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Odredivanje steroidnih hormona u vodi

Kvalitet vode, a posebno cdista pitka voda, sve
viSe je ugrozena tvarima koje ljudske aktivnosti
ispustaju u okolis. Steroidni hormoni spadaju medu
¢imbenike koji doprinose poremecaju endokrinog
sustava u okolisu. Poremecaj endokrinog sustava
predstavlja funkcionalne promjene uzrokovane
izloZenoscu kemijskim tvarima koje mogu ostetiti
organizam. Steroidi su u posljednjim godinama
privukli posebnu pazZnju jer mogu uzrokovati
razlicite reproduktivne poremecdaje cak i kod
izloZzenosti izuzetno malom kolicinom. Prema
tome, potrebno je dodati da je njihova analiza
vrlo izazovna zbog vrlo niskih granica detekcije
i neophodne selektivnosti za njihovo pouzdano
odredivanje.

Mikropolutanti u okolisu

lzraz mikropolutanti se koristi za Stetne antropogene
tvari koje se javljaju u niskim koncentracijama (jedinice
do stotine pg/L). Mikropolutanti se nalaze u svim
komponentama Zivotne sredine, zraku, vodi i tlu.
Sadrzaj mikropolutanata u okolisSu je cesto vrlo nizak
(jedinice pg ili ¢ak ng), medutim, problem je cinjenica
da cak i u tim tragovima mogu imati nepozeljni ucinak
na zZive organizme. Mikropolutanti naj¢esée ulaze u vodu
iz proizvoda za zastitu bilja u poljoprivredi, alii iz lijekova,

veterinarskih, farmaceutskih proizvoda i proizvoda
za osobnu njegu (PCPs).
Mikropolutanti dospevaju u prirodu gdje mogu

poremetiti vodeni ekosustav. Znanstvene studije tvrde
da neke vodene Zivotinje mogu promijeniti ponasanje
pod utjecajem antropogenih onediséenja, te da to
moze negativno utjecati na njihovu reprodukciju. Medu
najcesc¢e mikropolutante ubrajaju se ostaci pesticida
i njihovi metaboliti, kao i lijekovi. Od nedavno javna se
paznja fokusira na perfluoroalkilne i polifluoroalkilne
spojeve (PFAS) ili mikroplastiku. Steroidni hormoni
relativno su nova tema u praéenju voda, a ujedno i novo
praceni analiti.
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Slika 1: llustrativna slika

Izvori steroidnih hormona

Steroidni hormoni utjeéu na funkciju mnogih tkiva,
osobito reproduktivhog sustava. Takoder igraju vaznu
ulogu u centralnom Zivéanom sustavu ili odrzavanju
kvalitete kostiju.

17B-estradiol (E2), koji igra sredi$nju ulogu u kontroli
seksualnog ponasanja i reproduktivnog sustava,
vjerojatno je najpoznatiji predstavnik ove grupe.
17B-estradiol se metabolicki oksidira u estron (E1) i dalje
transformira u estriol (E3).

Dobro poznati sinteti¢ki estrogen, 17a-etinil estradiol
(EE2), s jakom estrogenom aktivno$cu, koristi se u gotovo
svim kontracepcijskim pilulama, kao i drugim lijekovima,
npr. kod Alzheimerove bolesti ili za ublazavanje teskoéa
U menopauzi.

Topljivi derivati hormona, koji se formiraju tijekom
metabolizma, olak$avaju njihovo izlu¢ivanje mokraéom.
Stoga se ljudska mokra¢a smatra glavnim izvorom
17a-etinil estradiola u otpadnim vodama, medutim
estradioli takoder ulaze u okoli§ iz stocarstva, gdje
se hormoni koriste za lije¢enje odredenih bolesti ili
za poboljsanje produktivnosti.

Aktivne slobodne forme estrogena se nedovoljno
suzbijaju u postrojenjima za procis¢avanje otpadnih
voda i prolaze dalje u povrsinske vode. Nakon toga
mogu kontaminirati podzemne vode i izvore pitke vode,
¢ime mogu utjecati na ljudsko zdravlje.
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Zakonodavstvo

U cilju stalnog razvoj na ovom podrudju, Svjetska
zdravstvena organizacija (WHO) donosi mnoge
preporuke, koje se potom odraZavaju na europsko i/ili
nacionalno zakonodavstvo.

Kontrola kvalitete vode za ljudsku upotrebu podlijeze
SMJERNICI (EU) 2020/2184 EUROPSKOG
PARLAMENTA | VIJECA. U tom dokumentu navedeno
je da je WHO oznacila tri reprezentativne tvari Stetnog
uticaja na endokrini sustav (ukljucujuci 17B-estradiol)
kao referentne vrijednosti za procjenu prisutnosti
i uc¢inkovitosti tretmana, ako je potrebno.

Razina za 17B-estradiol postavljena je na 1 ng/L.

Metodologija odredivanja

Zahvaljujuéi znacajnom napretku u instrumentalnoj
analitickoj kemiji, omoguéena je vrlo osjetljiva analiza
steroidnih hormona u uzorcima vode. Medutim, cak
i uz upotrebu najmodernijih analiti¢kih instrumenata,
prije analize potrebna je sloZzena i vremenski zahtjevna
priprava uzoraka.

U laboratorijima ALS razvili smo postupak za odredivanje
najvaznijih steroidnih hormona u uzorcima vode, a to su:
17B-estradiol (E2)

17a-estradiol

17a-etinilestradiol (EE2)

ekvilin

estron (E1)

Nasa se metoda temelji na metodi br. 539 Agencije
za zaStitu okolisa Sjedinjenih Drzava (US EPA)
(Odredivanje hormona u pitkoj vodi pomo¢u LC-ESI-MS/
MS).

Tada metoda ukljucuje pripremu uzoraka pomocu off-
line SPE ekstrakcije i naknadnu analizu uz pomo¢ ultra
performansne tekuée kromatografije standem masenom
spektrometrijom (UHPLC-MS/MS).
Tabela 1: Popis i karakteristike analita
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Priprema i analiza uzoraka

Zbog zakonom propisanih niskih graniénih vrijednosti
(1 ng/L) nuzno je uzorke koncentrirati do 1000 puta.
Za tu svrhu se koristi tehnika predkoncentracije,
ekstrakcija ¢vrste faze (SPE).

SPE je tehnika kod koje se analiti iz uzorka uhvate na
odgovarajuce odabrani sorbent, a zatim se isperu u malu
zapreminu odgovarajué¢im otopinom. To omogudava
visok stupanj koncentracije.

Nakon pripreme wuzorka, provodi se analiticko
odredivanje pomoéu UHPLC-MS/MS.

Trenutno smo u mogucnosti analizirati pet steroidnih
hormona u uzorcima pitke vode, vode iz vodovoda,
flasirane vode i povrsinske vode. Za analizu hormona
u vodi minimalna koli¢ina uzorka vode je 250 mL; uzorke
treba prikupljati u tamnu staklenu bocu.

Slika 2: UHPLC-MS/MS instrument
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