (0,31-1,16) u poredenju sa onim za rastvornu fazu
(0,450,911 0,33-0,94, respektivno). Zbog visih vrednosti nekih odnosa dobijenih za suspendovanu
fazu, vise uzoraka je prepoznato kao pozitivno na humano fekalno zagadenje. U slu¢aju odnosa br.
6, sa vrednostima manjim od 0,2 koje ukazuju na pozitivno zagadenje poreklom od ¢oveka, dobijene
su nize vrednosti za suspendovani materijal (0,03-0,51) u poredenju sa rastvornom fazom
(0,09-0,97). Jasno je da kada se ispituje zagadenje zivotne sredine steroidnim jedinjenjima i njihova
sudbina u vodenoj sredini, neophodno je razmotriti i analizirati obe faze vodenih uzoraka.

Dobijeni rezultati za odnose sterola i izvedeni zaklju¢ci mogu se vizuelizovati koris¢enjem
3D dijagrama tri najpouzdanija odnosa sterola br. 1, br. 3 i br. 6, za rastvornu i suspendovanu fazu
povrsinskih uzoraka vode, respektivno (slika 4.13). Naime, u dosadasnjem radu ova tri odnosa su se
pokazala kao najpouzdanija za procenu kanalizacionog zagadenja sedimenata u slivu reke Dunav
(Mati¢ Bujagi¢ et al., 2016). Odnosi br. 1 i br. 2 su veoma sli¢ni jer uzimaju u obzir iste klju¢ne
biomarkere. Ukljucivanje epikoprostanola u odnos br. 2 §to kompenzuje uticaj starosti fekalnog
zagadenja nije znacajno poboljsalo procenu fekalne kontaminacije Dunava i Save (tabela 4.8). Zbog
toga je odnos br. 1 izabran za 3D dijagrame kao jedan od najpouzdanijih i najéesée koriséenih odnosa
sterola. Odnos br. 5 (koprostanol/epikoprostanol) je reciprocan odnosu br. 6, iako referentne vrednosti
ova dva odnosa nisu recipro¢ne. Izra¢unate vrednosti odnosa br. 5 ukazale su na kanalizaciono
zagadenje skoro svih ispitivanih uzoraka re¢ne vode, dok je odnos br. 6 mogao da razlikuje nivoe
fekalne kontaminacije (tabela 4.8). O¢igledno je da je odnos br. 6 selektivniji, zbog Cega je izabran
kao pouzdaniji od odnosa br. 5 za pracenje izvora fekalnog zagadenja. U poredenju sa odnosom br. 3
(koprostanol/holesterol), odnos br. 4 (koprostanol/(holesterol + holestanol)) manje je selektivan jer

je pokazao sigurno zagadenje svih re¢nih voda humanim otpadnim materijalom. Cini se da je
referentna vrednost 0,06 previse niska da bi se pouzdano identifikovala humana fekalna

kontaminacija. Tri najpouzdanija odnosa sterola su primenjena za procenu fekalnog zagadenja
Dunava i Save koris¢enjem 3D dijagrama.

Koprostanol

Epikoprostanol
Epikoprostanol
Koprostanol

Slika 4.13. 3D dijagrami tri najpouzdanija odnosa sterola za (a) rastvornu fazu i (b) suspendovanu
fazu uzoraka recne vode (RV) sa izdvojenim najzagadenijim uzorcima

77



Rezultati i diskusija

Iz 3D dijagrama se moze videti da postoji razlika izmedu uzoraka koji su se izdvojili kao
najzagadeniji u rastvornoj i suspendovanoj fazi uzoraka vode. U oba slucaja, kao jako kontaminirani,
izdvojili su se uzorci RVS, RV8 i RV9. Medutim, dodatno se istakao uzorak RV3 u rastvornoj fazi,
dok je uzorak RV7 izdvojen u suspendovanoj fazi. Ocigledno je da postoji veoma veliki uticaj
najveceg gradskog ispusta otpadnih voda (uzorak OV1, slika 3.2) na sastav rastvorne faze uzorka
RV3. Zapravo, najvisi nivo koprostanola u rastvornoj fazi svih ispitivanih uzoraka zabelezen je u
uzorku RV3 reke Save (384 ng L%, tabela 4.6), pri ¢emu je uzorak RV9 iskljugen zbog specifi¢nih
uslova na mestu uzorkovanja. Takode se moze primetiti da su koncentracije koprostanola u rastvornoj
fazi generalno slicne u uzorcima obe reke (65-384 ng LY, za uzorke Save RV2, RV3, RV4, u
poredenju sa 71-232 ng L%, za uzorke Dunava RV1, RV5, RV7, RV8).

Sto se ti¢e suspendovane faze, svi uzorci Dunava pod uticajem ispustanja komunalnih
otpadnih voda u Beogradu pokazali su visoko fekalno zagadenje (slika 4.13b, uzorci RV5, RV7-
RV9). Uporedujuci nivoe koprostanola u suspendovanom materijalu obe reke, evidentno je da je
Dunav (951-7553 ng L) mnogo zagadenija reka od Save (306-531 ng L ™). Ovo se moZe objasniti
razli¢itim hidrodinamickim uslovima dve reke. Kako je prosecan godi$nji protok Dunava oko 3,5
puta visi od njene pritoke Save (Simi¢ et al., 2017), ovaj visokoenergetski tok moze da podstakne
mobilizaciju Cestica istalozenih na re¢nom dnu i resuspendovanje sedimenata sa akumuliranim
zagaduju¢im materijama. S druge strane, sporiji tok reke Save dovodi do talozenja suspendovanog
materijala unetog otpadnim vodama, potencijalno povecéavajuci skladistenje zagadujucih supstanci u
sedimentima.

4.9. Steroli detektovani u PPOV i efikasnost njihovog uklanjanja

Nivoi sterola detektovani u rastvornoj i suspendovanoj fazi otpadne vode na ulazu i izlazu iz
dva PPOV u Republici Srbiji, kao i stepen njihovog uklanjanja tokom preci$¢avanja, predstavljeni su
u tabeli 4.9. Profili sterola uzoraka iz dva postrojenja bili su sli¢ni onima za uzorke iz kanalizacionih
otpadnih voda (tabela 4.7), pri ¢emu su najcesci steroli koprostanol, holesterol i B-sitosterol. Nivoi
ovih sterola u PPOV su takode uporedivi sa njihovim koncentracijama u sirovoj otpadnoj vodi
(holesterol do 5,9 ug L%, koprostanol do 12 pg L%, B-sitosterol do 3,6 pg L2, tabela 4.7).

Procenjena je efikasnost preciS¢avanja (EP) sterola u dva PPOV 1 rezultati su uporedeni.
Efikasnost preci$¢avanja je procenjena poredenjem koncentracija sterola u ulaznoj i izlaznoj vodi iz
postrojenja (Chang et al., 2011). lako su koncentracije steroidnih jedinjenja u ulaznoj vodi dva
postrojenja bile sli¢cne, PPOV2 je efikasnije u precis¢avanju, sa mnogo nizim nivoima sterola u
efluentima postrojenja. lako oba PPOV primenjuju istu tehnologiju precis¢avanja (mehanicki tretman
pracen bioloskim tretmanom sa aktivnim muljem), pokazuju velike razlike u performansama. PPOV1
nije bio u potpunosti operativan u vreme uzorkovanja, a rezultati su pokazali da je postrojenje radilo
sa nizom efikasno$¢u od projektovane. Puni kapacitet od 2000 ekvivalent stanovnika (ES) je
dostignut 2021. godine, godinu dana nakon uzorkovanja. Stepen uklanjanja koprostanola bio je
mnogo veci u PPOV2 (99% za rastvornu i 98% za suspendovanu fazu), nego u PPOV1 (52% za
rastvornu fazu i 95% za suspendovani materijal). Dobijene vrednosti EP za PPOV2, kapaciteta 8000
ES i protoka ulazne vode od 1089 m®/dan, uporedive su sa drugim studijama koje pokazuju veoma
visoku efikasnost eliminacije koprostanola. U dva PPOV u Madarskoj dobijene EP su bile 88-98%
za rastvornu fazu i do 98% za suspendovanu fazu (Andrasi et al., 2013). PPOV u Francuskoj,
kapaciteta 1800 ES i protoka ulazne vode od 160 m®/dan, pokazalo je 99% EP za rastvornu fazu
(Jeanneau et al., 2011), dok je Sest PPOV u Kanadi, sa protokom ulazne vode u opsegu
900-30300 m®/dan, pokazalo EP od 86-100% za rastvornu fazu (Furtula et al., 2012).
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Tabela 4.9. Koncentracije detektovanih sterola i efikasnost precis¢avanja (EP) u rastvornoj fazi* i
suspendovanoj fazi** uzoraka iz postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda (PPOV)

Koncentracija+SD, pg L Ivzfvlk asno.st o
Steroidi ov S55V3 preciS¢avanja, %
PPOV1 PPOV2
Ulaz Izlaz Ulaz I1zlaz
6,7+1,4* 3,5¢1,1 7,5%1,2 0,07+0,01 48 99
Holesterol o

(111+16) (18+3)  (11748)  (2,40,7) (84) (98)

Koprostanol 11+3 53+1,8 9,2+1,1 0,11+0,01 52 99
P (1210£196)  (56%7) (9145)  (2,10,4) (95) (98)
Epikonrostanol 0,45+0,11 0,15x0,04 1,1+0,06  0,17+0,01 67 85
pikop (6,8+15)  (1,8£0,3) (3,3%0,1) (0,12+0,02) (74) (96)
Epiholestanol 0,11+0,02 0,07+£0,02 0,26x0,05 0,04+0,01 36 85
P (1,1#0,1)  (0,1940,02) (1,5+0,1) (0,09+0,01) (83) (94)
Holestanol 0,81+0,19 0,58+0,15 0,58%+0,12 0,09+0,01 28 84
(20£1)  (4,3t0,4)  (11x1)  (0,90+0,20) (79) (92)

B-Sitosterol 1,9+0,6 1,1+0,3 2,5+0,1 - 42 100
(103£22)  (15%3) (50£6)  (2,3+0,3) (85) (95)

Stigmasterol 13+£3 0,38+0,10 — — 97 —
g (25£3)  (3,4£0,9) (7,3:0,1) (0,35£0,06) (86) (95)
Kampesterol 0,25£0,02  0,07+0,01 - - 72 -
P (3,240,6)  (0,730,08) (2,9¢0,1) (0,06+0,01) (77) (98)
Dezmosterol 0,13+0,04  0,09+0,02 — — 31 —
(2,8£0,2)  (0,56+0,04) (4,1£0,2) (0,37+0,08) (80) (91)

Sitostanol 0,71+0,18 - 3,1+0,7 - 100 100
(8,4£1,9)  (16%0,2)  (85+3)  (0,57+0,05) (81) (99)

Sli¢no koprostanolu, eliminacija holesterola tokom tretmana otpadnih voda je efikasnija u
PPOV2 (99% za rastvornu fazu i 98% za suspendovani materijal), u poredenju sa PPOV1 (48% za
rastvornu i 84% za suspendovanu fazu). Visoke EP vrednosti postignute u PPOV2 su sli¢ne onima
dobijenim u PPOV u Madarskoj (90-98% za rastvornu fazu i 89-99 % za suspendovanu fazu, Andrasi
et al., 2013), Francuskoj (99% za rastvornu fazu, Jeanneau et al., 2011) i Kanadi (86-99% za
rastvornu fazu, Furtula et al., 2012).

Ostali detektovani humani/Zivotinjski steroli (epikoprostanol, epiholestanol i holestanol) su
pokazali slican trend eliminacije kao koprostanol i holesterol, sa niskim vrednostima EP dobijenim
za rastvornu fazu otpadnih voda u PPOVI1 (Cak 28% za holestanol) i efikasnim uklanjanjem
postignutim za suspendovani materijal u PPOV1 (iznad 70%), kao i za obe faze uzoraka otpadnih
voda u PPOV2 (iznad 80% i 90%, respektivno). Visoke vrednosti EP epikoprostanola, epiholestanola
i holestanola dobijene za rastvornu fazu u PPOV2 uporedive su sa rezultatima dobijenim u Francuskoj
(91%, 100%, do 98%, respektivno, Jeanneau et al., 2011) i Kanadi (69-99% za epikoprostanol,
82-100% za epiholestanol, Furtula et al., 2012).
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Sto se ti¢e fitosterola, p-sitosterol i dezmosterol slede trend uklanjanja sli¢an
humanim/Zzivotinjskim sterolima. Veoma visoke vrednosti EP za -sitosterol su postignute u PPOV2
(100% za rastvornu fazu i 95% za suspendovani materijal) i za suspendovanu fazu otpadnih voda u
PPOV1 (85%), dok su niske EP dobijene za rastvornu fazu u PPOV1 (43%). U sli¢nim studijama
postignuto je efikasno uklanjanje B-sitosterola u dva PPOV u Madarskoj (89% 1 92% za rastvornu
fazu i do 99% za suspendovani materijal, Andrasi et al., 2013), PPOV u Francuskoj (99% za rastvornu
fazu, Jeanneau et al., 2011) i Sest PPOV u Kanadi (80-99% za rastvornu fazu, Furtula et al., 2012).
Za dezmosterol, postignuta je visoka efikasnost uklanjanja za suspendovani materijal oba PPOV
(80% i 91%), dok je niska efikasnost uklanjanja dobijena za rastvornu fazu otpadne vode u PPOV1
(31%). Za ostale detektovane biljne sterole, stigmasterol, kampesterol i sitostanol, rezultati pokazuju
visoke EP u oba ispitivana PPOV, i za rastvornu fazu (97%, 72%, 100%, respektivno, u PPOV1 i
100% za sitostanol u PPOV?2) i za suspendovanu fazu (86%, 77%, 81%, respektivno, u PPOV1i99%
za sitostanol u PPOV2). Ove vrednosti su uporedive sa onim u studijama sprovedenim u Francuskoj
(do 96%, do 100%, 94%, respektivno, Jeanneau et al., 2011) i Kanadi (do 96%, 88-99%, 87—100%,
Furtula et al., 2012).

Generalno, efikasnost uklanjanja sterola u PPOV2 je bila visoka, sa preko 80% EP
postignutim za sve ispitivane sterole (84-100% u rastvornoj fazi i 91-99% u suspendovanom
materijalu). S druge strane, PPOV1 je pokazalo niZe vrednosti EP za rastvornu fazu, sa polovinom
detektovanih jedinjenja uklonjenim sa EP <50%, dok je EP bila ve¢a za suspendovanu fazu
(74-95%). Dobijeni rezultati su potvrdili da PPOV1 nije bilo u potpunosti operativho u vreme
uzorkovanja.

Tabela 4.10. Izracunati odnosi sterola za rastvornu fazu* i suspendovanu fazu**
uzoraka komunalne otpadne vode (OV)

Odnos br. ov1 oVv2 ov3 oVv4 OV5 OV6

L (+)0,93* (+)0,92 (+)0,92 (+)0,93 (+)0,89 ni

' (+)0,95** (+)0,93 (+)0,95 (+)0,87 (+)0,93 (+)0,92
5 ()093 (+)092 (+)0,92 (+)0,94 (+)0,90 ni

' (+)095 (+)094 (+)0,95 (+)0,87 (+)0,93 (+)0,92
3 (+) 2,03 ()13 (110 (+)200 (+)2,75 (+)1,80

' (+)221 (#)215 (+)236 (+)157 (+)3,80 (+)1,99
A (178 (+)1,20 (+)1,00 (+)1,75 (+) 2,08 ni

' (+)1,96 (+)1,87 (+)2,12 (+)126 (+)0,22 (+)1,69
g (+) 48,00 (+)28,75 (+)14,17 (+)11,88 (+) 28,95 ni

' (+)49,33 (+)50,43 (+)55,85 (+)15,71 (+)63,33 (+)55,16
6 (+)0,02 (+)0,03 (+)0,07 (+)0,08 (+)0,03 ni

(+)0,02 (+)0,02 (+)0,02 (+)0,06 (+)0,02 (+)0.02
(+) sigurno humano fekalno zagadenje; (~) nesigurno humano fekalno zagadenje;
(—) negativno humano fekalno zagadenje; ni — nije izracunato.
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Tabela 4.11. Izracunati odnosi sterola za rastvornu fazu* i suspendovanu fazu**
uzoraka otpadne vode iz postrojenja za prec¢is¢avanje otpadnih voda (PPOV)

PPOV1 PPOV?2
Ulaz Izlaz Ulaz I1zlaz
(+)0,93* (+)0,90 (+)0,94 (~)0,55
(+)0,98** (+)0,93 (+)0,89 (~)0,70
(+) 0,93 (+)0,90 (+)0,95 (+)0,76

Odnos br.

& (+)0,98 (+)0,93 (+)0,90 (+)0,71
(+) 1,64 (+)151 (+)1,23 (+)1,57
(+)10,90 (+)3,11 (0,78 (-)0,88
. (+)146 (+)1,30 (+)1,14 (+)0,69

(+)9,24  (+)251 (+)0,71 (+)0,64
(+) 24,44 (+¥)3533 (+)8,36 (-)0,65
(+) 177,94 (+) 18,06 (+)27,58 (+)175
(+)0,04 (#)0,03 (¥)0,12 () 155
(+)0,01 (+)0,06 (+)0,04 (+)0,06

(+) sigurno humano fekalno zagadenje; (~) nesigurno humano fekalno zagadenje;
(-) negativno humano fekalno zagadenje.

Kona¢no, za uzorke sirove komunalne otpadne vode izracunati su odnosi sterola (tabela 4.10),
kao i za uzorke ulazne i izlazne vode oba postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda (tabela 4.11),
da bi se utvrdile moguce vrednosti tipiéne za netretirane otpadne vode i odnosi koji mogu
identifikovati poboljSanje kvaliteta otpadnih voda tokom tretmana u PPOV. Ocekivano, svi uzorci
kanalizacionih otpadnih voda pokazuju pozitivnu fekalnu kontaminaciju. Od Sest testiranih odnosa,
vrednosti tri odnosa: br. 1, br. 2 (0,87-0,95 za oba) i br. 6 (0,02-0,08) imaju uzan opseg i mogu se
primeniti kao karakteristi¢ni za komunalne otpadne vode. Takode je utvrdeno da su se samo u slucaju
odnosa koprostanol/(koprostanol + holestanol), za obe faze uzorka vode, vrednosti smanjile od onih
koje ukazuju na sigurnu humanu fekalnu kontaminaciju u ulaznoj vodi u PPOV do onih koje ukazuju
na nesigurnu fekalnu kontaminaciju u efluentu. Tokom tretmana u PPOV2, vrednosti odnosa br. 1 su
smanjene sa 0,94 za rastvornu fazu i 0,89 za suspendovani materijal do 0,55 i 0,70, respektivno.
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5. ZAKLJUCAK

Svrha ove doktorske disertacije bila je razvoj i optimizacija nove analiticCke metode za
odredivanje tragova steroidnih jedinjenja u uzorcima povrsinskih i otpadnih voda, i to u rastvornoj i
suspendovanoj fazi uzoraka. Istrazivanje je obuhvatilo optimizaciju procedure pripreme uzoraka vode
i suspendovane materije za analizu, kao i instrumentalne metode teéne hromatografije u sprezi sa
tandem masenom spektrometrijom. Analizirano je Sest humanih/zivotinjskih sterola, pet biljnih
sterola i devet steroidnih hormona. Te¢no-hromatografska metoda razdvajanja odabranih steroidnih
jedinjenja predstavljala je najveéi izazov zbog postojanja izomernih jedinjenja koja imaju identi¢ne
reakcije fragmentacije u masenom analizatoru, pa ih je nemoguce razlikovati metodom tandem
masene spektrometrije. Novorazvijena i validirana metoda je primenjena u analizi realnih uzoraka
povrsinskih i otpadnih voda, sa posebnom paznjom posve¢enom suspendovanom materijalu uzoraka.
Rezultati su pokazali izuzetnu optere¢enost vodenog ekosistema steroidnim jedinjenjima, posebno
sterolima, na Sirem podrucju Beograda, kao najveceg grada Republike Srbije, bez postrojenja za
preradu komunalne otpadne vode. Odnosi detektovani sterola su identifikovali izvore zagadenja koji
su primarni ¢inioci pogorSanja stanja zivotne sredine u urbanim sredinama. Na osnovu rezultata
dobijenih u ovom radu mogu biti doneseni slede¢i zakljucci:

Optimalni uslovi za te¢no-hromatografsko razdvajanje i maseno-spektrometrijsko detektovanje
steroidnih jedinjenia:

v' Optimalno hromatografsko razdvajanje svih 20 steroida postignuto je na Zorbax Eclipse®
XDB-Cg reverzno-faznoj koloni tokom 45 min analize. 1zomerna jedinjenja steroidnih
hormona koja imaju iste fragmentne jone (estriol i estron, odnosno 17a- i 17B-estradiol)
potpuno su hromatografski razdvojena pri mobilnoj fazi sastava 45% acetonitrila, 50%
dejonizovane vode i 5% rastvora siréetne kiseline (10%, v/v).

v' Cetiri izomerna sterola (epikoprostanol, epiholestanol, koprostanol i holestanol) razdvojeni
su na istoj hromatografskoj koloni koriste¢i mobilnu fazu sastava 83% acetonitrila, 12%
dejonizovane vode i 5% rastvora siréetne kiseline (10%, V/v).

v" Sva odabrana steroidna jedinjenja su efikasno jonizovana upotrebom hemijske jonizacije na
atmosferskom pritisku formirajuéi pritom iskljucivo pozitivne jone.

v' Kao prekursor joni za pet analita odabrani su protonovani molekuli [M+H]* (estron,
noretindron, ekvilin, levonorgestrel i holestanon), dok su ostali kao najintenzivnije jone
formirali protonovane dehidratisane jone [M—H20+H]".

v" Svi odabrani analiti su uspe$no identifikovani i kvantifikovani upotrebom karakteristi¢nih
reakcija fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji i najstabilniji fragmentni jon.

v" U uzorcima Kkoji su pozitivni na prisustvo steroidnih jedinjenja, potvrda prisustva je uspesno
izvrSena ponovno analizom ekstrakata uz koriS¢enje prosirene instrumentalne metode koja
ukljuéuje dodatne MS" reakcije fragmentacije.

Optimalni_uslovi_za ekstrakciju i predkoncentrisanje steroidnih jedinjenja iz _uzoraka vode i
suspendovanog materijala:

v Najbolji prinosi metode ekstrakcije uzoraka vode, za sve ispitivane analite, postignuti su
primenom sorbenta OASIS HLB sa uravnoteZenim hidrofilnim i lipofilnim svojstvima i
metanola kao rastvaraca za eluiranje, zapremine 15 mL.

v/ Optimalna vrednost pH uzorka vode pri kojoj je prinos metode najveéi je 7,5, tj. SPE
procedura se izvodi bez podesavanja pH ukoliko je vrednost pH realnog uzorka priblizna ovoj
vrednosti.

v Za optimalnu zapreminu uzoraka povrSinske i otpadne vode odabrano je 200 mL. Ova
zapremina uzorka obezbeduje visoke prinose i visoke stepene predkoncentrisanja, uz krace
vreme potrebno za pripremu uzorka.
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Dobijeni prinosi metode za sirok opseg testiranih koncentracija bili su u optimalnom opsegu
od 70% do 112% za povrsinske vode, odnosno od 70% do 114% za otpadne vode.
Dokazana je dobra ponovljivost razvijene metode sa RSD vrednostima uglavnom manjim od
20%. Dobijena je i dobra linearnost razvijene metode sa koeficijentom Kkorelacije za
povrsinske vode u opsegu od 0,9812 do 0,9995, odnosno od 0,9844 do 0,9999 za otpadne
vode.

Postignute su niske granice detekcije i kvantifikacije za sve odabrane analite u analiziranim
vodenim matricama. U povrSinskoj vodi granica detekcije i granica kvantifikacije su bile u
opsegu 0,7-15,0 ng L1 2,3-50,0 ng L%, respektivno, dok su za otpadne vode ove vrednosti
bile 1,7-15,0 ng L1 i 5,7-50,0 ng L%, respektivno.

Utvrdeno je da sastojci matrice nemaju znacajan uticaj na signale analita. Uticaj matrice bio
je nizi od 20% za obe ispitivane vodene matrice na svim koncentracionim nivoima.
Ultrazvucéna ekstrakcija steroida iz suspendovanog materijala uspesno je izvrsena koriséenjem
prilagodenog postupka za ekstrakciju steroida iz re¢nih sedimenata. Da bi se koncentracije
analita u suspendovanoj fazi mogle uporediti sa onim u rastvornoj fazi uzoraka vode, bilo je
neophodno koncentracije dobijene u ng g~* prevesti u ng L™ znaju¢i masu suspendovane
materije i zapreminu svakog uzorka vode.

Rezultati analize realnih uzoraka povrsinskih, komunalnih otpadnih i otpadnih voda iz PPOV:

v

AN

U analiziranim uzorcima povrsinskih i otpadnih voda nisu pronadeni tragovi steroidnih
hormona, kao ni humanog/Zivotinjskog sterola holestanona. Nemoguc¢nost detektovanja
steroidnih hormona se moze objasniti ograni¢eno$¢u primenjene metode prilikom
detektovanja analita prisutnin u koncentracijama blizu granica detekcije, posebno u
kompleksnoj matrici otpadnih voda. Odsustvo holestanona se moze pripisati nedostatku
aerobne mikrobioloske aktivnosti, poSto se pretezno formira degradacijom holesterola u
aerobnim uslovima.

U svim ispitivanim uzorcima vode, i u rastvornoj i u suspendovanoj fazi, pronadeno je pet
humanih/zivotinjskih sterola, pri cemu je holesterol dominantno jedinjenje u re¢noj vodi, dok
je koprostanol bio o¢ekivano najistaknutiji u uzorcima otpadnih voda.

Od pet ispitivanih biljnih sterola, B-sitosterol je bio najzastupljeniji.

Rasprostranjenost sterola 1 raspodela izmedu faza u re¢noj vodi bili su drugaciji od onih u
sirovoj otpadnoj vodi, $to ukazuje na izraZeniji biogeni uticaj poreklom od visih biljaka, kao
I veéi uticaj ispustanja otpadnih voda na sastav suspendovane materije.

Utvrdeno je da se svi detektovani humani/zivotinjski i biljni steroli dominantno vezuju za
Cestice suspendovanog materijala uzoraka re¢ne vode (83,0+11,9% 1 87,1+15,2%,
respektivno), odnosno komunalne otpadne vode (92,1+6,8% i 95,0+5,7%), u poredenju sa
rastvornom fazom. Zbog toga je za dobijanje pouzdane i realne slike kontaminacije steroidnim
jedinjenjima i njihove sudbine u vodenoj sredini klju¢no uzeti u obzir obe faze, rastvornu i
suspendovanu.

Utvrdena je direktna veza izmedu ispustanja sirove otpadne vode i visokih nivoa dva klju¢na
humana/Zivotinjska sterola, koprostanola i holesterola, u recnim vodama. Uzorci povrSinske
vode u koju se direktno izlivaju dva najveca otpadna kanala sadrze najvece koncentracije
medu svim uzorcima recne vode pod uticajem ispusta sirove kanalizacije.

Utvrdeno je da je Dunav vise zagaden ispustanjem netretiranih komunalnih otpadnih voda od
Save, zbog znacajno vece koncentracije sterola u suspendovanom materijalu, dok su nivoi u
rastvornoj fazi dve reke bili slicni. Ovo se moze objasniti razliCitim hidrodinamickim
uslovima dve reke koji dovode do razlicite sudbine steroida vezanih za suspendovanu materiju
u vodenoj sredini.

Utvrdeno je da je uSce dve reke najmanje kontaminirano, verovatno zbog turbulentnog
mesSanja vode i velikog razblazivanja.
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U poredenju sa slicnim studijama, nivoi sterola pronadeni u re¢noj vodi bili su znatno veci,
dok su njihove koncentracije u otpadnim vodama bile znatno nize, §to ukazuje na ozbiljno
zagadenje steroidima na podruc¢ju uséa reka Dunava i Save u Beogradu.

Upotreba odnosa sterola je pokazala pozitivnu humanu fekalnu kontaminaciju obe faze za
vecinu uzoraka re¢ne vode, ukazujuéi na veliki uticaj ispustanja sirovih otpadnih voda duz
obe reke. Medutim, kod nekih uzoraka zabelezen je veci uticaj na sastav suspendovane
materije.

Koris¢enjem 3D dijagrama tri najpouzdanija odnosa sterola istaknuta je razlika izmedu
uzoraka koji su se izdvojili kao najzagadeniji u rastvornoj i suspendovanoj fazi uzoraka vode.
Takode je utvrdeno da su vrednosti odnosa sterola (odnosi br. 1 — br. 5) dobijene za
suspendovanu fazu generalno bile vece od onih za rastvornu fazu.

Efikasnost uklanjanja sterola u operativnom PPOV je bila visoka i uporediva sa sli¢nim
studijama, sa preko 80% postignutim uklanjanjem za sve ispitivane sterole, kao i
koprostanolom i holesterolom uklonjenim sa vise od 98% iz rastvorne i suspendovane faze.
Od Sest testiranih odnosa, vrednosti tri odnosa br. 1, br. 2 (0,87-0,95 za oba) i br. 6 (0,02—
0,08) imaju uske opsege koji se mogu primeniti kao karakteristi¢ni za komunalne otpadne
vode.

Utvrdeno je da je samo odnos koprostanol/(koprostanol + holestanol) bio dovoljno osetljiv da
na njega utie poboljsanje kvaliteta precis¢enih otpadnih voda, sa vrednostima koje se sa 0,94
zarastvornu i 0,89 za suspendovanu fazu (potvrdena humana fekalna kontaminacija) Smanjuju
na 0,55 i 0,70 (nesigurna fekalna kontaminacija).
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Tabela 1. MS" reakcije fragmentacije odabranih steroidnih jedinjenja koris¢enjem linearnog
jonskog trapa

Steroidi MS CE, (%) MS? CE, (%) MS® CE, (%) MS*
Steroidni hormoni
Estriol 271[M-H.0+H]* 20 253 28 197 31 179

197 31 179
157 37 130

Estron 271[M+H]* 20 253 28 197 31 179
197 31 179
157 37 130

17B-Estradiol 255[M-H,0+H]* 22 159 34 131 33 91
133 31 105
173
145

170-Estradiol 255[M-H,0+H]* 22 159 34 131 33 91
133 31 105
173
145

170-Etinilestradiol 279[M-H,O+H]* 25 133 30 105 36 79

159 33 131 32 91
251 28 209 33 181

223

Noretindron 299[M+H]* 23 281 29 263 30 221
263 30 221
223
239

Ekvilin 269[M+H]* 23 251 31 209 33 181
211 32 183 31 165

Levonorgestrel 313[M+H]* 22 295 29 277 30 235
277 30 235
245
237

Mestranol 293[M-H.0+H]* 26 147 32 91 39 65
173 31 158
133
265

Steroli

Dezmosterol 367[M-H20+H]" 26 257 25 161 26 119
161 26 119
203 25 147 28 105
243

Holesterol 369[M-H20+H]" 24 243 24 147 27 105
161 27 119 30 91
257
287
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Tabela 1. (nastavak)

Steroidi MS CE, (%) MS? CE, (%) MS® CE, (%) MS*

Kampesterol 383[M-H,0+H]" 25 243 24 147 27 105
257 24 161 28 119
161
203

Epikoprostanol 371[M-H,0+H]" 24 149 28 121 28 93

261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Epiholestanol 371[M-H,0+H]* 24 149 28 121 28 93
261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Koprostanol 371[M-H20+H]" 24 149 28 121 28 93
261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Holestanol 371[M-H20+H]" 24 149 28 121 28 93
261 24 163 24 107
163 24 107
135 26 107

Stigmasterol 395[M-H,0+H]" 24 297 25 215 25 159
311 25 201 27 145
255

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

B-Sitosterol 397[M-H20+H]" 25 243 25 147 28 105
257 24 161 26 119
203
161

Sitostanol 399[M-H20+H]" 24 149 27 121 28 93
163 26 107 29 79
135
217
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OBJAVLJENI NAUCNI RADOVI I1Z DOKTORSKE DISERTACIJE

Rad u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu, prvih 10% impact liste — M21a

Jaukovi¢, Z., Grujic¢, S., Mati¢ Bujagic, 1., Petkovié, A., Lausevi¢, M., 2022. Steroid-based tracing of
sewage-sourced pollution of river water and wastewater treatment efficiency: Dissolved and
suspended water phase distribution. Sci. Tot. Environ. 846, 157510.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.157510.

Rad u vrhunskom medunarodnom casopisu — M21:

Jaukovi¢, Z., Gruji¢, S., Mati¢ Bujagi¢, 1., Lausevi¢, M., 2017. Determination of sterols and steroid
hormones in surface water and wastewater using liquid chromatography-atmospheric pressure
chemical ionization-mass spectrometry. Microchem. J. 135, 39-47.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2017.07.011.

103


https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.157510
https://doi.org/10.1016/j.microc.2017.07.011

BIOGRAFIJA AUTORA

Zorica Jaukovi¢ (devojacko PeSi¢) rodena je 13. decembra 1985. godine u Dubrovniku,
Republika Hrvatska. Osnovnu $kolu ,,Daso Pavic¢i¢* u Herceg Novom, Republika Crna Gora, zavrsila
je 2000. godine, a 2004. godine sa odli¢nim uspehom je zavrSila Gimnaziju — op$ti smer, takode u
Herceg Novom. Tehnolosko-metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu, studijski program —
Neorganska hemijska tehnologija, smer — Tehnoloska kontrola, upisala je Skolske 2004/2005. godine.
Diplomirala je 2010. godine na Katedri za analiticku hemiju i kontrolu kvaliteta sa prosecnom
ocenom tokom studija 8,32. Diplomski rad pod nazivom ,,Odredivanje metamizola i njegovih
metabolita u povriinskim i podzemnim vodama* odbranila je sa ocenom 10. Skolske 2010/11. godine
upisala je doktorske akademske studije na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu u Beogradu na smeru
Hemija, pod rukovodstvom prof. dr Mile Lausevi¢, redovnog profesora Tehnolosko-metalurskog
fakulteta. Na doktorskim studijama je uspesno polozila sve ispite predvidene planom i programom sa
prosecnom ocenom 10 i odbranila zavrsni ispit sa temom ,,Steroli u uzorcima iz zZivotne sredine®.

Zavrsila je kurs ,,Skola proteomike-Teorijski i prakti¢ni osnovi® (2015. godine), organizovan
od strane Centra izuzetnih vrednosti za molekularne nauke o hrani, Hemijskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu. Zavrsila je obuku ,,Odredivanje fenola i polihlorovanih alkana kratkog lanca u vodi
pomoc¢u GC/MS*“ (2016. godine), organizovanu od strane Hemijskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu i MreZe za edukaciju i trening u javnim laboratorijama u oblasti zivotne sredine (NETREL)
u okviru Tempus projekta. Takode je 2017. godine polozila ispit za Licenciranog savetnika za
hemikalije i biocidne proizvode (Upravljanje hemikalijama i biocidnim proizvodima, Licenca izdata
od strane Ministarstva zastite zivotne sredine u skladu sa REACH i ECHA legislativom). Pohadala
je radionicu za odredivanje fizi€ko-hemijskih osobina i stabilnosti pri skladistenju za pesticidne
proizvode prema Regulativi EC 1107/2009 u organizaciji IPA programa Evropske unije za Srbiju,
2020. godine (Workshop on the Physicochemical Properties and Storage Stability Requirements for
Pesticide Products under Regulation EC 1107/2009).

Od 2011. do 2017. godine Zorica Jaukovi¢ je bila angazovana na projektu finansiranom od
strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije, pod nazivom ,,Razvoj i
primena metoda 1 materijala za monitoring novih zagadujucih i toksi¢nih organskih materija 1 teSkih
metala”. Od aprila 2017. godine zaposlena je u kompaniji Agrosava d.o.0., kao samostalni stru¢ni
saradnik za analiti¢ku hemiju.

104



UsjaBa o ayTopcTBYy

Wme n npesnmve aytopa 3opuua Jaykosuh

Bpoj nHpekca 4061/2010

UsjaBrbyjem
[a je pokTopcka auceprauuja nog HacroBom

"Pa3Boj 1 npuMeHa mMeTode aHanuse ofabpaHux crepona W CTePOUAHUX XOpMoHa Y
NPVMPOAHVMM W _OTMaAHUM Boama TEYHOM Xxpomartorpadviom ca TaHOeM MaceHoM
cnekTpomeTpujom"

e pe3ynTaTr COMNCTBEHOr UCTPpaXunBadKor paja,

e [a avcepTauuja y LenuHU HU y AenoBUMa Huje 6una npeanoXeHa 3a cTuuame
Aapyre AvnioMe npema CTYAMCKUM Mporpamuma ApYrMX BUCOKOLLKOMCKMX
yCTaHoBa;

e [1a Cy pe3yntaTu KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [Ja HWcaM KpLumo/ria ayTopcka rmpasa v KOPWCTVO/Na WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Motnuc aytopa

Y Beorpapy, _ 21.03.2023.
\ \ (
Z ok oyt
{ /
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M3jaBa 0 NICTOBETHOCTU WUITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Mwve 1 npesume aytopa _3opuua Jaykosuh

Bpoj nHaekca _4061/2010
Cryaujckn nporpam _Xemuja

Hacnos papa "Pa3Boj n npumeHa meTone aHanvae ogabpaHux cTepona v CTEPOUAHMX
XOpMOHa Yy MpVPOAHUM W OTNaaHUM BoJama TEeYHOM Xpomartorpadwujom ca TaHaem
MaceHoM crnekrpomeTpujom"”

MeHTop _npod. ap Ceetnana [pyjuh

W3jaBrbyjem fa je wramnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA EMEKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npepao/na pagv noxpakeHa y [AUrUTanHOM pPeno3uTopujymy
YHuBep3urteta y Georpaagy.

[lossorbaBam Aa ce ofjaBe MOju NUYHM nojaun BesaHu 3a fobujare akagemckor
HasuBa JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe U NpesuMe, roarHa U MecTo pofersa 1 AaTym
onbpaHe paga.

OBM nuuyHM nopjaum Mory ce 06jaBUTM Ha MpEeXHUM CTpaHuuama aurutanHe
6ubnnoTeke, y enekTpoHCKoM kartanory u y nybnukauvjama YHusepsuteta y beorpagy.

Motnuc aytopa

Y beorpagy, _21.03.2023.

\
Z0agonit
\/
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MUsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHusepauteTcky GuGnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh* ga y [uvrurtanHu
peno3utopujym YHuBepauTeTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AvcepTauujy nog
HacnoBom:

"PasBoj 1 NpuMeHa MeTode aHanuse ogabpaHux creporna v CTepouaHUX XOpMoHa Y
NpYPOAHUM 1 OTMaAHUM BoJama TEYHOM XpomaTtorpaduioM ca TaHaem MaceHoMm
cnekTpomeTpujom"

KOja je Moje ayTopcko Aerno.

[OucepTaumjy ca cBUM Npunosvuma npeaao/na cam y enekTpoHckoM dopmaTty norogHom
3a TPajHO apXxuBupar-e.

Mojy [OOKTOpCKy —AucepTauujy noxpaweHy Yy [urutanHoM — perosutopujymy
YHuBep3auteTa y beorpagy v AoCTynHY Y OTBOPEHOM MPUCTYMYy MOTy Aa KOpUCTE CBU
Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyvo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AyTtopcTBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
(3)AyTopcTBo — HekomepumjanHo — Ges npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HekoMepLujanHo — fenutu nog uctum yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTy nog uctim ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aoKkpyxuTe camo jeaHy oA LWEeCT NoHyReHnX nuueHun.
Kpatak onuc nuueHLum je cactTaBHu Aeo OBe n3jaBse).

Mornuc aytopa

Y Beorpaay, 21.03.2023. (

?f]\(wkc VIC
v
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1. AyTtopcrBo. [lo3BOrbaBate yMHOXaBake, AUCTPpUbyuujy W jaBHO caonwiTaBamse
aena, U npepaje, ako ce Haseae WMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH of cTpaHe ayTtopa
unu aasaoua nuLeHue, Yak v y komepumjante cspxe. OBo je HajcnoboaHwja of CBuX
TALEHUM.

2. AyTopcTBO — HekoMepuwujanHo. [losBorbaBare yMHOXaBake, AUCTpUBYyuujy u
jaBHO caonwTaBake Aena, U Npepage, ako Ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
o[ cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOrbaBa KoMepLwjanHy
ynotpeby pena. ‘

3. AyTopcTBO — HekoMepuujanHo — Ge3 npepapa. [lo3Borbasare YMHOXaBatse,
anctpubyumnjy u jaBHO caonwitasawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WUnu
ynotpebe pena y CBOM feny, ako Ce HaBeae ume ayTopa Ha HaumH ogpefeH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua rvueHue. Osa nuueHua He A03BOrbaBa KOMEepLujanHy
ynotpeby Aaena. Y oAHOCY Ha cBe OcTane NUUEHLE, OBOM JIMLIEHLIOM Ce orpaHudasa
Hajsehu 06um npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLuujariHo — AEeNUTU Mo UCTUM ycnoBuma. [Jo3Borbasare
yMHOXaBake, ANCTpubyuujy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, U npepaae, ako ce Haseae
uvie aytopa Ha HauviH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unv AaBaoua NULUEHUE U ako ce
npepaga AucTpubyupa nog WCTOM WNKM CRMMHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
fossorbasa komepuujanHy ynorpeby aena u npepaga.

5. AytopcTBo — Ge3 npepapa. [lo3sorbaBate ymMHOXaBame, ANCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwraeare fgena, 6es npomeHa, npeobnukosaksa unu ynotpebe pgena y csom geny,
ako ce Haseae uUMe ayTopa Ha HauyvH opapeReH of cTpaHe aytopa unv gasaoua
nuueHue. Osa nuueHua [o3Borbasa Komepumjanyy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO — pOenuTu Moj WCTUM ycnoBuma. [03BorbaBate yMHOXasare,
AvcTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTasamke Aena, v npepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauMH ofpefieH of cTpaHe aytopa wnu AaBaola nWUEHUE U ako ce npepaga
avctpubyupa nop UCTOM WnKM CrMMHOM  nuueHuom. OBa nuueHUua [o3BorbaBa
komepuuwjanHy ynoTpeby pAena u npepapga. CnvuHa je coTBEpcKMM nuvueHuama,
O[HOCHO NnuLeHLamMa OTBOpEHOr Koaa.
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OLIEHA U3BEILLTAJA O ITPOBEPU OPUTMHAJIHOCTHU
JIOKTOPCKE TUCEPTAIIUJE

Ha ocHoBy [IIpaBuiHMKa O TMOCTYNKY TNpOBEPE OPHIMHAIHOCTH JOKTOPCKHX
aucepTanuja Koje ce 6paHe Ha YHuBep3uTeTy y beorpaly u Hanasa y M3BEIITajy W3 Mporpama
iThenticate* KojuM je W3BpLIEHA MPOBEpa OPUTHHAIHOCTH JOKTOPCKE AMcepTauuje 3opHie
JaykoBuh mox HaszuBoMm ,,Pa3Boj M mpHMeHa MeToje aHanu3e onabpaHMX CTepona M
CTEPOMIHMX XOPMOHA y NPHPOAHMM H OTMAJHMM BOJaMa TEYHOM Xpomarorpadujom ca
TaHJEM MAaceHOM CMEKTPOMETPHjOM, KOHCTaTyjeM 1a MHJEKC CIMYHOCTH TEKCTa M3HOCH
cymapHO 17%, npy 4eMy OH MOTHYe M3 77 pasiMYMTHX M3BOPA, Y OKBHPY KOjUX je Hajsehu
CTerneH T0jeJuHa4yHOr noayaapama 5% u 2% u3 1Ba U3BOpa, 0K ¢y ocTanu 1% u3 7 u3Bopa,
a < 1% u3 68 u3Bopa.

Hajseha nomynapHoct, on 5%, yrteplieHa je ca JOKTOpckoM auceprauujom Hsane
Maruh Byjaruh nmop HasuBoM ,,OnpeluBame TparoBa CTEPOMIHMX XOPMOHA M CTepoja Kao
MHMKaTOpa W3BOpa 3aralielba pevyHHX CeJMMEeHaTa METOJOM TeuHe Xpomatorpaduje ca
TaHIEM MAcEHOM CIEKTPOMETPHjOM” M OHa je JOMMHAHTHO Mocjeuua HaBohema Ha3HBa
HCTHX aHaJIMTa, METOA YNOTPeObeHNX 32 HACHTH(HKALHM]Y W KBAHTH(HUKALM]y aHAJIUTa, Kao
¥ HauMHa u3Boherma MeToja M Hasohemwa ypehaja KojH ce KOPMCTH y IpynH y Kojoj ayTop
paju.

IMonynapHoct ox 2% je mocieaula MNPETXONHO MyOIMKOBAaHHX — pesysrara
JIOKTOPaHIOBUX MCTPa)KMBaiba KOjH Cy MPOMCTEKIIH U3 HEHE IMcepTaliuje, HajBehum neom y
CaXeTKy JucepTauuje Ha eHrieckoM jesuky. Ilomymaproctu on 1% u <1% cy nocneauua
LMTaTa, Ha3MBa MeToja M HHXOBHX ckpahenuua (,LC-MSY, ,,GC-MS®), umeHna aytopa u
npyrux Gu6nuorpadekux momaraka o kopumhieHoj nuTeparypu (Hmp. ,,Leeming®, et al.
1996%), ynorpe6e cTpy4HMX TepMHHA THITHYHHMX 3a 00NACT y KOjy cnaja AucepTauuja, onuca
ZIeJIoBa METOJIOJIOMIKHMX TPOTOKOJIA 32 KOje Cy jaCHO HaBeleHe pedepeHLie, Kao ¥ jeIMHMLA 38
KOHLIEHTpaL1jy aHauTa (ng L™), wro je y cknamy ca unasom 9. ITpauiHuka.

Ha ocHOBY cBera M3HETOr, a y cKkjajy ca uiaHoM 8. ctaB 2. [IpaBuiHHKA O MOCTYINKY
TpOBEpe OPUIHHAIHOCTH NOKTOPCKMX AMCEpTalja Koje ce OpaHe Ha VYHHBEP3HTETY Y
Beorpajty, M3jaBibyjeM Ja W3BELITAj yKa3yje Ha OPUTMHATHOCT JI0KTOPCKE JMCepTalje, na ce
NPOMKCAHK MOCTYNAK MPUNPEME 3a HeHy Oi0paHy MOXE HACTaBHTH.

26. jyn 2023. ron. Menrop:

Jp Ceetnauna I'pyjuh, Banpeauu npodecop,
Vuusep3urer y beorpany,
TeXHONOWIKO-METaTypIIKH (aKynTeT
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