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POVZETEK

V okviru diplomske naloge smo doloCevali prisotnost benzofenonov BP3 in BP4 ter
njunih kloriranih produktov v kopalnih vodah (morje, bazeni). Omenjena benzofenona
sta UV zascitni sredstvi z imenom 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon (BP3) in 2-hidroksi-
4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kislina (BP4). Znana sta kot najpogosteje
uporabljana UV zascitna filtra predvsem v kozmeti¢ni industriji.

Raziskovalno delo smo priCeli z vzor€enjem kopalnih voda na viSku kopalne sezone.
Takrat smo pri€akovali najvecCjo gostoto kopalcev in tudi najviSjo koncentracijo iskanih
spojin v kopalnih vodah. Po vzoréenju smo delo nadaljevali v laboratoriju, kjer smo
vzorce ekstrahirali po postopku ekstrakcije na trdnem nosilcu, ekstrakte pa koncentrirali
na rotavaporju in nato analizirali s HPLC-DAD metodo.

V Sestih vzorcih kopalne vode smo ugotovili prisotnost UV filtra BP3 ter klorirana
produkta 5-klorobenzofenon (5-Cl BP3) in 3,5-diklorobenzofenon (3,5-diCl BP3).

KLJUCNE BESEDE: UV filtri, benzofenon BP3, benzofenon BP4, bazenske kopalne
vode, morske kopalne vode, HPLC analiza.

ABSTRACT

In the context of diploma project we were determining presence of benzophenone BP3
and BP4 and their chlorinated products in bathing waters (sea, pool). Beznophenones
mentioned before are UV protective agent called 2-hydroxy-4-methoxybenzophenone
(BP3) and 2-hydroxy-4-methoxybenzophenone-5-sulfonic acid (BP4). They are known
as the most commonly used UV protective filter especially in the cosmetics industry.

Research we started by sampling bathing water at the height of the bathing season. At
that time we expected the highest density of bathers and the highest concentration of
the compounds that we are looking in bathing waters. After sampling, we continued
with work in the laboratory, where samples were extracted with solid phase extraction,
extracts were concentrated on rotatory evaporator and than we analyzed samples by
HPLC — DAD method.

In six bathing water samples we found out a presence of UV filter BP3 and chlorinated
products 5-chloro benzophenone (5-Cl BP3) and 3,5-dichloro benzophenon (3,5-diCl
BP3).

KEYWORDS: UV filters, benzophenone BP3, benzophenone BP4, pool bathing
waters, sea bathing waters, HPLC analysis.
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1. UvOD

Ultravijolicna (UV) svetloba, ki prihaja v glavhem od sonca, povzroCa poSkodbe na
razli¢nih bioloskih kot tudi kemijskih materialih, ki so ji izpostavljeni. Predvsem gre tu za
svetlobo valovnih dolzin 290-320 nm (UVB) in 320—-400 nm (UVA). Fotoni UV svetlobe
povzrocijo trganje kovalentnih vezi in s tem inducirajo razli¢ne oksidacijske procese, ki
so veCinoma verizne radikalske oksidacije s kisikom. Ti procesi povzroCajo staranje in
preperevanje razlicnih konstrukcijskih materialov, premazov, plastike, gume itn.
Posebno Skodljivi pa so ti procesi v biolo3kih sistemih, kjer povzro€ajo posSkodbe celic
koZe, kar ima za posledico pospeseno staranje kozZe in nastanek razli¢nih obolenj, od
raznih vnetnih procesov do raka (Giokas in sod., 2007).

Za zascCito pred UV svetlobo uporabljamo razli€éne snovi, ki bodisi odbijajo bodisi
absorbirajo UV svetlobo. Vedno bolj se uporabljajo tudi v sredstvih za osebno nego
(npr. kreme za soncenje, mazila za ustnice, Samponi in prSila za lase), kar je posledica
naraS€ajoCega zavedanja o Skodljivi izpostavljenosti soncu in posledi¢no poveanega
tveganja za obolevnost za koznim rakom (Lowe in sod., 1997).

Ker gre za dokaj Siroko spektralno obmocje, 400-290 nm (UVA in UVB), nobena
spojina sama po sebi ne ustreza zasciti v tem obmodju, saj so njihovi absorpcijski
vrhovi precej ozji. Potrebna je kombinacija ve€ spojin, da pokrijejo celotno obmogje. Po
raziskavah o uporabi in uéinkih starih in novih formulacij se seznam spojin, dovoljenih z
zakonodajo, redno posodablja. Evropska unija (EU) trenutno dovoljuje 26 organskih
snhovi, nekatere druge spojine pa so dovoljene v dolo€enih drzavah po svetu, na primer
na Japonskem in ZDA, kjer pa jih obravnavajo kot bioloSke ucinkovine, dosegljive brez
zdravniSkega recepta (Giokas in sod., 2007).

Narava in delez UV filirne komponente v komercialnem pripravku doloCata zaScitni
faktor (SPF), ki je pokazatelj u€inkovitosti izdelka za za&cCito pred soncem. Sredstva za
zasCito pred soncem se vedno uporabljajo v kombinaciji, saj enoten UV filter, ki bo
zagotavljal dovolj visok SPF, ne obstaja. Zaradi fotonestabilnosti in moznih
sinergisticnih uc¢inkov mednarodne zdravstvene organizacije omejujejo njihovo
kombiniranje (Serpone in sod., 2007).

Skupino organskih kemijskih filtrov lahko glede na spektralno obmodje, ki ga pokrivajo,
razdelimo v dve skupini, in sicer prvo sestavljajo tako imenovani UVA filtri, v katero
sodijo benzofenoni, antranilati in dibenzoilmetani, ter v skupino UVB filtrov, ki jih
sestavljajo derivati 4-aminobenzojske kisline (PABA), salicilati, cinamati ter derivati
kafre. Spojine, ki jih evropska skupnost uvr§¢a med organske UV filtre kot sredstva za
zascito pred soncem, kazejo karakteristike persistentih organskih onesnazeval (POP).
Skupna znacilnost vseh teh je prisotnost aromatskih spojin s stransko verigo in razli¢no
stopnjo nenasicenosti. (Diaz-Cruz in Barcelo, 2009)

Seveda morajo biti UV filtri relativno stabilni, ko jih izpostavimo UV sevanju. Proizvode
za zascito pred soncem uporabljamo predvsem v posebnih pogojih, to je pri kopanju v
morju, v bazenih, na snegu in v hribih, kjer potrebujemo zares temeljito zascito. Vendar
kar nekaj Studij v zadnjem Casu kaze, da tudi te spojine razpadejo na svetlobi.
Pretezno gre za dve vrsti reakcij: direktne fotolitske reakcije in kloriranje aromatskega
obro€a ali stranske verige, kar je posledica prisotnosti klora in kloriranega medija (na
primer voda v bazenih, slana morska voda) (Diaz-Cruz in sod., 2008).



Podatkov o usodi teh spojin, ko se izperejo s koZe in obleke ter preidejo v okolje, za
vec€ino kemikalij ni veliko. Prav tako ni podatkov o drugih virih kontaminacije, kot so na
primer izpiranje s povrSine, izpostavljanje UV sevanju, poliranje avtomobilov in tekstilij.
Ko pridejo omenjene kemikalije v vodno okolje, lahko tam povzro€ijo Skodljive biolodke
ucinke na vodne organizme, kot sta npr. strupenost in estrogenska aktivnost. Prav tako
¢3lahko Skodljive uc€inke povzro€ajo tudi obdelane kemikalije ali vmesni produkti
razgradnje (Diaz-Cruz in sod., 2008).

1.1. Namen in cilji naloge

Za potrditev dejanske prisotnosti omenjenih spojin v bazenskih vodah Zelimo v okviru
diplomske naloge preveriti prisotnost izbranih UV filtrov (BP3, BP4 ter njunih kloriranih
produktov) v bazenskih vodah kopaliS¢ na obmocju Nove Gorice ter slovenske obale.

V okviru diplomske naloge smo si zadali naslednje cilje:
e ugotoviti, katera klorirna sredstva se uporabljajo za dezinfekcijo bazenskih vod
(s sladko in slano vodo) na Goriskem in na slovenski obali;
e z uporabo HPLC-DAD metode ugotoviti morebitno prisotnost BP3, BP4 ter
njunih kloriranih produktov v vzorCevalni bazenski vodi na visku poletja, ko je
najve¢ kopalcev.



2. TEORETICNE OSNOVE

2.1. UV filtri

2.1.1. Fizikalno — kemijske lastnosti

UV filtri so brez barve ali rumene spojine s skoraj ni¢elno absorpcijo vidnega sevanja,
ampak s pomembno absorpcijo svetlobe v UVA (320-400 nm) in UVB (280-320 nm)
obmocgju. Te spojine kazejo nekaj lastnosti, ki so tipine za obstojna organska
onesnazevala (POPs; persistence organic polutants) (Diaz-Cruz in Barcelo, 2009).
Skupna znacilnost vseh UV filtrov je prisotnost aromatskega obroca in stranske verige,
ki izkazuje razlicne stopnje nenasicenosti. Nekateri UV filtri lahko obstajajo v razli¢nih
izomernih oblikah, vendar pa enantiomeri ne izkazujejo razli¢nih fizikalno kemijskih
lastnosti. Lahko pa se izomeri in enantiomeri razlikujejo v bioloSkem delovanju.
Komercialni pripravki vsebujejo v glavnem geometrijske (E) izomere, ¢eprav nekateri
UV filtri vsebujejo oboje, (E) in (Z) izomere. Zaradi njihove visoke lipofilnosti (ve€inoma
z log Kow 4-8) in relativne stabilnosti pred razgradnjo se lahko akumulirajo v
prehranjevalni verigi (Diaz-Cruz in Barcelo, 2009).

UV filtri v kremah za son&enje in v kozmeti¢nih izdelkih varujejo koZzo pred posSkodbami
in zaustavljajo Skodljivo UV sevanje; nekateri filtri S€itjo pred UVB sevanjem pri 280-
315 nm valovne dolzine, UVA pa nudijo zas¢ito pred valovnimi dolzinami v obsegu
315-300 nm. Loc¢imo dva osnovna tipa UV filtrov: organske in anorganske (Balmer in
sod., 2004; Steinberg, 2000). Odboj in refleksijo doseZzemo z dodajanjem anorganskih
UV filtrov, to so mineralni mikrodelci (TiO, in ZnO), medtem ko so organski UV filtri
odgovorni za absorpcijo sonénega UV sevanja (predvsem UVB sevanja) (Lowe in sod.,
1997).

Organski ultravijoli¢ni (UV) filtri so torej spojine, ki jih uporabljamo za absorpcijo UV
sevanja. Njihova uporaba je vedno vecja, kar je rezultat osveSCenosti o Skodljivem
ucinkovanju UV sevanja in pojavnosti koZznega raka. Naras€ajoCa uporaba UV filtrov
lahko povecCa okoljsko onesnazZenost in izpostavljenost preko prehranske verige.
Obstaja torej skrb za okolje in skrb glede potencialnih u€inkov organskih UV filtrov na
razlicne organizme v okolju. Omenjene spojine se namre¢ uporablja v lepotnih kremah,
sprejih za lase, Samponih in drugih izdelkih za osebno nego, nekatere dodajo plastiki in
drugim materialom, da preprecijo razgradnjo polimerov in barvil (Diaz-Cruz in sod.,
2008).

Leta 2000 je bilo v Evropi registriranih triindvajset UV filtrov za uporabo v sonénih
kremah, vendar pa niso vsi enako komercialno pomembni (Steinberg, 2000). Vecina
teh snovi je prisotna v izdelkih, ki se prodajajo tudi v Sloveniji, in ¢eprav ni mogoce
pridobiti ocen o dejanskih koli€¢inah uvozenih izdelkov za osebno nego, se je uporaba
krem za za$€ito pred soncem povecala in zaznati je trend v smeri uporabe izdelkov z
vi§jim son¢nim zascitnim faktorjem (SPF > 20). Visji SPF pomeni vi§jo mnozino UV
filtrov — obiajno sta uporabljeni dve ali pa tudi ve¢ komponent za zaSc&ito pred UVA in
UVB sevanjem (Balmer in sod., 2004).

V evropski kozmeti¢ni direktivi je bilo leta 2007 dovoljenih 27 UV filtrov za komercialno
uporabo. Od tega je 26 organskih UV filtrov in le eden je anorganski, to je titanov



dioksid. Kljub dostopnosti vseh substanc je le nekaj od njih spodbudilo raziskovalce, da
so opravili okoljske in bioloske $tudije. Studije so opravili glede na pogostost
pojavljanja teh substanc v komercialnih izdelkih za zaS€ito pred soncem. Fizikalno-
kemijske in okoljske lastnosti najbolj uporabljenih UV filtrov kaZejo, da lahko razliéni
dejavniki, procesi in mehanizmi povzroCijo spremembe UV filtrov, ki se odrazajo v
okolju na razliéne nacine. Poleg tega pa je po povrSinskem nanosu son¢nih krem
mogoca tudi absorpcija substanc skozi koZo ljudi. Podatki o faktorju bioakumulacije teh
sestavin, ki so izraCunani kot koli¢nik koncentracije UV filtra v zivih organizmih v
primerjavi s tisto koncentracijo v vodi, kazejo, da izkazuje doloCena vrsta (kot na primer
riba) moc¢no teznjo k bioakumulaciji UV filtrov v njihovo mascobno tkivo (Giokas in sod.,
2007).

Nekatere UV filtre, na primer benzofenone, se uporablja tudi za preprecevanje
sprememb vonja in barve izdelkov, kot so parfumi in mila. Dodajanje teh filtrov
omogocCa proizvajalcem, da pakirajo izdelke v Cisto, brezbarvno steklo ali plastiko. UV
filtre se uporablja tudi kot dodatek plastiki in embalazi kot UV zaviralce in/ali sredstva
za jaCanje okusa (Cuderman in Heath, 2007).

Zaradi prisotnosti vse veC kemikalij v ¢loveSkem okolju je bila sprejeta uredba
Evropske unije pod imenom REACH, ki je zaCela veljati 1. junija leta 2007. REACH je
kratica za Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals, po slovensko
registriranje, vrednotenje in odobritev kemikalij. Z omenjeno uredbo si pristojni organi
prizadevajo, da bi izboljSali varovanje Clovekovega zdravja in okolja pred tveganii, ki ga
lahko predstavljajo kemikalije. Vzpodbuja pa tudi razvoj novih alternativnih metod za
oceno nevarnosti snovi, s katerimi bi zmanj3ali Stevilo poskusov na Zivalih
(echa.europa.eu).

Naceloma uredba REACH velja za vse kemikalije, tako za tiste, ki jih uporabljajo v
industrijskih postopkih, kot tudi za tiste kemikalije, ki jih uporabliamo v vsakdanjem
zivlienju (Cistila, barve, kozmeti¢ni izdelki, obladila, pohistvo ...). Zato sprejeta uredba
vpliva na skoraj vsa podjetja v Evropski uniji. To pa pomeni, da morajo podijetja delovati
v skladu z uredbo, opredeliti in upravljati morajo s tveganiji, ki so povezana s snovmi, ki
jih proizvajajo ali z njimi upravljajo v obmocju EU. Evropski agenciji za kemikalije ECHA
s sedeZzem v Helsinkih na Finskem morajo dokazati, da se in kako se snovi varno
uporablja, uporabnike pa morajo pou€iti oziroma jim posredovati ukrepe za
obvladovanje tveganja, v kolikor do tega pride. Ce tveganja ni mogo&e obvladovati,
pristojni organi omejijo ali prepovejo uporabo kemikalije in potrebno je najti
alternativne, manj nevarne snovi (echa.europa.eu).

REACH uvaja jasen postopek o zbiranju in ocenjevanju informacij o lastnostih in
nevarnosti snovi. Podjetja morajo snov, s katero Zelijo delati, registrirati in istoCasno
sodelovati z drugimi podjetji, ki uporabljajo to isto snov. Evropska agencija za
kemikalije, najveCja agencija, ki ima nadzor nad vsemi kemikalijami, ki se lahko
uporabljajo, prejema in ocenjuje skladnost registracij novih kemikalij. Ob vsaki novi
snovi pa je potrebno, da drzave €lanice EU preucijo potencialne nevarnosti na zdravje
ljudi in okolja. Oceniti pa je potrebno, ali je mozno tveganje snovi obvladati, kar
naredijo pristojni znanstveni organi ECHA. Dokler niso izpolnjeni vsi predpisi in pogaoiji,
nevarna kemikalija ne sme na trzis€e (echa.europa.eu).



2.2. Kozmeti¢ni in drugi potrosniski izdelki

Kozmeti¢ne izdelke za za&Cito pred soncem bi lahko definirali kot »vsak kozmeticni
izdelek, ki vsebuje UV filtre v svoji formulaciji z namenom, da zas$cCiti kozo pred
Skodljivo UV svetlobo, da se izogne ali zmanjSa $kodo, ki jo lahko sevanje povzroci na
zdravje ljudi« (Salvador in Chisvert, 2005).

Vrsto in razmerje UV filtrov vsakega komercialnega pripravka dolo¢a sonéni zaScitni
faktor (SPF) (National Toxicology Program), ki ga uporabliamo kot indikator
ucinkovitosti kreme za sonéenje. Sredstva za za$¢€ito pred soncem se vedno uporablja
v kombinaciji, ker noben posamezni UV filter, ki se uporablja na ravni, ki so trenutno
dovoljene z zakonodajo, ne zagotavlja dovolj visokega zas¢&itnega faktorja za zascito
pred soncem (Serpone in sod., 2007).

Da bi izboljSali ¢lovekovo zdravje in okolje ter ju varovali pred tveganji, ki jih
predstavljajo kemikalije, je bila sprejeta Uredba Evropske unije, REACH. Kemikalij pa
je vse vec, saj se v EU zelo pospeduje konkurenénost kemijske industrije. REACH z
varovanjem okolja, kar se nana$a tudi na zivali, pospeSuje razvoj novih metod za
oceno nevarnosti snovi, da bi bilo &im manj poskusov na Zivalih (echa.europa.eu).

V skladu z uredbo REACH je testiranje na vretencarjih mozno le v skrajnem primeru.
Tako uporablja dva nacina, s katerima ohranja najnizje mozno Stevilo zahtevanih testov
na zivalih. Prvi je souporaba podatkov, drugi pa alternativne metode in pristopi.
Souporaba podatkov temelji na tem, da se podatki testov, s katerimi ugotavljajo
nevarne lastnosti kemikalij, ¢im ve€ souporabljagjo med registriranimi zavezanci.
Souporaba rezultatov testov, ki so bili opravljeni na vretencarjih, je obvezna. Takdne
Studije se ne smejo ponavljati. Alternativne metode in pristopi pa so resitve, s katerimi
nadomestijo teste na vretencarjih, ¢e se z njimi pridobi podatke, ki zagotovijo visoko
raven varovanja zdravja ljudi in okolja. Podjetja v izogib testiranju snovi na Zivalih lahko
uporabljajo obstojeCe Studije o Zivalih, ki so bile narejene pred sprejetiem uredbe
REACH (echa.europa.eu).

Agencija ECHA (European Chemicals Agency) se mora strinjati s predlogom o izvedbi
Studije visje stopnje. Agencija preuci vse predlagane predloge za testiranje, ali je test
primeren in ali bi se tako pridobili potrebni in zanesljivi podatki. Agencija povabi k
sodelovaniju tretje osebe, da posredujejo znanstveno veljavne informacije in Studije, ki
obravnavajo snov in tako prepreCuje nepotrebno testiranje na Zivalih. Kadar pa so
testiranja na Zivalih nujna, je potrebno upostevati zahteve uredbe REACH, ki uveljavlja
koncept »treh R« za uporabo Zivali — replacement, reduction, refinement oziroma
nadomestitev, zmanjSanje in izboljSanje. To so vodilna nacela pri testih, ki se izvajajo
na zivalih in prispevajo k zmanjSevanju poskodb testnih Zivali (echa.europa.eu).

Predpogoj za vecino postopkov REACH je identifikacija snovi, ki poteka v vec
postopkih (echa.europa.eu):

o Registracija: Podjetja, ki na leto proizvedejo ali izvozijo vsaj eno tono snovi,
morajo zbrati informacije o lastnostih snovi in njihovi uporabi. Prav tako pa
morajo izdelati oceno nevarnost in mozna tveganja, ki jih snov predstavlja.

e Evalvacija: Agencija ECHA in drzave Cclanice EU pregledajo in ocenijo
informacije, ki jih posredujejo podjetia za registracijo snovi. Preucijo
dokumentacijo in predloge podjetij o nalinu testiranja ter podajo mnenje ali
shov predstavlja tveganje za zdravje ljudi ali okolja.



e Avtorizacija: Pri postopku avtorizacije je pomembno, da se zagotovi povecan
nadzor ob morebitnih tveganjih, ki povzro€ajo veliko zaskrbljenost, ter da se te
snovi postopoma zamenjuje z manj nevarnimi alternativami.

e Omejitev: Pa je zadnje orodje. To je orodje, ki se uporabi, ko pride do
nesprejemljivega tveganja snovi na zdravje ljudi ali okolje. Omejitev pomeni
omejitev ali odpoved proizvodnje nevarne snovi ter omejitev dajanja na trg ali
uporabe snovi.

2.2.1. 1z son¢nih krem v ¢lovesko telo in v okolje

Prepoznavanje Skodljivih u€inkov ultravijolicnega (UV) sevanja na kozo je sprozilo
razvoj organskih kemikalij (s skupnim imenom UV filtri), ki lahko absorbirajo UV
sevanje in ublaZijo negativhe ulinke soncne svetlobe, katerim smo izpostavljeni.
Raziskave, opravljene za ugotavljanje ucinkovitosti UV filtrov, ki jih nanesemo na
povrsino koZe, so pokazale, da se postopno zmanjSuje UV zas¢itna zmogljivost, ki je ni
mogoce pripisati izklju¢no (foto)razgradnji. UV filtri se lahko sistemati¢no absorbirajo
skozi povrsino kozZe ali pa se sprostijo med kopanjem in umivanjem (Giokas in sod.,
2007).

Kozmeti¢ni izdelki za zas¢ito pred soncem se uporabljajo ze priblizno 75 let. Glavne
sestavine UV filtrov s kemijskega staliS¢a navadno vsebujejo enega ali ve€ aromatskih
obroCev, na katere so vezani z dvojnimi vezmi in razli¢nimi substituenti, vsebujejo pa
lahko tudi razlicne verige. Omenjene skupine izkazujejo sposobnost zmanjSevanja
prenosa fotonov svetlobe, ki dosezejo povrSino Zemlje. Bolj natanéno, UV filtri
absorbirajo fotone in se nato hitro vrnejo v osnovno stanje s toplotnim oddajanjem
energije skozi serijo vibracijskih prehodov (vibracijsko sproS¢anje). Proces se ponovi in
tako je koza zaScCitena pred UV sevanjem (Kimbrough, 1997). Pri tem procesu lahko
pride tudi do cepitve vezi oz. razgradnje UV filtrov. Danes na trgu lahko najdemo veliko
pripravkov z razli€nimi sestavami, ki ponujajo zas¢ito pred obema tipoma soncnega
sevanja (UVA 320-400 nm in UVB 280-320 nm) (Giokas in sod., 2007).

NacCeloma so sonne kreme zasnovane za zunanjo uporabo najbolj izpostavljenih
delov telesa in s tem najbolj izpostavljenih delov koze (Akiyama in sod., 1980).
Opazanja, da soncne kreme lahko povzro€ijo nezazelene stranske ucinke na kozi (kot
na primer kozne alergije) (Schauder in Ippen, 1997; Schinicit in sod., 1998) in da lahko
prodrejo skozi kozo, so sprozile razli¢ne toksikoloSke raziskave. Predhodne raziskave
na poskusnih zivalih kazejo, da izkazujejo nekateri organski UV filtri pomembne ucinke
na hormone, na primer na estrogen ter hormone Scitnice, katerih delovanje je moteno.
Razlike v hormonskih ravneh pri prostovoljcih po uporabi izdelkov za za&€ito pred
soncem, so bile primerljive z kontrolno skupino (Tinwellin sod., 2002; Schlumpf in sod.,
2001; Schmutzler in sod., 2004; Janjua in sod., 2004). Vendar pa so v drugi raziskavi
Schlumpf in sodelavci (Schlumpf in sod., 2008) v 75 % vzorcev €loveSkega materinega
mleka nasli ostanke Stevilnih UV filtrov (najvec je bilo benzofenona-3 (BP3); 125 ng/g
mascob), kar lahko povzroc€i tveganje za prenos snovi na novorojencka.

Trije glavni regulatorni sistemi, ki nadzorujejo in spremljajo kozmeticne izdelke po vsem
svetu, so European Union (EU) Cosmetics Directive (Direktiva o kozmeti¢nih izdelkih
Evropske unije), United States (US) Food and Drug Administration (Upravljanje s hrano
in zdravili Zdruzenih drzav Amerike) in zakonodaja Japonske (European Commission,
1976; US Food and Drug Administration; Japanese Ministry of Health and Welfare).
Tako so tudi razlicne komponente kozmeti¢nih izdelkov, na primer v Evropi (European
Commission, 1976), obravnavane kot kozmeti¢ni dodatki, medtem ko so v Zdruzenih



drzavah Amerike (US Food and Drug Administration, 1999) klasificirane kot zdravila.
Na Japonskem (Japanese Standard for Cosmetics Ingredients, 1985) pa jih imajo za
kozmeti¢ne dodatke ali zdravila.

Veliko let je bila glavna skrb v zvezi z uporabo UV filtrov njihova ucinkovitost pri blazitvi
negativnih u€inkov izpostavljenosti sonéni svetlobi in manjSanje tveganja za ljudi. Pred
kratkim pa se je pojavil Se en pomemben vidik. Raziskave so pokazale, da se UV filtri
lahko kopicijo v vodnem okolju, preko neposrednih in posrednih virov. Tipi¢ni primeri
poti prenosa UV filtrov v okolje so, da so UV filtri v proizvodnem procesu dobili trzni
obseg, njihova uporaba je obsirna; UV filtri so v izdelkih za osebno nego in kozmetiko,
katere nanasamo na kozo, s kopanjem (v morju, jezerih, bazenih ...) pa jih vnesemo v
vodno okolje (Giokas in sod., 2007).

Na drugi strani pa skrb za Cisto okolje in sprostitev sestavin iz sonénih krem v vodno
okolje navaja tveganje zaradi izpostavljenosti neposrednega stika teh spoijin in njihovih
stranskih produktov s ¢loveSkim telesom. Raziskave so pokazale, da je vnos teh
substanc in spojin v bazene (neposredni viri) zelo pomemben, predvsem odvisno od
uporabe in pogojev (nacina) vzdrZzevanja bazena (Lambropoulou in sod., 2002; Giokas
in sod., 2004). Son¢no sevanje lahko namre¢ vodi do nastajanja nekaterih stranskih
produktov s Se bolj Skodljivimi u€inki, kot so izvorne sestavine (Norwegian Radiation
Protection Authority, 2000; Sakkas in sod., 2003).

2.2.2. VVnos UV filtrov v okolje

Kljub temu da je okoljskih poro€il o zas€itnih sredstvih in njihovih koncentracijah, ki jih
najdemo v soncnih kremah, malo, Se posebej Ce Stevilo porodil in raziskav primerjamo
z raziskavami ostalih onesnazil v okolju, se njihova prisotnost v okolju omenja ze v
zgodnjih 80. letih 20. stoletja, vendar tedaj prisotnosti UV filtrov v okolju Se niso
povezali z uporabo izdelkov za osebno nego (Akiyama in sod., 1980; Ahel, 1991;
Zoeteman, 1981; Ehrhardt in sod., 1982; Ehrhardt, 1987). Ne glede na to so novejse
raziskave prepoznale pomembno viogo izdelkov za osebno nego pri akumulaciji novih
vrst organskih onesnazeval v vodno okolje, Se posebej v vodi, namenjeni kopanju in
rekreaciji. Izmerjene koncentracije so se razlikovale glede na lokacijo vzor€enja in
intenzivnosti rekreacijske aktivnosti. NajviSje koncentracije so bile izmerjene med
najbolj toplimi poletnimi dnevi, Se posebej v veCernih urah, ko je bil vnos son¢nih krem
najvedji in kot posledica pove€anega sonénega sevanja ter izpostavljenosti (Giokas in
sod., 2007).

Potencialni ucinki v toksikoloski klasifikaciji UV filtrov so bolj raznoliki, vendar se Se
vedno pojavljajo polemike v zvezi z njihovim toksikoloskim vplivom, Se posebej na
vodne organizme. StarejSa poroc€ila o toksikoloskih ucinkih UV absorbiranih kemikalij
povecajo skrbi o moznih endokrinih hormonskih motnjah nekaterih sestavin (Schlumpf
in sod., 2001) v koncentracijah, ki so v okviru drugih industrijskin kemikalij in so
identificirane kot okoljski kseno-estrogeni. Kot je pokazalo Ze veliko raziskav, se lahko
UV filtri pretvarjajo v okolju, kot posledica metabolne aktivnosti ali pri naravni poti
razgradnje (hidroliza, fotorazgradnja). Tako je razumljivo, da je potrebnih ve¢ razli¢nih
metod za raziskave, glede na to, da nas ne zanimajo samo osnovne sestavine in snovi,
pac pa tudi njihovi stranski produkti (Giokas in sod., 2007).

Velik del UV filtrov in protimikrobnih sredstev, ki se uporablja v izdelkih za osebno
nego, na koncu vstopi v vodno okolje. Znana sta dva nacina vstopa v vodno okolje
(Cuderman in Heath, 2007):



e neposredni vnos v povrSinske vode, kot rezultat rekreativnih aktivnosti, na
primer izpiranje iz koze med kopanjem ali plavanjem;
e in posredni vnos v povrsinske vode preko odpadnih vod, veliko je odplak iz
bolnisnic in Cistilnih naprav.
Posredne poti lahko vklju€ujejo tudi odstranitev ostankov soncnih krem z drgnjenjem
med tuSiranjem in z ledviénim izlo€anjem snovi, ki preidejo skozi kozo ali po zauzitju
(kot rezultat nanosa Sminke za ustnice) (Balmer in sod., 2004).

2.2.3. Kemikalije v nasem Zivljenju

Ljudje ob besedi kemikalije pomislimo na nevarnosti, znake nevernosti (kot je lobanja,
prekrizane kosti), epruvetke, testne bucke, dojemamo jih kot nevarne snovi. To
zasledimo tudi na slikovnem svetovnem spletu. Zelimo jih celo izkljugiti iz svojega
Zivlienja. Vendar Zivljenje brez kemikalij dejansko ni mogo€e. Saj smo iz kemikalij
sestavljeni ljudje, zemlja in svet okrog nas. Celo &loveku najbolj strupene snovi so
naravno prisotne v okolju. To so na primer arzenik in vol¢ja ¢eSnja (echa.europa.eu).

Velikokrat se pojavi vpraSanje, ali so kemikalije varne. Odgovor na to vpradanje ni
enostaven. Pravi odgovor lahko dobimo le za vsako spojino posebej. Odvisno je od
kemikalije in v kolikSni meri ji je Clovek izpostavljen. V velikih koli€inah je tudi voda
nevarna za ¢lovekovo zdravje, pa Ceprav brez nje Zivljenje, ne bi bilo mogoce. Medtem
ko so Ze zelo majhne koli¢ine drugih snovi (npr. cianida) lahko usodne za zdravje. Tako
govorimo o pojmu tveganja. To je odvisno od intrinziChe nevarnosti kemikalije in od
izpostavljenosti tej kemikaliji (koli€ini in obdobju izpostavljenosti) (echa.europa.eu).

EU je vodilna v svetu na podrocju varnejsih kemikalij. Cilji uredbe REACH in uredbe o
razvrS€anju, oznacevanju in pakiranju v Evropski uniji so (echa.europa.eu):

e zagotoviti, da podijetja, ki se ukvarjajo s kemikalijami, jih uvazajo ali proizvajajo
podajo nazorna pojasnila in zagotovijo informacije o lastnostih kemikalij;

e zagotoviti, da v zgornji alineji omenjena podjetja podajo pojasnilo, kako se snov
uporablja in kdo ji bo najverjetneje izpostavljen;

e nadzorovati tveganje, ki ga predstavljajo najnevarneje kemikalije za zdravje
ljudi in okolje, tako da se zmanj$a koli¢ina kemikalij, ki smo jim izpostavljeni;

e zagotoviti, da so nevarne snovi razvrS¢ene ter vkljuCene v popis na spletnih
straneh agencije ECHA in so javno dostopne ter da so izdelki, ki vsebujejo te
snovi dobro oznaceni in pravilno pakirani, da jih uporabniki lahko varno
uporabljajo;

e zagotoviti, da se uporaba najnevarnejSih kemikalij sCasoma opusti.

2.3. BP3

INCI poimenovanje (Mednarodna nomenklatura za kozmeti¢ne izdelke): Benzofenon-3
Kemijsko poimenovanje: 2-Hidroksi-4-metoksibenzofenon (oksibenzon)

Cmax (%) (najvisja dovoljena koncentracija v kozmetiki (% m/m)): 10 % (Salvador in
Chisvert, 2005).
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Slika 1: BP3 (povzeto po: Salvador in Chisvert, 2005)

BP3 je UV filter, ki se ga najpogosteje prouCuje zaradi njegovega vpliva na presnovo
(Okereke in sod., 1994; Okereke in sod., 1993). BP3 se preshavlja v prisotnosti
citokroma P-450 v spojine, ki se uporabljajo, kot sredstva za zascito pred soncem
(Ingelman-Sundberg in Hagbjork, 1982). Njegove aromatske hidroksilirane metabolite
so identificirali v €lovedkem urinu (Flex in sod., 1998), prav tako pa so proste in vezane
oblike BP3 metabolitov doloCili v tkivih (v jetrih, vranici in srcu) in v bioloskih vzorcih
(kot na primer v urinu in blatu) (Okereke in sod., 1993).

2.4. BP4

INCI poimenovanje (Mednarodna nomenklatura za kozmeti¢ne izdelke): Benzofenon-4
Kemijsko poimenovanje: 2-Hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kislina in
njegova natrijeva sol (sulisobenzon)

Cmax (%) (najviSja dovoljena koncentracija v kozmetiki (% m/m)): 5 % (kot kislina)
(Salvador in Chisvert, 2005)
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slika 2: BP4 (povzeto po: Salvador in Chisvert, 2005)

Poleg BP3 in BP4 so najbolj pogosto uporabljeni UV filtri Se 4-metil-benzildien-kafra
(4MBC), 2-etil-heksil-4-trimetoksicinamat oziroma etilheksil-metoksicinamat (EHMC) in
oktokrilen (OC).

2.5. Kemijske analize

2.5.1. Metode za dolo¢anje UV filtrov

Najbolj uporabljena in raz8irjena analitska metoda za kvantitativnho dolo¢anje UV filtrov
je tekocCinska kromatografija (LC). Sledijo druge kromatografske tehnike, kot so na
primer tankoplastna kromatografija (TLC) in plinska kromatografija (GC). Molekulska
spektroskopija in elektrokemijsko dolo¢anje UV filtrov sta metodi, ki se ju uporablja zelo
redko. Atomska spektroskopija, kot na primer plamenska atomska absorpcijska
spektroskopija, atomska emisijska spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo in
fluorescenco z rentgenskimi zarki, pa se uporabljajo predvsem za doloCanje
anorganskih UV filtrov (Salvador in Chisvert, 2005).



2.5.2. Koncentracije UV filtrov in protimikrobnih sredstev v vzorcih vode iz
okolja

Dostopni podatki o koncentracijah UV filtrov v okolju so omejeni, $e posebno ni
podatkov o koncentracijah omenjenih spojin v vzorcih zemlje. Podane koncentracije
mocno nihajo kot posledica vzorénega mesta, velikosti zajetega sistema, ki ga zajema
Studija (na primer jezera, bazeni), letnega €asa in ure v dnevu (Diaz-Cruz in Barcelo,
2009). V vodnem okolju najviSje izmerjene in objavljene koncentracije korelirajo s
Casom vzor€enja, kar pomeni, da je ujemanje najvecje pri vzor€enjih v ve€ernih urah
toplih poletnih dni. V naravnih vodah se najbolj pogosto zazna BP3, ki je v kremah za
zasCito pred soncem, s koncentracijskimi vrednostmi v obsegu 2-125 ng/L (Giokas in
sod., 2004, Giokas in sod., 2005, Lambropoulou in sod., 2002, Balmer in sod., 2005).
Jezera in reke so bili po raziskavi najmanj onesnazeni, s koncentracijami UV filtrov v
obsegu 19-125 ng/L (Cuderman in Heath, 2007; Jeon in sod., 2006). V bazenih pa je
bila koncentracija UV filtrov vi§ja, in sicer 330 ng/L za 4-MBC in 400 ng/L za BP3
(Cuderman in Heath, 2007). Se vi$je koncentracije BP3 (0,45-5,61 ug/L) so zaznali v
neobdelani pitni vodi v Kaliforniji, v Zdruzenih drzavah Amerike (Loraine in Pettigrove,
2006). V surovi odpadni vodi so bile te snovi v koncentracijah v obmocju 0,4-5,6 ug/L
(Loraine in Pettigrove, 2006; Balmer in sod., 2005). V odpadnih vodah iz ¢istilnih
naprav so bile izmerjene koncentracije UV filtrov v obsegu 0,001-2,7 ug/L (Balmer in
sod., 2005).

Za Slovenijo so objavljeni podatki o ostankih farmacevtskih izdelkov v vodah, kjer so
delno vklju¢ene tudi nekatere spojine, ki so sestavine izdelkov za osebno nego (Kosjek
in sod., 2005). Za oceno koli¢ine UV filtrov in protimikrobnih sredstev v slovenskih
vodah so v raziskavi vzorcili rekreativhe vode (avgust 2004) in odpadne vode (januar
2005). Po kon€anem vzor&enju so pH vodnih vzorcev prilagodili na pH 3 z dodajanjem
razred€ene HCI in vzorce prefiltrirali skozi celulozne filtre (velikosti por 0,45 um), da bi
se izognili madenju SPE (solid phase extraction) vlozkov (cartridges) z drobci snovi.
Zavedali so se, da lahko s filtriranjem vzorcev potencialno odstranijo tudi frakcije
izdelkov za osebno nego, ki so se absorbirali na drobce snovi. Vzorci so bili do analize
shranjeni v temi pri temperaturi 4 °C (Cuderman in Heath, 2007).

V nadaljevanju raziskave sta avtorici najprej dolocili, kolikSna je ucinkovitost ekstrakcije
iskanih snovi, kar je prikazano v Preglednici 1 in nato Se koncentracije, ki so prisotne v
okolju - rezultati so podani v Preglednici 2. Nizji odstotek loCbe iz vod v naravnem
okolju je lahko rezultat izgube spojin zaradi konkurencnih reakcij (Cuderman in Heath,
2007). Glede koncentracij pa je bilo pricakovati prisotnost UV filtrov v vecini vzorcev,
ker so bila vzor€na mesta na priljubljenih rekreacijskih lokacijah na viSku sezone.
Najbolj pogosto zaznan UV filter je bil BP3. Ne da pa se dolociti najbolj pogosto
uporabljenega UV filtra, ker na embalazah izdelkov ni podana koli¢ina UV filtrov in
informacije glavnih slovenskih proizvajalcev niso na voljo. Sestavine UV filtrov pa niso
bile zaznane v vzorcih odpadnih vod, najverjetneje zaradi vzor€enja, ki je potekalo v
zimskem obdobju (leta 2005), ko se v centralni Evropi uporaba izdelkov z vsebnostjo
UV zaviralcev zmanjSa (Cuderman in Heath, 2007).
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Preglednica 1: UCinek ekstrakcije (%) komponent iz razlicnih zmesi pri dveh

koncentracijah (nad: 20 ug/L, pod: 2 ug/L) (povzeto po: Cuderman in Heath, 2007)
BP3 Triklosan Klorofen
Deionizirana voda | 89 82 95
82 82 94
Morska voda 90 89 95
87 88 91
Bazenska voda 90 94 98
80 87 97

Preglednica 2: Koncentracije (ng/L) UV filtra, benzofenon-3 (BP3) in protimikrobnih
sredstev, najdenih v bazenih in odpadnih bolnisni¢nih vodah (povzeto po: Cuderman in
Heath, 2007)

Mesto BP3 AMBC ocC Klorofen | Triklosan
vzorcéenja
Bazeni Kodeljevo 103 <LOD 15 <LOD <LOD
Portoroz 400 330 <LOD |<LOD <LOD
Odpadne Bolnica 2 <LOD | <LOD <LOD | <LOD 122
vode iz
bolnice

2.5.3. Organski UV filtri in njihova fotorazgradnja, metaboliti in dezinfekcijski
stranski produkti v vodnem okolju

Poleg lastnosti, da Sditijo in varujejo izpostavljeno kozo, pa tudi proizvode pred
Skodljivo UV svetlobo, morajo biti UV filtri stabilni, ko so izpostavljeni UV sevanju.
Nekateri organski UV filtri so podvrzeni razgradnji, predvsem fotolizi in lahko reagirajo
tudi s klorom ali drugim klorirnim medijem (na primer morje, bazen) (Diaz-Cruz in sod.,
2008).

FotokemiCne reakcije, ki jih povzroCi son¢na svetloba, so verjetno glavni abiotski
procesi, ki potekajo in vplivajo na usodo organskih kemikalij v povrSinskih vodah.
Fotoliza povzrocCi absorbiranje svetlobe in cepitev molekule na reaktivne dele oziroma
fragmente (prosti radikali) ali reaktivne intermediate (vmesne produkte). Na
povrSinskem sloju vodnega sistema potekata dva procesa: neposredna fotoliza in
posredna fotoliza. Organski UV filtri vsebujejo kromoforne skupine, ki so sposobne
absorpcije svetlobe valovne dolzine, ki jo predstavlja sonCna svetloba. Raztopljene
organske snovi, ki so navzoCe v povrSinskih vodah, so znane po tem, da lahko
preoblikujejo druge spojine, ki vstopijo v vodno okolje, s produkcijo reaktivnih
fotooksidantov, ki obsegajo tudi reaktivne kisikove vrste (kot na primer hidroksilni
radikali (OH®)) (Blough in Zeep, 1995). OH® radikali so zelo reaktivna vrsta delcev, ki
napade veliko razlicnih molekul, reakcija pa vodi do njihove razgradnje (Knowland in
sod., 1993).

V sistemih za obdelavo pitne vode pogosto za dezinfekcijo vode uporabljajo klor, klorov
dioksid in ozon, medtem ko za dezinfekcijo odpadnih voda uporabljajo predvsem Klor.
V Evropi postaja postopek ozonacije vedno pogosteje uporabljen, ker je to alternativen
postopek kloriranju. Klor poleg vonja lahko povzro€a tudi tvorbo problemati¢nih
stranskih produktov, t. i. trihalometanov. Kljub temu pa je na primer v Zdruzenih
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drzavah Amerike Se vedno bolj priljubljen klorirni naCin dezinfekcije pitne vode (Diaz-
Cruz in sod., 2008).

V Preglednici 3 je izbor nekaj dostopnih podatkov o koncentraciji BP3 v kopalnih vodah
po svetu.

Preglednica 3: Koncentracije izbranih organskih UV filtrov v okolju (povzeto po: Diaz-
Cruzin sod., 2008)

Mesto vzoréenja BP3

Bazen (Lambropoulou in sod., 2002) 2,4-3,3 g/L
Morje (Giokas in sod., 2004) 1,4-2,2 g/L
Bazen (Giokas in sod., 2004) 3,3-5,1 ng/L
Jezero Hiittnersee v Svici (Poiger in sod., 2004) | 5-125 ng/L

2.6. Strupenost UV filtrov

Po nanosu sredstev za zascCito pred soncem (sonénih krem) na kozo lahko spojine
preidejo skozi kozo in se porazdelijo po telesu. Sredstva se nato izlo€ijo kot spojine, ki
so vstopile v telo, ali pa se pred izlo¢anjem presnovijo. Kot posledica obeh, nanosa
sonénih krem in metaboliziranja, lahko vstopijo v vodno okolje. Do sedaj je bilo nekaj
metabolitov UV filtrov ze tema raziskav v zvezi z njihovo potencialno motnjo
hormonske aktivnosti (Diaz-Cruz in sod., 2008).

Raziskav, ki bi vklju€evale monitoring in raziskave toksi¢nosti izdelkov za osebno nego,
je bilo relativnho malo, Ceravno najdemo omenjene spojine bolj pogosto v okolju v visjih
koncentracijah kot farmacevtske izdelke. 1zdelki za osebno nego neprestano prehajajo
v vodno okolje in so bioloSko aktivni in obstojni (Brausch in Rand, 2011). V nasprotju s
farmacevtskimi izdelki, ki so namenjeni notranji uporabi (jih zauzijemo), so izdelki za
osebno nego namenjeni zunanji uporabi, na telesu ljudi in tako niso predmet
presnovnih sprememb. Zato velike koli€ine izdelkov za osebno nego vstopijo v okolje
nespremenjene (Ternes in sod., 2004). Veliko teh spojin se uporablja v velikih koli¢inah
in raziskave navajajo, da jih je veliko prisotnih tudi v okolju, da so bioaktivne in imajo
moznost, da se bioakumulirajo (Peck, 2006; Mackay in Barnthouse, 2010).

Izdelki za osebno nego so med najbolj pogosto zaznanimi spojinami v povrsinskih
vodah po celem svetu (Peck, 2006); v primerjavi s farmacevtskimi izdelki je malo
znanega O njihovi strupenosti za druge organizme (Daughton in Ternes, 1999).
Stevilna mnenja in ocene so bile objavljene o ugotavljanju toksi¢nosti in pojavnosti
farmacevtskih izdelkov (Halling-Sorensen in sod., 1998; Crane in sod., 2006; Fent in
sod., 2006), ni pa podatkov o Studiji, ki bi obravnavala potencialno tveganje za uporabo
izdelkov za osebno nego za vodno okolje.

Zavedanje o Skodljivosti ultravijolicnega (UV) sevanja na ljudi je sprozilo poveano
uporabo zas€itnih krem z UV filtri. Obi¢ajno najdemo tri do osem razli¢nih UV filtrov v
soncnih kremah in kozmetiki. Ti lahko predstavljajo ve¢ kot 10 % mase izdelka
(Schreurs in sod., 2002). Raziskava iz Svice ocenjuje, da vnos &tirih najbolj pogosto
uporabljenih UV filtrov v istilni napravi doseze naslednje vrednost: 118 g 2-etil-heksil-
4-trimetoksicinamat (EHMC), 49 g 4-metil-benzildien-kafre (4MBC), 69 g benzofenona-
3 (BP3) in 28 g oktokrilena (OC) na 10.000 ljudi na dan v ¢asu visoke uporabe (Balmer
in sod., 2004). Poleg tega pa Poiger in sod. (2004) ocenjujejo, da se uporablja do
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1.263 mg UV filtrov na osebo na dan, kar predstavija do 966 kg sproscenih UV filtrov
neposredno v majhno jezero v Svici na leto. Do podobnih rezultatov so prisli tudi v
raziskavi, kjer so v Svicarskih jezerih dolocili BP3 pri najvisjih koncentracijah (5-125
ng/L).

Veclina dodatnih podatkov, ki obstajajo o koncentraciji v okolju, se nanaSa na
bioakumulacijo UV filtrov v vodnih organizmih. UV filtri so znani, da se bioakumuliraljo v
ribah na ravni, podobni polikloriranih bifenilov (PCB) in dikloro-difenil-trikloroetana
(DDT) (Daughton in Ternes, 1999) glede na njihovo lipofilnost (log Kow = 3-7) in
stabilnost v okolju (Balmer in sod., 2004; Poiger in sod., 2004). UV filtre so nasli v
mascobnem tkivu pri ribah v koncentracijah do 2 ppm (2mg/kg ribe) (Nagtegaal in sod.,
1997). Samo ena S$tudija navaja, da nekateri UV filtri niso akutno toksi¢ni za vodne
organizme (Fent in sod., 2009). Pri vodni bolhi vrste Daphnia manga so opazili, da je
zelo obcCutljiva na kratkotrajno izpostavljenost (48 ur) za EHMC, medtem ko je bila man;
obdutljiva za benzofenon-4 (BP4) (Fent in sod., 2009). Vecina raziskav, ki se nana$ajo
na UV filtre, je fokusiranih na dolgotrajno izpostavljenost.

Ocena nevarnosti:
Zaradi nezadostne koli¢ine dolgotrajnih in vivo podatkov za UV filire $e ni mogoce
predvideti tveganja. Tudi ocena tveganja $e ni doloCena oziroma izraunana za
potencialne endokrine uclinke zaradi pomanjkanja in vivo raziskav na vodnih
organizmih; vendar Studije na sesalcih kazejo, da UV filtri najverjetneje povzrocajo
endokrine ucinke (Brausch in Rand, 2011). Na bazi podatkov, ki so bili objavljeni v
aprilu 2010, dokonéna ocena tveganja ne more biti izvedena za doloc€itev potencialnih
uginkov izdelkov za osebno nego v vodnem okolju. Stevilne predhodne ocene tveganja
so bile izvedene, dokonéne presoje pa Se ni bilo narejene zaradi nepopolne zbirke
podatkov. Nepopolni podatki glede na pomembnost vkljuCujejo (Brausch in Rand,
2011):

e koncentracije snovi v okolju;
kronicne podatke za sredstva za odganjanje mrcesa in sredstva za zascito;
endokrine udinke disav;
bioakumulacije in biomagnifikacije UV filtrov;
akutne podatke za metil triklosane in UV filtre.

Veliko Stevilo ultravijoli¢nih (UV) absorpcijskih snovi je ponavadi prisotnih v proizvodih
za 0sebno nego, v tekstilih, ki so izpostavljeni UV sevanju in v plasti¢nih materialih, kar
pa izzove hormonsko aktivhost v CloveSkem telesu in zunaj njega. Indukcija
vitelogenina, spremembe v spolnih Zlezah, zmanjSana plodnost in reprodukcija,
feminizacija in spremenjene spolne karakteristike rib so lastnosti, ki so bile povezane s
pogosto uporabo UV filtrov, vkljuéno z benzofenoni in kafri podobnimi snovmi (Diaz-
Cruz in Barcelo, 2009). Ceprav so sedanji toksikologki podatki o UV filtrih razprseni in
omejeni, kazejo, da potencialno tveganje teh obSirno uporabljenih spojin potrebuje
nadaljnje raziskave. Estrogenska ucinkovitost vecine UV filtrov, ki se jih obi¢ajno
uporablja, vkljucno s 4-metil-benzil-dien kafro (4-MBC), BP3 in oktil metoksicinamatom
(OMC), je v obsegu tudi drugih znacilnih estrogenih kemikalij (Kuiper in sod., 1998).
Ugotovitve kazZejo, da Stevilni UV filtri spreminjajo hormonske (endokrine) in/ali
reprodukcijske kon¢ne toCke pri nekaterih vrstah (na primer pri podganah, ribah in
Zabah), vendar pri koncentracijah, visjih, kot so tiste, ki so bile izmerjene v naravhem
okolju (Diaz-Cruz in Barcelo, 2009).
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2.7. Stabilnost UV filtrov v klorirani vodi in dolo¢anje halogeniranih
stranskih produktov

Z zavedanjem o Skodljivih u€inkih sonénega sevanja na ¢loveka je narasla proizvodnja
in uporaba UV filtrov. Te spojine so klasificirane, kot organske ali anorganske vrste
spojin (Salvador in Chisvert, 2005; Richardson, 2007; Giokas in sod., 2005).

Za ugotavljanje in doloCanje stabilnosti UV filtrov pod dezinfekcijskimi pogoji je
potrebno vedeti, ali spojine reagirajo v klorirani vodi in dolo€iti morebitne halogenirane
produkte. Zato je bila uvodoma ocenjena stabilnost UV filtra BP3 (ter drugih UV filtrov)
v prisotnosti naras¢ajoCe koncentracije klora (vse do 3 ug/mL). Eksperimenti so bili
izvedeni z ultra Cisto vodo pri treh razlicnih pH vrednostih (6.2, 7.2, 8.2), ki so zajeli
obmocje pricakovanih meritev v razli¢nih vzorcih vode z dodatkom 50 ng/mL samo ene
iskane spojine. Po dolo¢enem ¢&asu (2—-30 min) so odstranili presezek klora, vzorce so
nato skoncentrirali in dolo€ili koli¢ino prvotnega klora. Za BP3 so ugotovili, da stabilnost
(pKa 7,6) pri dveh obravnavanih reakcijskih ¢asih, 10 in 2 min, pada z naraS¢anjem pH
vodnih vzorcev (Negreira in sod., 2008).

V nadaljevanju preglednica 4 povzema najbolj ustrezne podatke, ki se nanaSajo na
uspesnost analitskega postopka. Podaja podatke o zadrzevalnem (retenzijskem) asu,
linearnosti in meje dolodljivosti (Negreira in sod., 2008). Razpolovni ¢asi, merjeni za
BP3 pod razliénimi eksperimentalnimi pogoji, so podani v Preglednici 5. Z
upostevanjem ugotovitev o stabilnosti BP3 pri razli€nih pH vrednostih ugotovimo, da je
BP3 manj stabilen pri pH 8,2 kot pri pH 7,2. Prav tako je zanimivo, da je razpolovni ¢as
BP3 v Kklorirani vodi iz pipe podoben tistemu, ki je bil izmerjen v ultra Cisti vodi, ¢e
govorimo o isti koli€ini prostega klora (Negreira in sod., 2008).

Preglednica 4: Podatki o ucinkovitosti analitskega postopka UV filtra BP3 (povzeto po:
Negreira in sod., 2008)

Analit | Retenzijski ¢as (min) | Linearnost R* (ng/mL) | Meja obéutljivosti (ng/L)

BP3 |17,34 0,999 8
(v obmocju 2-2000)

Preglednica 5. Razpolovni ¢as (ti,) izmerjen za BP-3 pod razli¢nimi eksperimentalnimi
pogoji (povzeto po: Negreira in sod., 2008)

Analit | Vzorec pH | Prosti klor (ug/mL) | Bromid (ng/mL) | ty, (min)
7,2 10,30° 0 2,7
7,2 |0,60° 0 1,2
a
BP-3 Ultra Gista voda Sg 8gga 8 (1)2
7,2 |0,30° 1 2,8
7,2 10,30° 10 0,8
Voda iz pipe 72 |0,76° Ni dolo¢en 1,0

% Dodana koncentracija
® Izmerjena koncentracija
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2.8. Pomen pravilnega vzoréenja in analize

Pravilno vzorCenje je v analizni kemiji zelo pomemben del analize. Vzorec, ki ga
analiziramo v laboratoriju, predstavlja le deléek mnogo vecjega celotnega vzorca, o
katerem Zelimo pridobiti doloCene podatke. Zato je potrebno vzeti vzorec
reprezentativno, da je €im bolj skladen s celotnim vzorevalnim sistemom. Tu je glavni
vir napak, ki lahko vplivajo na to¢nost analize (Bavcon, 2009). Nacin vzor€enja je za
vsako vzoréevalno skupino specifiCen. Vendar pa velja za vse enoten potek vzoréenja,
prikazan v spodnji shemi (Slika 3).

PRIPRAVA
POPULACIIE » ZBIRANIJEVELIKEGA » LABORATORISKEGA
WVZORCA VZORCA

Slika 3: Enoten postopek vzorcenja (povzeto po: Bavcon, 2009)

I.  Priprava vzorcev

Vzorce, ki jih pripravimo za kromatografsko separacijo, izpostavimo verizni obdelavi,
tako, da so na koncu skladni z analizno tehniko, detekcijo in separacijo ter vsebujejo
selektivno skoncentriran analit. Izogniti se moramo kontaminaciji in paziti, da je vzorec
reprezentativen. Ci$enju namenimo najved pozornosti in asa saj lahko le tako
ohranjamo brezhibnost instrumentov, dobimo kvalitetnejSo separacijo in boljSo
obcutljivost detektorja (Bavcon, 2009).

II.  Ekstrakcija

Ekstrakcijo uporabljamo za izolacijo iskanih spojin iz raztopin ali trdnih zmesi. Lo¢imo
ekstrakcijo tekoCe — tekoCe, ki temelji na razliki topnosti sestavin v zmesi v dveh topilih
in ekstrakcijo trdno — tekoc&e, ki pa temelji na razliki topnosti v danem topilu. (Bavcon,
2009)

V diplomskem delu smo se osredotoCili na ekstrakcijo tekoCe — tekoCe, zato bom v
nadaljevanju podrobneje predstavila ekstrakcijo iz raztopin ter novejSe metode izolacije
spojin iz vzorcev, ker se z eno izmed novejSih metod sreCamo pri prakticChem delu
priprave in obdelave vzorcev v laboratoriju.

Ekstrakcija iz raztopin

Ce raztopini dodamo topilo (spojina, ki jo Zelimo ekstrahirati mora biti v tem topilu zelo
topna), ki se s prvim ne meSa, dobimo dvofazni sistem. Ko takSno zmes dobro
stresamo, se spojina, ki jo Zzelimo ekstrahirati porazdeli med obe fazi. Nato plasti lo¢imo
in na novo dobljeno raztopino uparimo. Dobimo ekstrahirano spojino. Eno topilo, ki ga
uporabimo v vecini ekstrakcij iz raztopin, je voda, drugo topilo pa je organsko, ki se z
vodo ne mesa. Za boljSo ucinkovitost postopek ekstrakcije veckrat ponovimo (Bavcon,
2009).

NovejSe metode izolacije spojin iz vzorcev

Te metode se uporabljajo predvsem zaradi manjSe porabe organskih topil in s tem
manjSega vpliva in izpusta v okolje ter krajSega Casa priprave vzorcev. Tako je ena
izmed novejSih metod izolacije spojin iz vzorcev ekstrakcija na trdni fazi (Solid Phase
Extraction SPE), pri kateri se uporablja mini ekstrakcijske kolone, diske ali vlakna.
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Temelji na porazdelitvi, adsorpciji, afiniteti ali ionski izmenjavi analita na polnilu. Kolona
je v obliki brizge, le da ima na dnu polnilo, na katerem so vezane selektivhe
funkcionalne skupine, na katere se veze analit. Z ustreznim topilom nato Se speremo
analit iz kolone in ga skoncentriramo v topilu (Bavcon, 2009).

lll.  Koncentriranje

Uparevanje: Reakcije izvajamo v topilu, ki ga je potrebno na koncu odstraniti iz zmesi z
uparevanjem. Za uparevanje se najveC uporablja rotacijski vakuumski uparjevalnik
(rotavapor), ki nudi hitro in ucinkovito uparevanje. Prednost rotavaporja je, da se zaradi
vrtenja bue povela povrSina, s katere odpareva topilo, s tem pa tudi hitrost
uparevanja (Svete, 1999).

Rotacijski vakuumski uparjevalnik ali rotavapor je naprava, ki se uporablia za
ucinkovito in nezno odstranjevanje topil iz vzorcev z izhlapevanjem. Glavni deli
rotavaporja so:
e motorna enota, ki vrti izparilno bucko v kateri je vzorec;
e zragna ceyv, ki je os za vrtenje vzorca, je vakuumsko tesna cev, po kateri se
odvajajo pare iz vzorca, ki ga hoemo osusiti;
e vakuumski sistem, ki bistveno zmanjsa pritisk v sistemu uparjalnika;
e ogrevana kopel (obi¢ajno je to voda) za ogrevanje vzorca;
e kondenzator z eno hladilno tuljavo ali »hladilna past«, v katerem je
mesSanica hladilnih tekogin, kot sta suhi led in aceton;
o kondenzata — zbirni bu¢ki na dnu hladilnika, ki ujameta destilate topila,
potem ko ponovno kondenzira;
e mehanski ali motoriziran mehanizem za hitri dvig izparilne bucke iz
ogrevane kopeli.
Uporaba vakuumskega sistema z rotacijskim izparilnikom je lahko tako enostavna, kot
vodni sesalec s pastjo, ki ga potopimo v hladno kopel (za nestrupena topila) ali pa je
tako zapleten kot mehanska vakuumska &rpalka s hladilno pastjo. Stekleni izdelki, ki se
uporabljajo v parnem toku in kondenzatorju, so lahko preprosti ali pa kompleksni,
odvisno od ciljev, ki jih ho€emo doseci z izhlapevanjem ter od lastnosti, ki jih dajo
raztopljene spojine mesanici (Rotary evaporator).

V. Analiza

TekocCinska kromatografija za mobilno fazo uporablja teko€ino (ali organska topila ali
vodo ali pufrne raztopine). Pri kolonski kromatografiji je stacionarna faza (ki ne sme biti
topna v mobilni fazi) v trdni ali gelski obliki ali pa v obliki tankega, kemi¢no oziroma
fizikalno vezanega filma na inetrnem trdnem nosilcu. Pri planarni kromatografiji je
stacionarna faza naneSena na podlago — ravno plos¢o (steklo, Al — ploCevina) v obliki
filma (tankoplastna kromatografija) ali pa je stacionarna faza kar podloga — papir
(papirna kromatografija) (Bavcon, 2009).

Razlitne vrste tekoCinske kolonske kromatografije loCujemo glede na Kkljuéni
mehanizem lo¢be. Tako poznamo lo¢bo na osnovi porazdelitve analita med mobilno in
stacionarno fazo, adsorpcije/desorpcije analita s trdne mobilne faze, ionske izmenjave,
izkljuCitve na podlagi molske mase, specificne afinitete med analitom in kolono. Pri
vseh tipih kolonskih kromatografij lahko uporabljamo razli¢ne tlake (Bavcon, 2009). V
nadaljevanju se bom omejila na visokotlaéno teko€insko kromatografijo (High Pressure
Liquid Chromatography, High Performance Liquid Chromatography — HPLC), ki se
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pretezno uporablja v analitske namene in sem jo uporabljala tudi sama za analizo
vzorcev.

NajvecCkrat uporabljena stacionarna faza je silikagel — SiO,, ki je polaren in zato je
potrebna uporaba nepolarne mobilne faze. Kot polarno stacionarno fazo lahko
uporabimo tudi aluminijev oksid (Al,Os, rahlo alkalen). V primeru, da analiziramo
nepolarne analite, uporabimo nepolarno mobilno fazo. Obi¢ajno za to uporabimo
silikagel, ki ima na povrSini manj polarne substituente, ki so kemi¢no modificirani.
Locba pri HPLC temelji na razliki v porazdelitvi komponent analita med stacionarno in
mobilno fazo, ki sta si po polarnosti razlicni. Tako molekule, ki so po polarnosti bolj
podobne mobilni fazi, hitreje zapustijo kolono, tiste, ki so po polarnosti bolj podobne
stacionarni fazi, pa se na koloni zadrzujejo dlje (Bavcon, 2009).

Pri odvzemu vzorca bazenske kopalne vode moramo biti zelo dosledni in natancni,
zato je potrebno ob vsakem odvzemu izpolniti tudi Terenski list za odvzem vzorca
kopalne vode. Vsak vzorec je potrebno ostevilCiti, napisati mesto vzoréenja, odvzemno
mesto, kdo je upravljalec bazena, datum in ¢as dovzema. Odvzemno mesto je to¢no
dologeno s koordinatami in Sifro in je obiCajno tam, kjer je dnevna gostota kopalcev
najve¢ja. Odvzemno mesto se nahaja tam, kjer je voda globoka najmanj 1 m, vzorec
pa se odvzame na priblizno 30 cm pod gladino. V bazenih je odvzemno mesto 30 cm
odstranjeno od sredine dalj8e stranice bazena. Odvzemna mesta vzorcev so fiksna.
Pred terenskimi meritvami in pred odvzemom vzorca za kemijske analize je potrebno
odvzeti vzorec za mikrobioloSke analize. Embalaza mora biti sterilna (ustrezna
oznaka), predhodno ohlajena, imeti mora Sirok vrat in je lahko iz stekla ali plasti¢ne
mase, za enkratno ali veCkratno uporabo, le da ne stimulira ali zavira rasti
mikrorganizmv v odvzetem vzorcu. Dodan mora biti tudi tiosulfat, ¢e se vzorci klorirano
vodo v bazenih. Roéno zajemalo ali podaljSek, s katerim si pomagamo zajeti vodo,
mora biti sterilen, prav tako je pomembno paziti, da ne pride do kontaminacije
vzorCevalne posode, zato je potrebmo dosledno slediti pravilom, ki zadevajo sterilno
delo. Minimalna koli€ina odvzetega vzorca je 500 mL. Vzoréevalne embalaze se ne
napolni do vrha (od 2 cm pod vrhom), da se lahko vzorec pred nadaljnimi analizami v
laboratoriju lahko premeS$a. Po odvzemu se morajo vzorci hraniti na hlajenem mestu pri
temperaturi (5 + 3) °C. Cas od vzoréenja do sprejema vzorca v laboratorij je
maksimalno 8 ur. Nato sledijo terenske meritve: temperatura vode, prosti klor, vezani
klor, klorov dioksid, pH, redoks potencial. Napisati je potrebno, kdo je vzorec odvzel in
kdo mu je prisostvoval. Odvzete vzorce se zajame v pripravljene embalaze, ki so
odvisno od iskanih parametrov plasti¢ne ali steklene. Vzorec vode, v katerem se meri
trihalometane, se odvzame v posebej za to narejene steklene vijale, ki imajo zamaSek
in tesnilo ali v tako imenovano »Winkler-jevo« steklenico s steklenim zamaskom. Tu
vodo napolnimo do vrha, da v vzorcu ni zraka. Potrebno pa je tudi preverjati hladilno
komoro med transportom, in sicer temperaturo pred prvim vzor€enjem in pred oddajo
vzorca (I1ZV, Priporocila, navodila, mnenja za kopalne vode).
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2.9. Vzorcenje kopalnih voda

2.9.1. Splosni podatki o kakovosti bazenskih kopalnih vodah

Pravilnik o minimalnih higienskih in drugih zahtevah za kopalne vode doloca higienske
zahteve, ki jih mora kopalid€e izpolnjevati. Upravljalec mora skrbeti, da je kopalis¢e
urejeno, ustrezno opremljeno, da se izvaja pravilna priprava bazenske kopalne vode,
da se izvajajo dnevne meritve kopalne vode ter da je zagotovljeno jemanje vzorcev za
laboratorijske analize. Pravilnik in zahteve veljajo za vsak bazen. Kopalne vode
oziroma vzorec pa je skladen, Ce vrednosti posameznih izmerjenih parametrov
ustrezajo vrednostim, ki so doloéene v pravilniku. Ce se pri analizi pojavijo
neskladnosti, mora upravljalec ravnati po navodilih Intituta za varovanje zdravja. V
kolikor se to zgodi, je potrebno takoj odvzeti Se en vzorec, in Ce rezultati e vedno niso
skladni, mora upravljalec najti vzroke, ki povzro¢ajo nepravilnosti (Kakovost bazenskih
kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011).

Bazenska voda se lahko onesnazuje na ve€ nacinov. Najpogosteje s strani kopalcev,
ko se spirajo necistoCe iz povrSine koze in telesnih votlin. NeCisto€e pridejo v kopalne
vode ob nepredvidljivin dogodkih, kot sta iztrebljanje ali bruhanje v kopalno bazensko
vodo. To so mozne poti prenosa raznih mikroorganizmov, ki so vedno prisotni pri
ljudeh, pa tudi patogenih mikroorganizmov, ki jih v kopalne vode vnesejo bolni kopalci.
Prenos mikroorganizmov poteka, ko se nehote zauzije vodo z vdihovanjem ali preko
koZe. Zaradi necisto¢ in mikroorganizmov je potrebna uporaba dezinfekcijskih
sredstev. Kjer je bazenska kopalna voda v zaprtem sistemu, je treba zagotavljati dotok
sveze pripravljene vode in dezinfekcijskih sredstev, v vecini primerov klora (Kakovost
bazenskih kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011).

Kriteriji za ocenjevanje primernosti bazenske kopalne vode za kopanje na podlagi
laboratorijskih preskusov vzorcev kopalne vode so (IVZ, Kriteriji za ocenjevanje):

e Mikrobiolodki parametri: Tu se oceni ali je bila priprava in dezinfekcija vode
uspeSna in ali kopalna voda in kopaliSe izpolnjuje higienske predpise.
Neprimerna voda za kopanje je kadar so posamezni mikrobioloski parametri
kopalne vode v bazenu sledeCi: Escherihia coli — vrednost > 10/100mL,
Pseudomonas aeruginosa — vrednost > 10/100mL, Legionella pneumophila —
vrednost > 100CFU/100mL, Staphylococcus aureus — vrednost 1/imL, ali
skupno Stevilo mikroorganizmov (36 + 2) °C — vrednost > 200/1mL.

e Fizikalni in kemijski parametri: Te vrednosti so pokazatelj kakovosti kopalis¢a in
kopalne vode ter uspesnosti njihovega upravljanja. Na podlagi teh podatkov se
oceni moznost mikrobioloSkega onesnazenja. Meri se koncentracijo
trihalometanov (THM), ki nastanejo kot stranski produkt dezinfekcije kopalne
vode. Koncentracija THM je odvisna od vrste in koncentracije organske snovi,
temperature in vrednosti pH v vodi. Voda je neprimerna za kopanje, ko je
koncentracija THM > 500ug/L.

o Ocena primernosti: Oceno se podaja na podlagi mikrobioloskih ter fizikalnih in
kemijskih parametrov in temelji na podlagi dveh zaporednih preskusov. Ce
rezultati prvega preskusa kazejo neprimernost, je potrebno takoj po opravljeni
analizi ponovno odvzeti vzorec in meritve ponoviti. Upravljalec pa mora
ugotoviti vzroke in jih takoj odpraviti. Ce je tudi drugi vzorec neprimeren, éetudi
vV samo enem parametru, se oceni da je voda neprimerna in se ne sme
uporabljati kot kopalna voda.
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Vrste bazenskih kopali§¢&
Glede na vrsto bazena, globino vode in tip polnilne vode razlikujemo 3 vrste bazenskih
kopalis¢ (Kakovost bazenskih kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011).

Bazenska kopalis¢a glede na vrsto bazena (Slika 4)

Bazenska kopaliS¢a glede na vrsto bazena razvr§€amo na kopalis€a na prostem,
dvoranska kopalis€a ter kombinirana kopalis¢a. V Sloveniji smo imeli v letu 2010 65 %
(oziroma 382) dvoranskih bazenov, 32 % (186) bazenov na prostem in 3 % (18)
kombiniranih bazenov (Kakovost bazenskih kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010,

2011).
g omﬂirani

Slika 4: Delezi bazenov po vrsti bazena, Slovenija 2010 (povzeto po: Kakovost
bazenskih kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011).

Bazenska kopalis¢a glede na globino vode (Slika 5)

Pravilnik o tehni¢nih ukrepih in zahtevah za varno obratovanje kopaliS¢ in za varstvo
pred utopitvami dolo€a, da kopalna voda otroSkega kopaliS€¢a ne sme presegati globine
0,60 m. Tako se bazenska kopalis€a glede na globino vode deli na tiste z globino
kopalne vode nizjo ali enako 0,6 metra (teh je 19 % oziroma 112 bazenov) in na tiste z
globimo visjo od 0,6 metra (teh je 81 % oziroma 474 bazenov) (Kakovost bazenskih
kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011).

Slika 5. Delezi bazenov po globini vode, Slovenija 2010 (povzeto po: Kakovost
bazenskih kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011).
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Bazenska kopalis¢a glede na tip polnilne vode (Slika 6)

Pojem polnilna voda pomeni, da je to voda, ki se uporablja za prvo polnjenje bazenov
in za dopolnjevanje med njegovim obratovanjem. Tip polnilne vode je lahko sladka
voda, s katero je bilo napolnjenih 52 % (305) bazenov, morska voda, katero je imelo 15
% (88) bazenov ali pa je polnilna voda naravna mineralna voda, katero so uporabljali v
33 % (193) bazenih (Kakovost bazenskih kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011).

naravna

Slika 6: DeleZi bazenov po tipu polnilne vode, Slovenija 2010 (povzeto po Kakovost
bazenskih kopalnih voda v Sloveniji v letu 2010, 2011)

Priprava in dezinfekcija kopalne vode

V bazenskih kopali§¢ih mora neprestano potekati priprava polnilne vode ter
dezinfekcija kopalne vode z rezidualnim ucinkom in korekcijo pH vrednosti zaradi
mozZnega stalnega onesnazevanja z mikroorganizmi, ki so lahko nevarni za zdravje
kopalcev. Voda zato v zaprtem sistemu neprestano krozi in se nadome$€a njena
izgubljena koli€ina, to je najmanj 30 litrov na uporabnika. Dezinfekcijska sredstva, ki se
najpogosteje uporabljajo, so klorovi preparati, kot so plinasti klor, natrijev hipoklorit,
kloroizocianurati, kalcijev hipoklorit in klorov dioksid. Njihove dovoljene koncentracije
so dolo¢ene glede na vezani klor, do 0,3 mg/L in na prosti klor od 0,3 do 0,6 mg/L. V
takih koncentracijah dezinfekcijska sredstva ne predstavljajo neposredne nevarnosti za
zdravje. Prosti klor ali tudi tako imenovani dobri klor uniCuje mikroorganizme v vodi in
se vezZe na organske necistoCe v vodi, ki jih vnesemo kopalci. Posledica je moc¢an vonj
po kloru. Torej vonj po kloru ni pokazatelj prevelike koliCine oziroma koncentracije klora
v vodi, temvec€ je pokazatelj, da je v vodi prisotna visoka koncentracija kloroaminov, Ki
nastanejo ko prosti klor reagira z organskimi necisto€ami in bi ga bilo potrebno Se
dodati. Kjer pride do tega, je o€itno, da se voda ne pripravlja pravilno. Druga vrsta pa je
vezani ali slabi klor, ki pa je precej manj uCinkovit (1ZV, Pogosta vprasanja o kopalni
vodi, 2011).

Na javnih kopalis¢ih, tako v plavalnih bazenih kot tudi masaznih bazenih, je
najpomembnejSi del vzdrZzevanja skrb za Cisto in neopore¢no vodo. Te zahteve se
izpolnjujejo z namestitvijo filtrnega sistema (peS€eni filtri) in avtomatskim
dezinfekcijskim sistemom, ki je nujno potreben za zagotavljanje Cdistosti vode.
Avtomatske naprave so potrebne, ker s preprostimi metodami in ro€nim merjenjem
parametrov ni mogoCe dosegati standardov bazenske kopalne vode. Avtomatizacija
meritev in dezinfekcijska sredstva ter primeren filtracijski sistem zagotavljajo
neopore¢no vodo v vsakem trenutku. Parametri, ki se neprestano spremljajo; so
koli¢ina prostega klora, redoks signal, pH vrednost in temperatura. Na podlagi teh
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parametrov se v bazensko kopalno vodo sproS¢a toéno dolo¢ena koli¢ina
dezinfekcijskega sredstva in sredstva za uravnavanje pH vrednosti. Poleg
dezinfekcijske centrale je priporo¢eno, da imajo bazeni tudi sistem za kosmicenje vode
(flokulacija), ki iz vode odstranjujejo tudi mikroskopsko majhne delce. (Titro,
dezinfekcija vode)

Avtomatske centrale se posluZujejo ve¢ tehnik merjenja parametrov in doziranja
potrebnih koli€in tekoCega klora in pH regulatorja v bazen. Ena izmed je merilno —
regulacijska tehnika, ki ima avtomatsko centralo z avtomatskim merjenjem parametrov
prostega klora v vodi, redoks signala in pH vrednosti vode in avtomatskim krmiljenjem
doziranja sredstev za CiS€enje vode, z dvema dozirnima Crpalkama in rezervoarji za
shranjevanje kemikalij. Priporocljivo je, da so sredstva za CiS€enje in dezinfekcijo
kopalne vode hranjena v ta namen zgrajenih skladi§¢ih ali zidnih omarah. (Titro,
dezinfekcija vode)

Higiena bazenske vode se vzdrzuje z raznimi tehnologijami (SoTom, Tehnologije za
CiS€enje kopalne bazenske vode):

e Dezinfekcija: Odstranjevanje ali uni€evanje patogenih organizmov. UCinkovito
dezinfekcijsko sredstvo mora v koncentraciji, ki ne povzro€a neprijetnosti in
zdravstvenih tezav kopalcev, v 30 sekundah uniéiti 99,99% bakterije
Pseudomonas aeruginosa.

o Filtracija: S tem postopkom se iz tekocine odstrani delce. Mikron je mera za
stopnjo filtracije (1mikron je 0,001lmm). Vrste filtracije so: predfiltracija,
vecslojna, pescena filtracija, membranska filtracija, reverzna osmoza.

e Kosmicenje: S to metodo se odstrani raztopljene organske substance, ki se ne
odstranijo s filtriranjem. S pomocjo koagulantov se raztopliene snovi
izkosmicijo, se pretvorijo v obliko, ki se lahko odstrani s filtriranjem. Tako se
odstrani tudi fosfate, ki so prisli v bazensko kopalno vodo s polnilno vodo, ali pa
s kozmetiko kopalcev in odmrle mikroorganizme. Koagulanti so snovi izdelane
na bazi aluminija ali zeleza. Imajo moc€an pozitivni elekto naboj, ki priviaci vse
negativno nabite delce.

¢ Membranska filtracija: Bolj u€inkovito, kot ostale tehnologije odstranjujejo vsa
onesnazevala, so bolj zanesljive in okolju bolj prijazna tehnologija, saj je
uporaba kemijskih sredstev pri tej metodi najnizja. Voda se razdeli na Cisto
vodo — permeat in mo¢no koncentrirano onesnazeno vodo — retentat, ki je
obi¢ajno odpadna voda. Separacija delcev temelji na: razliki med velikostjo
delcev in velikostjo por membrane, razliki v topnosti in difuzie membrane in
raztopine, razliki naboja delcev.

e Ozonacija: Ozon je najmo¢&nejsi oksidant, takoj za hidroksilnim ionom in razpad
v vodni raztopini sproza nastanek le teh. Tako se oksidira mnogo organskih in
anorganskih snovi v vodi, zato spada med biocidno sredstvo. Ker ima zelo malo
stranskih produktov je dobro dezinfekcijsko sredstvo, Ceprav je oksidant.

e Uravnavanje pH vrednosti: Primeren pH je zelo pomemben za pripravo kopalne
vode, zato ga je potrebno redno nadzorovati. Od njega je tudi odvisno
delovanje postopka kosmiCenja in dezinfekcije. Optimalna pH vrednost v
bazenih je med 7.0 in 7.4.

e UV dezinfekcija: Ta metoda deluje s fotoni na dedni material celice brez
dodajanja drugih Cistilnih in dezinfekcijskih sredstev v vodo. Tako se onemogoci
razmnozevanje mikroorganizmov.
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2.9.2. Vzor¢enje morja

Meteorolo$Ske in hidroloSke znacilnosti vzorénih mest

Meteoroloske znacilnosti: Na obmocju slovenske obale se meteoroloSki podatki in
koli¢ina padavin na treh lokacijah belezijo klasi¢no (roéno merjenje in belezenje), na
treh lokacijah pa samodejno (digitalno merjenje z avtomatskim ali polavtomatskim
prenosom podatkov v bazo podatkov ARSO). MeteoroloSka postaja Portoroz — letalis¢e
je najprimernej$a za opis podnebnih razmer slovenske obale, ker se tam meteoroloske
znacilnosti merijo najvec let. Najve¢ padavin pade od avgusta naprej; letna povpreéna
vrednost za obdobje med leti 2001 in 2010 je 974,1 mm. Najvel padavin je septembra,
julija pa jih je v povprecju najmanj. V istem obdobju je bila najvis§ja povprecna
temperatura zraka 23,6 °C, poletni meseci (junij, julij in avgust) imajo v povprecju
dnevno temperaturo zraka nad 20 °C. Vetrovna roza pa nakazuje, da je prevladujo¢a
smer vetra JV, pogosta pa je tudi burja. Povpreéna hitrost vetra je v poletnem Casu
okoli 2-4 m/s, doseze tudi 20 m/s, v zimskem Casu celo ve¢ kot 40 m/s (Kopalne vode,
2009).

HidroloSke znacilnosti: Na mareografski postaji Koper se belezijo viSina in temperatura
morja ter druge meteoroloske meritve, ki veljajo za celotho obmodje slovenskega
morja. Prenos podatkov v bazo podatkov ARSO je avtomatski. Ti podatki pa sluZijo za
opozorila, kot na primer o prihajajoCih poplavah, za mesecna in letha porocila ter za
pripravljanje prognoze plimovanja morja. Te prognoze se izdelajo za leto vnaprej na
ARSO in so tudi objavljene. Plimovanje morja je meSanega tipa, dnevno sta dve plimi
in dve oseki. Srednja viSina morja za obdobje med leti 1960 in 2010 znasa 217 cm.
NajviSja viSina morja je bila izmerjena 392 cm, najnizja pa 102 cm. PovprecCna razlika
med plimo in oseko je 66 cm. Poplave morja so posledica nadpovpre&no visokih plim,
najveckrat prihaja v jesensko-zimskem €asu. V obdobju med leti 2001 in 2010 je bila
na mareografski postaji Koper srednja temperatura morja 17 °C, najvidja srednja
dnevna temperatura vode na globini 1 m je bila 31,1 °C, najnizja srednja dnevna
temperatura pa je bila 4,5 °C. Morski tok v smeri severozahoda poteka s hitrostjo 1,5
km/h (Kopalne vode, 2009).

Splosni podatki o kakovosti naravnih kopalnih voda - morje

Leta 2006 je Slovenija segala v sam vrh drzav Evropske unije po kakovosti kopalnih
voda na morju. Vse kopalne vode so izpolnjevale predpisane zahteve kopalne
direktive. Priporoene zahteve je izpolnjevalo 84,2 % (16 od 19) kopalnih voda. Tudi
leta 2008 je bila kakovost kopalnih voda zelo dobra. 18 od 19 (94,7 %) morskih
kopalnih voda je ustrezalo strozjim, priporo€enim zahtevam. V neskladni kopalni vodi je
bila pred kopalno sezono dolo¢ena poviSana vrednost koliformnih bakterij fekalnega
izvora (Kopalne vode, 2009).

Monitoring kakovosti kopalnih voda

Monitoring kakovosti kopalnih voda v letu 2010 je izvajala Agencija Republike Slovenije
za okolje na 21 kopalnih vodah na morju, celinskih in morskih vodah. Vzor€enje je
potekalo vsakih 14 dni, od 1. junija do 15. septembra (€as kopalne sezone), en vzorec
kopalne vode pa je bil odvzet tudi tik pred zaCetkom kopalne sezone. Na kopalnih
vodah se je v skladu izvajalo vzorCenje kopalnih voda ter organolepti¢ni pregled
kopalne vode z namenom ugotavljanja morebitnega razrascanja cianobakterij ali makro
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alg oziroma morskega fitoplanktona ter morebitne prisotnosti drugih vrst onesnaZzenja,
kot so plavajoCi odpadki, steklo, plastika in podobno. Pri odvzetih vzorcih kopalne vode
so opravljali analize prisotnosti intestinalnih enterokokov in Escherichie coli. Za
zagotovitev kakovosti laboratorijskih analiz so izvajalci posameznih delov monitoringa
kopalnih voda sodelovali v mednarodni medlaboratorijski primerjalni shemi. Tako
podani rezultati monitoringa v letu 2010 izkazujejo, da vse kopalne vode na morju
dosegajo predpisane zahteve glede kakovosti kopalne vode, kar predstavlija 100-
odstotno skladnost. Tudi 100 odstotkov kopalnih voda na morju ustreza priporocenim
zahtevam glede kakovosti kopalne vode (Kakovost kopalnih voda v kopalni sezoni
2010).
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3. PRAKTICNI (EKSPERIMENTALNI) DEL

3.1. Vzorcenje

V sklopu diplomskega dela smo izbrali vzorce morske vode in bazenske kopalne vode.
Vzorce morske vode smo odvzeli na slovenski obali. Od Kopra do Portoroza smo
vzorcili morsko vodo na sedmih krajih, kjer je gostota kopalcev najvecja. Vodo smo
vzor€ili na urejenih javnih kopalis€ih, vedno meter do dva od obale, ker se je tam
zadrZevalo najve kopalcev. Terensko vzorCenje smo opravljali na visku kopalne
sezone v sredini avgusta, in sicer v nedeljo 14. in 21. avgusta 2011 popoldan, ko je bilo
na kopali&€ih prisotnih najve& kopalcev.

Vzoréenje bazenske vode pa je potekalo na Primorskem, GoriSkem, Dolenjskem in
Stajerskem. Skupno je bilo odvzetih Sest vzorcev bazenskih vod. Z vzor&enjem
bazenske vode smo zajeli skoraj vse tipe bazenskih kopalnih voda. Neposredne vzorce
smo zajeli priblizno na sredini bazenov. Vsi bazeni, ki se uporabljajo za Sportne,
rekreativne ali terapevtiske namene, morajo imeti v ¢asu obratovanja zagotovljeno
kontinuirano razkuzZevanje z rezidualnim u€inkom. V ta namen uporabljajo klorove
preparate, v zadnjem €asu pa je vse bolj razSirjena elektroliza. Kopali§€a in kopalna
voda v bazenih je strogo nadzorovana in mora izpolnjevati zahteve, ki so havedene v
pravilniku o minimalnih higienskih zahtevah (Ur. list RS, 39/11). Ker je vzorCenje
potekalo skorajda po vsej Sloveniji, smo vzorce zbirali od 27. julija do 24. septembra
2011.

Vzorce vode volumna en liter smo zajeli s Cisto steklenico, v kateri smo jih hranili do
dela v laboratoriju.

Vzorci bazenske vode, ki so bili namenjeni analizi v laboratoriju, so bili vzeti v skoraj
vseh vrstah bazenskih kopalis€. Tako smo imeli vzorce vode iz:
¢ dvoranskega bazena s sladko vodo in globino x > 0,60 m;

e bazen na prostem s sladko vodo in globino x < 0,60 m;

e bazen na prostem s sladko polnilno vodo in globino x > 0,60 m;

e bazen na prostem z naravno mineralno vodo — termalno in globino < 0,60 m;

e bazen na prostem z naravno mineralno vodo — termalno in globino > 0,60 m;

e kombinirani bazen z naravno mineralno vodo — termalno in globino > 0,60 m.
Bazen 1

Bazen 1 se nahaja v spa centru. Uvrstimo ga kot dvoranski bazen s sladko vodo in
globino > 0,60 m. Globina vode v bazenu je 135 cm in ima ogrevano polnilno vodo.
Bazen lahko naenkrat sprejme do 34 oseb.

V €asu vzor€enja, to je bilo 27. 7. 2011 ob 10.15, sta bila prisotna le dva kopalca.
Bazen 2

Bazen 2 je na kopalis€u, ki obsega zunaniji olimpijski bazen, dva manjSa zunanja
otrodka bazena in manjsi notranji zimski bazen in ga uporablja letno okrog 28.000-

30.000 obiskovalcev. Odprt je v poletnem &€asu v povprecju priblizno 90 do 100
kopalnih dni s povprecCjem priblizno 200 do 250 obiskovalcev dnevno. Vodo smo

24



vzorcili v otroS8kem bazenu, ki ga uvrstimo v skupino bazen na prostem s sladko
polnilno vodo in globino > 0,60 m.

Vzorcenje vode je potekalo v Cetrtek, 18. 8. 2011, priblizno ob 14. uri, ko je bilo zelo
veliko kopalcev.

Bazen 3

Bazen 3 je v hotelskem kompleksu, ki obsega 1.200 m? pokritih in zunanjih bazenskih
povrsin. To je bazen na prostem s sladko polnilno vodo in globino > 0,60 m.

Vzorec bazenske vode smo vzeli v petek, 26. 8. 2011, priblizno ob 16. uri. V bazenu je
bilo takrat veliko ljudi, saj se je ravno zaklju€ila vodna odbojka. Tudi na splosno je bilo
tisti dan veliko kopalcev, saj je bila temperatura zraka 35 °C.

Bazen 4, bazen 5

Kopalis&e, kjer najdemo bazen 4 in bazen 5, ima 10.000 m? termalnih vodnih povrsin,
kier je kopanje mogoCe od sredine aprila do zaCetka oktobra. Tu najdemo veliko
razliénih vrst in oblik bazenov z razli¢nimi vodnimi aktivhostmi. Bazen 4 je bazen na
prostem s sladko vodo in globino < 0,60 m, bazen 5 pa je bazen na prostem s sladko
vodo in globino > 0,60 m.

Vzorca vode smo vzeli 22. 9. 2011, in sicer enega iz otroSkega bazena bazen 4 in
drugega iz veljega kopalnega bazena, ki smo ga poimenovali bazen 5. Kljub Ze
konc¢anim poletnim pocitnicam je bilo Se vedno veliko kopalcev.

Bazen 6

Kompleks, kjer najdemo bazen 6, uvr§¢amo med kopaliS€a, aktivha celo leto. Tip
bazena, kjer smo vzeli vzorec vode, je kombinirani bazen z naravno mineralno vodo —
termalno in globino > 0,60 m.

Iz kombiniranega bazena smo vzeli vzorec vode v soboto, 24. 9. 2011.
Kopalisce 1

PlaZa se razprostira na priblizno 4.500 m? in je lepo urejena. Kopali$ée je delno pokrito
s prodom in z veliko naravne sence. Na kopaliSC€u je dobro poskrbljeno za invalide in je
tudi primerno za otroke. V €asu visoke sezone in v najboljSih vremenskih razmerah je
Stevilo kopalcev 1.500-2.000. Izdana je vodna pravica za neposredno rabo vode za
dejavnost kopaliS¢a (naravno kopalis¢e).

Podrobnejsi podatki o znacilnostih kopalne vode:
Najvecja Sirina plaze je 50 metrov.
Najvecja globina kopalne vode je 5,5 metra.

Morsko vodo smo vzor¢€ili v nedeljo, 14. 8. 2011, ob 15.30. V Casu vzor&enja je bilo
zelo veliko kopalcev.
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Kopalisce 2

Kopalis€e 2 obsega 15.000 kvadratnih metrov travnato—betonske povrSine z urejenimi
dostopi v morje. Na kopalis¢u med obratovanjem za kopalce skrbijo reSevalci iz vode,
ponoCi pa je prisotna varnostna sluzba. V Casu visoke sezone in v najboljSih
vremenskih razmerah je prisotnih lahko tudi do 500 kopalcev. Izdana je vodna pravica
za neposredno rabo vode za dejavnost kopaliS¢a (naravno kopalisce).

Podrobnejsi podatki o zna€ilnostih kopalne vode:
Najvecja Sirina plaze je 70 metrov.
Najvecja globina kopalne vode je 5 metrov.

VzorCenje morske vode je potekalo v nedeljo, 14. 8. 2011, pribliZno ob 16.45, ko je bilo
prisotnih zelo veliko kopalcev.

Kopalisce 3

Tja pridemo lahko samo pe$, saj do njega vodi sprehajalna pot. Za varnost kopalcev ni
poskrblijeno — kopamo se na lastno odgovornost. Kakovost vode se spremlja na sredini
obmocja. Podatek o Stevilu kopalcev v €asu visoke sezone in najboljSih vremenskih
razmerah je 300. Status kopalne vode je kopalno obmogje.

Podrobnejsi podatki o zna€ilnostih kopalne vode:
Najvecja Sirina plaze je 10 metrov.
Najvecja globina kopalne vode je 5 metrov.

Vzorec morske vode smo vzeli na zelo topel in son€en dan, ko je bilo prisotnih veliko
kopalcev, v nedeljo, 14. 8. 2011, ob 17.45.

Kopalisce 4

Razteza se od naravnega kopaliS€a do avtokampa in je dolgo 3.160 metrov. Kopanje je
omogoceno na celotnem obmocju. Tu se tudi redno pregleduje kakovost vode.
Obmocje je lahko dostopno. Kopalis€e 4 je kombinirano kopalisCe. Vedji del kopalis€a
ima betonsko povr$ino in nekaj trave. Stevilo kopalcev v &asu visoke sezone in v
najboljSih vremenskih razmerah se giblje okoli 500. Status kopalne vode: izdana vodna
pravica za neposredno rabo vode za dejavnost kopalis€a (naravno kopalisée).

Podrobnejsi podatki o zna€ilnostih kopalne vode:

Najvecja Sirina plaze je 50 metrov.

Najvecja globina kopalne vode je 7 metrov.

Vzorec vode smo vzeli v nedeljo, 21. 8. 2011, priblizZno ob 17. uri.

Kopalis¢e 5

KopalisCe 5 se razprostira v dolzini 1.400 metrov in ima tudi lepo urejeno sprehajalno
pot. Kakovost vode se spremlja na sredini obmocdja. Stevilo kopalcev v €asu visoke

sezone in v najboljSih vremenskih razmerah je 500. Status kopalne vode: kopalno
obmodje.
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Podrobnejsi podatki o zna€ilnostih kopalne vode:
Najvecja Sirina plaze je 10 metrov.
Najvecja globina kopalne vode je 9 metrov.

21. 8. 2011 smo ob 17.30 vzeli vzorec morske vode na kopalis€u 5.
KopalisCe 6

Je kopalno obmodje, primerno za invalide. Na kopali$cu je veliko sence in igral, zato je
kopalis€e primerno za druzine z mlajSimi otroci. V €asu visoke sezone in v najboljSih
vremenskih razmerah je na kopalid¢u 1.000 kopalcev. Status kopalne vode: kopalno
obmodje.

Podrobnejsi podatki o znac€ilnostih kopalne vode:
Najvecja Sirina plaze je 100 metrov.
Najvecja globina kopalne vode je 8 metrov.

Na kopalis€u 6 smo v nedeljo, 21. 8. 2011, ob 19.30 vzorcCili morsko vodo. Kljub
relativno pozni uri je bilo prisotnih Se veliko kopalcev.

Kopalisce 7

Plaza je primerno urejena tudi za invalidne obiskovalce. Za varnost kopalcev skrbijo
reSevalci iz vode, za red pa redar. Redno se spremlja kakovost vode na sredini
kopalis€a. Senca in travnate povrSine kopalis€a so primerne za otroke, Zivali pa je tja
prepovedano voditi. Stevilo kopalcev v asu visoke sezone in v najboljsih vremenskih
razmerah je 600. Status kopalne vode: izdana vodna pravica za neposredno rabo vode
za dejavnost kopalis€a (naravno kopalisce).

Podrobnejsi podatki o zna€ilnostih kopalne vode:
Najvecja Sirina plaze je 50 metrov.
Najvecja globina kopalne vode je 6,5 metrov.

Vzorec vode smo vzeli v sredo, 24. 8 .2011, ob 13.30 na zelo obiskanem kopaliSCu 7.

Na Sliki 7 so prikazana nekatera vzor¢na mesta, in sicer trije primeri morskih kopali$¢
in eno bazensko kopalisce.
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Slika 7: Vzoréna mesta (fotografija, Tjasa Simci¢, 2011)

3.2. MATERIALI IN METODE

3.2.1. Kemikalije in reagenti

Deionizirana voda; prevodnost < 18 MQ cm

Metanol, za HPLC p.a., 99,8% distost, Sigma - Aldrch

Diklorometan p.a., 99,8% Cistost, Merck

Aceton a.r., 99,5+% Cistost, Sigma - Aldrich

BP3 (2-hidroksi-4-metoksibenzofenon), 98%, Sigma - Aldrich

BP4 (2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kislina)

3-Cl BP3, (3-kloro-2-hidroksi-4-metoksifenil) fenilmetanon, sintetiziran
predhodno, kot je opisano v diplomskem delu Dobravc, 2010

5-CI BP3, (5-kloro-2-hidroksi-4-metoksifenil) fenilmetanon, sintetiziran
predhodno, kot je opisano v diplomskem delu Dobravc, 2010

3,5-diCl BP3, (3,5-dikloro-2-hidroksi-4-metoksifenil) fenilmetanon,
sintetiziran predhodno, kot je opisano v diplomskem delu Dobravc, 2010

3.2.2. Vzorcenje in priprava vzorcev

Vzoréenje bazenske kopalne in morske vode smo izvedli vedno v popoldanskih urah v
najtoplejSih mesecih leta. Vzorce vode sem zajela v oznaceno steklenico volumna en
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liter priblizno 0,5 m do 1 m od obale, jih mo¢no zaprla in jih med transportom hranila v
hladilni skriniji.

Vzorce v steklenici sem do nadaljnjega analiziranja v laboratoriju, ki se je prielo 27. 9.
2011, hranila v temnem prostoru, v hladilniku pri temperaturi 4°C. Vzorcev nismo zaceli
takoj analizirati, ker so iskane snovi, BP3, BP4, 3,5-diCl BP3 in 5-ClI BP3, zelo
obstojne. Drugih parametrov pri tem vzor&enju nismo merili, pomembno je bilo le, da
smo vzorcili v €asu, ko je na kopalid€ih prisotnih najvec kopalcev in s tem najveéji vnos
iskanih spojin v kopalne vode.

V vzorcih vode ni bilo vidnih plavajo€ih delcev in kasneje usedlin, zato posebna
predpriprava vode za analizo ni bila potrebna. Vzorce sem za analizo razdelila na dva
dela, tako da sem imela dve paralelki vzorcev volumna 500 mL.

3.2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcijska metoda je temeljila na navodilih proizvajalca SPE kolon. Tako smo
uporabljali kolone strata-X 500 mg/6 mL za ekstrakcijo na trdni fazi, ki je potekala v treh
fazah:
e prva faza: kondicioniranje naredimo z 5 mL matanola, kateremu sledi Se 5 mL
deionizirane vode;
druga faza: 500 mL vzorca vode spustimo skozi kolono;
e tretja faza: izpiranje. Brizgo strata-X speremo najprej s 5 mL acetona in nato Se
s 5 mL diklorometana (elucija).
Za izvedbo prvih dveh faz ekstrakcije smo naredili vodno &rpalko (Slika 8 levo), pri tretji
fazi pa smo uporabili vodno &rpalko, ki je namenjena prav delu z brizgalkami (Slika 8
desno). V tretji fazi smo kon¢ni ekstrakt ulovili v epruvetke. Za HPLC analizo pa smo
morali vzorce Se skoncentrirati na manjSi volumen ter jih nato raztopiti v to¢no
dolo¢enem volumnu topila oziroma mobilne faze (Countryman in sod., 2002).

Slika 8: Postopek ekstrakcije z vodno ¢rpalko (fotografija: Tjasa Sim¢i¢, 2012)
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3.4. Koncentriranje / Izparevanje

Raztopino iz epruvetk smo prelili v ustrezne bucke za uparevanje na rotavaporju (Slika
9). Z uporabo rotavaporja smo odparili vso teko€ino. Preostanek smo nato raztopili
to¢no v 1 oz. 0,5 mL acetonitrila, raztopino prenesli v 1000 uL vialo in jo nepredusno
zaprli. Vzorec je bil tako pripravljen na analizo s HPLC.

-

Slika 9: Rotacijski vakuumski uparjevélr‘rikx‘(‘rofavapor) (fotografija: Tjasa Simci¢, 2012)

3.5. Analiza

Analizo UV filtrov in njihovih Kkloriranih produktov na visokotlaéni tekocinski
kromatografiji (HPLC) smo izvajali na Agilent 110 o instrumentu (Slika 10):
Kolona: Zorbax C8 (250 x 4,6 mm, 5 ym)
Metoda: BP3 — ROMINA1
Mobilna faza: CH3;CN / dH,O (CH;COOH)
Acetonitril/deionizirana voda (etanojska oziroma ocetna kislina)

Slika 10: Visokotlacni tekocCinski kromatograf (HPLC) v laboratoriju na Univerzi v Novi
Gorici (fotografija: Tjasa Simcic, 2012)

30



3.6. Priprava raztopin

3.6.1. Doloc¢anje minimalnega volumna vzorca za analizo

Na osnovi literaturnih podatkov (Cuderman in sod., 2006) smo se odlocili, da najprej
preverimo standardne raztopine BP3, BP4, 5-CI BP3 in 3,5-diCl BP3 s koncentracijo 1
mg/L in niZje, pri ¢emer smo za pripravo raztopin s koncentracijo 1 mg/L najprej
zatehtali dolo€eno koli¢ino suhe snovi (BP3, BP4, 5-Cl BP3 in 3,5-diCl BP3), ki smo jo
raztopili v acetonitrilu v 10 mL bucki. Dobljeno raztopino smo nato redgili z deionizirano
vodo, da smo dobili kon€no raztopino s koncentracijo 1 mg/L v 1000 mL bucki.

V Preglednici 6 so v prvem stolpcu spojine, na katere se nanaSa vrstica, v drugem
stolpcu je napisana zatehta osnovne spojine, ki smo jo raztopili v 10 mL acetonitrila. V
naslednjem stolpcu je podana dobljena koncentracija in v zadnjem stolpcu preglednice
je podan volumen pripravljene raztopine, ki smo ga odmerili in razredCili z deionizirano
vodo v 1000 mL bucki, da smo dobili konéno koncentracijo raztopine 1 mg/L.

Preglednica 6: Postopek priprave raztopin s c=1 mg/L

Raztopina Zatehta [mqg] Koncentracija [g/L] V; za 1 mg/L [mL]
BP3 4,8 0,48 2,08
BP4 4,9 0,49 2,04
3,5-diCI BP3 | 5,0 0,50 2,00
5-CI BP3 2,8 0,56 1,79

3.6.1.1. Priprava redcitev do volumna 100 mL

Raztopine BP3, BP4, 3,5-diCl BP3 in 5-Cl BP3 s koncentracijami 1 mg/L, ki smo jih
pripravili, kot je prikazano v Preglednici 6, smo nadalje redcCili z deionizirano vodo v
razlicnih razmerjin do konénega volumna 100 mL. Postopek redCitve je podan v
Preglednici 7.

c, je koncentracija raztopine, ki smo jo redcili.

V, je volumen redCitvene raztopine.

V, je volumen deionizirane vode, ki smo ga dolili do oznake, oziroma V, = 100 — V.
C2 je bila novo dobljena koncentracija raztopine.

Oznake A, B, C, D so predstavljale vrstni red redCitev. A je bila raztopina s
koncentracijo 1 mg/L, ki smo jo dobili po opravljenem postopku, prikazanem v
Preglednici 6. B je nato 10-kratna redcitev, C 100-kratna in D 1000-kratna redcitev.

Preglednica 7: Priprava redcCitev

Oznaka c; (mg/L) V; (mL) V, (mL) c, (mg/L)
A 1 100 0 1

B 1 10 90 0,1

C 1 1 99 0,01

D 1 0,1 99,9 0,001

Sledila je ekstrakcija in nato izparevanje pripravljenih raztopin po postopku, kot je bil
opisan v podpoglavju 3.2.3. Ekstrakcija.
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PosuSene vzorce smo raztopili v 1 mL acetonitrila. Raztopino pa smo nato prenesli v
vialo (V =1 mL).
Sledila je $e analiza na HPLC.

Pri zadniji, tisoCkratni redcitvi raztopine s koncentracijo 1 mg/L (koncentracije 1 pg/L) na
HPLC nismo zasledili signala, ki bi ustrezal raztopinam BP3, BP4, 3,5-diCl BP3 in 5-CI
BP3, zato smo nadalje te vzorce z najnizjo koncentracijo 1 pug/L koncentrirali, in sicer
tako, da smo namesto 100 mL koncentrirali 500 mL vzorca.

Pri tem volumnu, 500 mL, smo dobili odziv na HPLC-DAD instrumentu, zato smo v
nadaljevanju pripravljali 500 mL vzorce.

Analiziranje vzorca BP4 opustimo, ker ne moremo doloditi signala, saj je retenzijski ¢as
spojine BP4 pri ¢asu priblizno 4 minute. V tem ¢asu imamo tudi druge motece signale,
ki so prisotni v ozadju in zato signala BP4 ni mogc¢e dolociti.

3.6.1.2. Priprava 500 mL vzorcev za pripravo umeritvene krivulje

Iz raztopin s koncentracijo 1 mg/L (pripravljenih po postopku, opisanem v Preglednici
6) smo pripravili red€itve v dveh paralelkah po postopku, opisanem v Preglednici 8.

Preglednica 8: Priprava vzorcev razli¢nih koncentracij

Oznaka V [mL] raztopine c=1 mg/L | V [mL] buéke ¢ [Hug/L]
V1/1 0,75 500 15
V1/2 0,75 500 15
V2/1 0,5 500 1

V2/2 0,5 500 1

V3/1 0,25 500 0,5
V3/2 0,25 500 0,5
V4/1 0,125 500 0,25
V4/2 0,125 500 0,25

Legenda k Preglednici 8: ¢rka V je simbol za vzorec, 1/1 in 1/2 pa je oznaka, da je to bil
prvi vzorec prve oziroma druge paralelke.

V 500 mL bucko smo odpipetirali volumen raztopine, ki je podan v drugem stolpcu
Preglednice 8, nato pa e do oznake 500 mL dopolnili z deionizirano vodo.

Vzorce smo ekstrahirali in jih nato koncentrirali oziroma izsuSili do suhega z
rotavaporjem. Posusene vzorce smo raztopili v 0,5 mL acetonitrila, jih prenesli v viale
in naredili HPLC analizo.

Postopek je enak za vse tri (BP3, 3,5-diCl BP3 in 5-Cl BP3) iskane spojine.

V nadaljnjem eksperimentalnem delu smo naredili Se &tiri redCitve v dveh paralelkah, in
sicer z viSjo koncentracijo, kot je prikazano v Preglednici 9.
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Preglednica 9: Priprava dodatnih vzorcev BP3 in 3,5-diCl

Spojina V [mL] raztopine c=1 mg/L | V [mL] bucke c [pg/L]
1/1 BP3 1,125 500 2,25
1/2 BP3 1,125 500 2,25
2/1 BP3 1,500 500 3,00
2/2 BP3 1,500 500 3,00
3/1 3,5-diCl | 1,500 500 3,00
3/2 3,5-diCl | 1,500 500 3,00
4/1 3,5-diCl | 3,000 500 6,00
4/2 3,5-diCl | 3,000 500 6,00

Legenda k Preglednici 9: 1/1 in 1/2 oznaki nakazujeta, kateri vzorec po vrsti smo
analizirali (prva Stevilka) in katera paralelka je bila (druga Stevilka) ter kateri spojini je
pripadal vzorec.

Postopek priprave vzorca pred analizo:

V 500 mL bu&kah smo naredili razredCitve, kot je opisano v Preglednici 9. Nato je
sledila ekstrakcija. Takrat smo pri eluciji sprali brizgo z 5 mL acetona in 2 x po 5 mL
diklorometana. lzparevanje smo naredili na novi napravi v laboratoriju, z novim
koncentratorjem.

Na posnetih kromatogramih nismo zasledili signalov, ki bi ustrezali spojinam,
preiskovanim v na$i raziskavi. Vzrok za to bi lahko bila previsoka temperatura, ki smo
jo nastavili na novem koncentratorju. Pri starem rotavaporju izparevanje poteka pri
temperaturi okrog 30 °C, medtem ko je bila na novem koncentratorju bistveno visja in
je zato mozno, da so izparele tudi naSe spojine. Mozni vzrok bi lahko bile tudi plasticne
posodice, v katere smo dali vzorec, ki smo ga koncentrirali. Med postopkom priprave
vzorca smo pred uporabo novega koncentratorja vedno uporabljali vse pripomocke iz
stekla, razen kapalk in nastavkov na avtomatskih pipetah.

Ponovno smo pripravili vzorce 3,5-diCl BP3, tokrat v dveh paralelkah. Ekstrahirali smo
po navodilih — pri eluciji smo sprali brizgo z 5 mL acetona in 5 mL diklorometana.
Vzorce smo odparili, in sicer prvo paralelko z rotavaporjem, drugo pa ponovno z novim
koncentratorjem. Tokrat nismo uporabili plasti€énih posodic, ampak steklene epruvetke.
Rezultate smo nato po HPLC analizi med seboj primerjali.

3,5-diCl BP3
¢ = 0,00300 mg/L (rotavapor); t = 21,104; A = 224,8
¢ = 0,00300 mg/L (koncentrator); t = 21,065; A=79

¢ = 0,00600 mg/L (rotavapor); t = 20,953; A = 560,1
¢ = 0,00600 mg/L (koncentrator); t = 20,923; A = 327,1
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. Primerjava rezultatov meritev pri ekstrakciji razli¢nih volumnov

Optimiziranje volumna vzorca za ekstrakcijo: Primerjava absorbance raztopine s
koncentracijo 1 ug/L, pri Eemer drugi stolpec Preglednice 10 predstavlja absorbanco pri

ekstrahiranju 100 mL vzorca, tretji stolpec pa absorbanco vzorca po ekstrakciji 500 mL
vzorca.

Preglednica 10: Optimiziranje volumna vzorca za ekstrakcijo

Spojina Absorbanca pri V=100 mL Absorbanca pri V=500 mL
BP3 p.m.d. 155,7

3,5-diCI BP3 | p.m.d. 228,25

5-Cl BP3 p.m.d. 101,35

p.m.d. — pod mejo detekcije

Ker smo detektirali signale vseh treh spojin le pri volumnu ekstrahiranega vzorca 500
mL, smo nadaljevali z analiziranjem vseh nadaljnjih vzorcev pri volumnu 500 mL.
Primeri detekcije signala spojine BP3 pri razli€nih koncentracijah so prikazani na Sliki
11. Koncentracija pada, zato se niZa tudi signal, ki ga detektiramo pri asu 7,5 min.
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DAD1 A, Sig=2408 Ref=off (260:911-TJASAND14-0501.0)
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Slika 11: Primer detekcije signal spojine BP3 pri razlicnih koncentracijah
TezZave pri ekstrakciji

UstreznejSe rezultate smo dobili po odparevanju topila z rotavaporjem. Z uporabo
koncentratorja smo dobili nizje vrednosti absorbance. Po predvidevanjih je pridlo do
tega, ker smo imeli na koncentratorju temperaturo nastavljeno na 60 °C, medtem ko je
delovna temperatura pri rotavaporju 35 °C. Pri tako visoki temperaturi, 60 °C, je
mogocCe, da je istoCasno s topilom delno odpareval tudi na$ vzorec, saj so se na
pokrovu koncentratorja pojavile bele lise.

V naslednjem postopku priprave razli¢nih koncentracij raztopin smo ponovno pripravili
vzorce standardov po postopku iz Preglednice 9 in jih analizirali.

Pripraviti pa smo morali tudi umetno onesnazeno morsko vodo in ustrezne umeritvene
krivulje, saj smo analizirali tudi vzorce morske vode.

Glede analize realnih vzorcev morskih in bazenskih kopalnih vod smo se odlo€ili, da
bomo izvedli ekstrakcijo v dveh paralelkah z volumnom vode 500 mL, jih koncentrirali
na trdnih nosilcih, topilo, s katerim smo preiskovane spojine sprali z nosilcev, pa uparili
na rotavaporju.

4.2. U¢inkovitost ekstrakcije

Izkoristek ekstrakcije za spojine BP3, 5-Cl BP3 in 3,5-diClI BP3 smo izraCunali tako, da
smo primerjali absorbanco (Ao) raztopin iskanih spojin s koncentracijo 1 mg/L volumna
10 mL v acetonitilu ter absorbanco (A) raztopin s koncentracijo 1 pg/L v vodi. Uporabili
smo raztopino s koncentracijo 1 pg/L volumna 0,5 L in dobili 0,5 ug iskane spajine,
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katero smo raztopili v 0,5 mL acetonitrila. Tako smo dobili koncentracijo iskanih spojin
(BP3, 5-Cl BP3 in 3,5-diCl BP3) 1 mg/L. Absorbance smo med seboj primerjali in na
koncu izra€unali izkoristek po formuli A / Ao.

Izkoristek ekstrakcije:
e BP3: A =115 Ao =164 Izkoristek ekstrakcije = 70,12 %

e 5-CIBP3: A=174,7 Ay =223 Izkoristek ekstrakcije = 78,34 %
e 3,5-diCIBP3: A=101,35 A;=146,8 Izkoristek ekstrakcije = 69,04 %

Primerjava absorbanc ekstrakcij spojin BP3, 5-Cl BP3 ter 3,5-diCl BP3 v vodi in v
acetonitrilu so prikazane na Slikah 12, 13 in 14.

200
s 150 ‘
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£ 100 A
é’ @ BP3 v vodi

>0 / W BP3 v acetonitrilu
0
0 0,5 1 1,5
Koncentracija [mg/L]

Slika 12: Primerjava absorbanc ekstrakcije BP3 v vodi in v acetonitrilu
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Slika 13: Primerjava absorbanc ekstrakcije 5-Cl BP3 v vodi in v acetonitrilu
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Slika 14: Primerjava absorbanc ekstrakcije 3,5-diCl BP3 v vodi in v acetonitrilu

4.3. Umeritvene krivulje za posamezne spojine

V nadaljevanju so prikazane umeritvene krivulje za vsako spojino posebej; v obmocgju
0-3 ug/L za BP3 in 0-6 ug/L za 3,5-diCl BP3 ter 5-Cl BP3 v obmoc¢ju 0-1,5 ug/L.
Vsaka toCka predstavlja povprecno vrednost dveh meritev vzorca.

Na Sliki 15 smo v grafu prikazali umeritveno krivuljo za spojino BP3.

y = 103,21x + 10,826
R2 = 0,9955
350
300 P
250
o 200 —*
2 /
3 150
a /
< 100 /
50
0 ; ‘ ‘
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000
c [ug/L]

Slika 15: Umeritvena krivulja spojine BP3 brez odstopajocih podatkov

Prav tako kot smo naredili umeritveno krivuljo za spojino BP3, smo naredili tudi
umeritveno krivuljo za spojino 3,5-diCI BP3 (Slika 16).

37



y = 98,842x - 8,7087
R? = 0,9964
700

600 >
500 //
o 400 /
8 300
< 200 /
100 -

0,000 2,000 4,000 6,000 8,000
c [ug/L]

Slika 16: Umeritvena krivulja spojine 3,5-diCI BP3 brez odstopajocih podatkov

Na Sliki 17 je prikazana Se umeritvena krivulja spojine 5-Cl BP3.

y =156,31x + 21,577
R?=0,8806
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Slika 17: Umeritvena krivulja absorbance red¢in za spojino 5-Cl BP3

Slika 18 pa predstavlja umeritveno krivuljo umetno onesnazene morske vode, kjer
dolo¢amo BP3, saj to spojino dolo¢imo v realnih vzorcih morske vode.

y = 84,618x + 29,05
R? = 0,9336
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Slika 18: Umeritvena krivulja BP3 v slani vodi
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4.3.1. Meja detekcije in meja kvantifikacije

Mejo detekcije oziroma »limit of detection« (LOD) definiramo kot najmanjSi signal
analita, ki ga Se lahko lo¢imo od Sumov ozadja. Izraunamo ga po spodniji enaébi, kjer
je standardni odklon ozadja sp in k naklon premice.

LOD = (3 x sp) / K

Meja kvantifikacije oziroma »limit of quantification« (LOQ) pa pove, katera je najnizja
koncentracija analita, ki jo lahko dolo¢imo z ustrezno natan¢nostjo in to¢nostjo. Mejo
kvantifikacije izraCunamo podobno kot mejo detekcije, le da koliénik standardnega
odklona in naklona premice pomnozimo s faktorjem 10.

LOQ=(10xsp)/k
Tako smo dolodili mejo detekcije in mejo kvantifikacije za iskane spojine.

BP3
Sp = 60,55
k=103,21 LOD=176 LOQ=5,87

5-Cl BP3
sp = 90,83
k=156,31 LOD=174 LOQ=5,81

3,5-diCl BP3
Sp = 21,33
k=98,842 LOD=0,65 LOQ=2,16

4.4. Analiza vzorcev vode

Vzorci vode obsegajo bazenske kopalne vode in morsko vodo iz slovenskih kopaliS¢.
Vzorce vode smo zajeli v dveh paralelkah zaradi bolj to€nega kon¢nega rezultata ter
medsebojne primerjave in kontrole dela. Prvo paralelko smo oznadili s ¢rko A, drugo pa
s ¢rko B.

V Preglednicah 11 in 12 so podani rezultati analiz vod iz bazenov in morja. V nekaterih
od njih smo doloéili prisotnost spojin BP3, 3,5-diCl BP3 in 5-CI BP3.

Da pa smo lahko iz izmerjenih rezultatov dolocili, za katero spojino gre, smo imeli Ze
predhodno dolo¢ene retenzijske Case za metodo, s katero smo delali. Ti ¢asi so
prikazani v kromatogramu na Sliki 19.
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Slika 19: Kromatogram retenzijskih ¢asov za dolocCitev spojin BP3, 5-Cl BP3 in 3,5-diCl
BP3

Preglednica 11: Absorbance vzorcev morske vode v dveh paralelkah

Absorbanca Absorbanca
VEOree  p3 3,5-diCl BP3 | 5-C BP3 Povpr.
Morjel A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morjel B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje2 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje2 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje3 A 190,8 p.m.d. p.m.d. 184,41 6,5
Morje3 B 177,9 p.m.d. p.m.d.
Morjed A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje4 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje5 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje5 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje6 A p.m.d. p.m.d. 88,8 88,8
Morje6 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje7 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Morje7 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

p.m.d. — pod mejo detekcije
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Preglednica 12: Absorbance vzorcev bazenske vode v dveh paralelkah

Absorbanca Absorbanca
Voree g 3,5-diCl |5-Cl Povpr.
Bazenl A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazenl B 39,2 p.m.d. p.m.d. 39,2
Bazen2 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazen2 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazen3 A p.m.d. 563 p.m.d. 638.2 752
Bazen3 B p.m.d. 713,4 p.m.d.
Bazend A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazen4 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazen5 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazen5 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazen6 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.
Bazen6 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

p.m.d. — pod mejo detekcije

Iz zgornjih tabel (Preglednica 11, 12) je razvidno, da smo v Sestih vzorcih vode z
analizo HPLC in predhodno pripravo vode z ekstrakcijo in koncentriranjem dologili
prisotnost UV filtrov ali njihovih kloriranih produktov.

Pri bazenskih vodah smo v enem vzorcu bazenske vode z analizo dolocili UV kloriran
produkt 3,5-diCl BP3, v drugem vzorcu pa smo dobili rezultat, da je prisoten UV filter
BP3.

Vzorci morske vode pa podajo rezultat o prisotnosti UV filtra BP3 in kloriranega
produkta 5-Cl BP3.

Da lahko dolo¢imo Se koncentracije UV filtrov in Kloriranih produktov, ki smo jih izmerili
v bazenski in morski vodi, si pomagamo z umeritvenimi krivuljami, ki smo jih naredili iz
standardnih raztopin in redcitev.

BP3
V umeritveno krivuljo, ki je na Sliki 15, dodamo izmerjene absorbance spojine BP3, ki
smo jih dologili v bazenu in morju. Rezultata sta prikazana na Sliki 20 in Sliki 21.
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Slika 20: Umeritvena krivulja za dolocitev koncentracije BP3 v vzorcih morske kopalne
vode
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Slika 21: Umeritvena krivulja za dolocitev koncentracije BP3 v vzorcu bazenske kopalne
vode

Tako lahko dolo¢imo koncentracijo spojine, ki se je nahajala v morju oziroma v bazenu
v ¢asu vzoréenja po izracunu:
c =(A-10,826) /103208

3,5-diCl BP3

Prav tako kot za BP3 naredimo za spojino 3,5-diCl BP3, da v umeritveno krivuljo, ki je
na Sliki, 16 dodamo izmerjene absorbance spojine 3,5-diCl BP3, ki smo jih dologili v
bazenu 3. Rezultat je prikazan na Sliki 22.
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Slika 22: Umeritvena krivulja za doloCitev koncentracije 3,5-diCl BP3 v vzorcih bazenske
kopalne vode

Tako lahko po enacbi doloimo koncentracijo spojine, ki se je nahajala v bazenu 3 v
Casu vzorc¢enja:
c = (A +8,7087) / 98842

5-Cl BP3

Spojine 5-Cl BP3 ne dolo¢amo, ker je bila izmerjena absorbanca prenizka za dolo¢anje
koncentracije. Pripravili Smo eno serijo standardov z razlicnimi koncentracijami, vendar
umeritvena krivulja ni reprezentativna, ker rezultati istih koncentracij v paralelkah
mocno odstopajo. To je tudi lepo razvidno iz umeritvene krivulje 5-Cl BP3 na Sliki 17.
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PreraCunane koncentracije preiskovanih spojin v morski in bazenski vodi so podane v
Preglednici 13.

Preglednica 13: Koncentracije iskanih spojin v vzorcih bazenske in morske kopalne vode

Koncentracija [pg/L] Koncentracija
Voree  ps 3,5-diCl BP3 | 5-CI BP3 Povpr.

Bazenl A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

BazenlB 0,3 p.m.d. p.m.d. 0,3
Bazen2 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Bazen2 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Bazen3 A p.m.d. 5,8 p.m.d. 6,640,
Bazen3 B p.m.d. 7,3 p.m.d.

Bazend A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Bazen4 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Bazen5 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Bazen5 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Bazen6 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Bazen6 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morjel A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morjel B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje2 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje2 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje3 A 1,7 p.m.d. p.m.d. 17:04
Morje3 B 1,6 p.m.d. p.m.d.

Morje4d A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje4 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje5 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje5 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje6 A p.m.d. p.m.d. / /
Morje6 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje7 A p.m.d. p.m.d. p.m.d.

Morje7 B p.m.d. p.m.d. p.m.d.

p.m.d. — pod mejo detekcije

V diplomskem delu smo doloCevali prisotnost UV filtrov in njihovih kloriranih produktov
v bazenskih vodah kopali§¢ na obmocju Nove Gorice in slovenske obale ter drugih
slovenskih kopali§&ih ter v morski vodi na obmoc¢ju slovenskega primorja. Tako smo
imeli od skupno trinajst vzorcev Sest vzorcev bazenskih vod in sedem vzorcev morske
vode.

Za dolocevanje UV filtra BP3 smo uporabili literaturni vir (Cuderman in Heath, 2007),

medtem ko za dolo¢anje kloriranih produktov 5-Cl BP3 in 3,5-diCl BP3 Se ni literarnih
podatkov in je to zaenkrat prva Studija.
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V Studiji Cuderman in Heath (2007), ki je po opisu poteka raziskave in analize
dolo¢anja UV filtra BP3 podobna nasemu postopku, so benzofenon-3 dolocili v
koncentracijah 11-400 ng/L. Diaz-Cruz in Barcelé (2009) sta pri doloanju UV filtrov
najpogosteje zaznala BP3 v naravnih vodah s koncentracijskimi vrednostmi med 2-125
ng/L ter BP3 v bazenih s koncentracijo 400 ng/L. Brausch in Rand (2011) pa sta v
raziskavi prisotnosti BP3 v vicarskih jezerih priSla do rezultatov, da je prisotnost BP3 v
jezerih v koncentracijah od 5 do 125 ng/L.

V nasi raziskavi smo v treh vzorcih od skupno 26 vzorcev vode (vsak vzorec smo
naredili v dveh paralelkah) zaznali prisotnost UV filtra BP3, in sicer v enem vzorcu
bazenske vode s koncentracijo 0,3 pg/L in v enem vzorcu morske vode; v prvi paralelki
s koncentracijo 1,7 ug/L in v drugi paralelki s koncentracijo 1,6 ug/L oziroma skupno
(1,7 £ 0,1) pg/L. Dolo€ili smo tudi UV kloriran produkt 3,5-diCl BP3, in sicer v enem
bazenu v obeh paralelkah s koncentracijo 3,5-diCl BP3 5,8 ug/L in 7,3 pg/L oziroma
(6,6 £ 0,8) ug/L. Pri dolo¢anju absorbance UV filtrov in njihovih kloriranih produktov v
vzorcih vode smo v enem vzorcu morske vode dolodili tudi kloriran produkt 5-Cl BP3,
vendar ga zaradi nizke absorbance in posledicno nizke koncentracije nismo dolodili,
ker nismo imeli dovolj natanéne metode za doloCitev umeritvene krivulje 5-Cl BP3.

Glede na to, da je bazen, kjer smo dolocili UV filter benzofenon-3, notranji bazen in da
je bil v €asu vzor€enja skoraj prazen, saj se v poletnem ¢asu kopalci raje zadrZujejo na
zunanjih bazenskih kopalis¢ih, lahko sklepamo, da polnilne vode ne menjujejo dovol;
pogosto oziroma da so v zaprtih bazenih UV filtri bolj obstojni in ne razpadejo hitro. Ker
to ni bazen na prostem, se tukaj ne uporablja son¢nih krem. V kopalno vodo preidejo
UV filtri, ki se jih uporablja v kozmeti¢nih izdelkih za nego obraza in las. DoloCena
koncentracija je tudi priblizno 6-krat nizja kot tista, ki smo jo dolocili v morski vodi, je pa
primerljiva s koncentracijami, ki so podane v literaturi.

Koncentracija BP-3 v morski vodi je bila (1,7 + 0,1) pg/L. V &asu vzorCenja, v
popoldanskih urah v sredini avgusta, je bilo na urejenem kopaliS¢u zelo veliko
kopalcev. Kopalis€e se nahaja v nekoliko zaprtem obmodcju, manjSem zalivu, kjer ne
prihaja do tako izrazitega meSanja vode. Na celotnem obmoc¢ju zaliva je mogoce
kopanje. Poleg tega urejenega kopaliSCa je Se eno, prav tako zelo obiskano urejeno
kopalis€e. Vzorec vode smo zajeli priblizno meter od obale. V tem obdobju vzoréenja
vode so bila vsa kopaliS€a zelo obiskana, vendar sklepamo, da v drugih obmogjih
nismo dolocili UV filtrov in kloriranih produktov zaradi vecjega pretoka in me$anja
morske vode. Kloriranih produktov pa nismo dolocili, ker je naravna koncentracija
kloridnih ionov v morski vodi prenizka, da bi jih lahko dologili.

Kloriran produkt 3,5-diCI BP3 pa smo doloCili v odprtem bazenu na obmocju
slovenskega primorja, kjer je bilo veliko kopalcev v popoldanskih urah v zacetku
vikenda, konec vro€ega avgusta.

Pri celotnem pregledu rezultatov, kjer smo dolo€ili signal iskanih spojin, lahko re€emo,

da je glede na signal, ki je Stirikrat vigji od tistega, ki smo ga dobili v bazenski vodi,
spojina BP3 bolj obstojna v morski vodi. Klorirani produkt 3,5-diCl BP3 smo dolocili le v
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bazenski vodi, kloriran produkt 5-CI BP3 pa smo dolocili v morski vodi, vendar je pod
mejo detekcije. 1z tega lahko sklepamo, da UV filter BP3 hitreje razpada v bazenski
vodi, kjer se veZe s klorirnimi sredstvi in nastane klorirani produkt 3,5-diClI BP3. V
morski vodi pa je manj$a koncentracija kloridnih ionov in so UV filtri bolj obstojni in jih
tako lahko doloc¢imo v vi§jih koncentracijah.

Vsako leto, predno nastopi poletni ¢as in s tem veclja izpostavljenosti koze ljudi
sonénim Zarkom, posluSsamo v medijih, kako zelo pomembna je zas€ita koZe v tem
Casu. Promovirajo razne izdelke za za$c&ito pred tako poimenovanimi Skodljivimi
sonénimi zarki z vedno vi§jim zas¢€itnim faktorjem. Ob tem pa nih¢e ne pomisli, kako
zelo nevarno je lahko to. Kot smo ugotovili, je na tem podro¢ju narejenih zelo malo
raziskav, vemo pa, da lahko povzroajo hormonske motnje in se kopic€ijo v materinem
mleku ter se tako prenasajo na dojencke, kjer je ta vpliv UV za&¢itnih sredstev lahko
izrazitejSi, imajo vpliv na morske organizme, mozne so tudi mnoge druge posledice, ki
nam $e niso znane. Zato bi bilo potrebno podrobno prougiti Skodljive vplive UV filtrov in
tudi njihovih kloriranih produktov na zdravje ljudi in okolja. Te snovi so v okolju prisotne
ze v tolikSnih koli¢inah, da se jih zazna Ze z uporabo enostavnejSih metod doloCanja,
kot smo dokazali v tem diplomskem delu. Strokovnjaki morajo podati oceno tveganja, ki
bi podala oceno potencialnih negativnih ucinkov UV filtrov in njihovih kloriranih
produktov na izpostavljene organizme, okolje in zdravje ljudi. Tako bi v bodoc¢e lahko
obvladovali in potencialno zmanjsali tveganja, katerim smo nevede izpostavljeni.

Aktivno pa bi se v ta raziskovanja morala vkljuCiti tudi svetovna zdravstvena
organizacija (WHO) z oceno vplivov obravnavanih snovi na zdravje. Na spletni strani
WHO (World health organization) najdemo rubriko o kopalnih vodah, vendar ni¢ kaj
veliko o potencialnih nevarnih ucinkih son¢nih krem, s katerimi uporabniki vnasamo
velike koli¢ine UV filtrov v vodno okolje. V dveh zvezkih ocen vplivov na zdravje v
rekreacijskih in kopalnih vodah navajajo, da so losjoni (kreme za soncenje, kozmetika,
ostanki mila ...) kemikalije, ki jih v kopalno vodo prinese kopalec. Obstaja zavedanje o
tej vrsti onesnazevala, vendar kaj ve€ na tem podrocju Se ni narejenega, niti s strani
WHO (WHO, HIA).
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5. ZAKLUCKI

Velike koli€ine porabe UV filtrov, njihove kriticne fizikalno-kemijske lastnosti (na primer
obstojnost in visoka lipofilnost - lastnost spojin, da se zlahka raztapljajo v oljih ali
masc€obah) in lastnosti, da so kemijski motilci hormonskega ravnotezja, vec€ina najbolj
uporabljenih UV filtrov povzro€a okoljsko zaskrbljenost. UV filtri trenutno predstavljajo
nov razred kemijskih hormonskih motilcev (Diaz-Cruz in Barcelo, 2009).

Nekaj raziskav je pokazalo, da bioloSke aktivnosti ni najbolje napovedati zgolj iz
kemijskih podatkov. Kemijske analize so potrebne v vsaki opredelitvi strupenosti glede
na to, da je to sredstvo za ugotavljanje koncentracije vsakega posameznega
onesnazevala v mesanici. To je kriti€no, ker je lahko citotoksi¢nost in/ali genotoksi¢nost
kemikalij prikrita v ekstraktu zapletene meSanice onesnaZeval. Poleg tega se
frakcioniranje Steje za najbolj uporablieno metodo izolacije ve¢ toksi¢nih komponent iz
veC komponentne mesSanice. Kljub tem potrebam dosegljivih integriranih pristopov za
karakterizacijo toksikoloSkih zmesi, ki vsebujejo UV filtre, Se vedno ni (Diaz-Cruz in
Barcelo, 2009).

Kot UV absorpcijska sredstva pa se ponavadi uporablja veCkomponentne zmesi, kar je
kritidno za ocenjevanije in razumevanje njihove aktivnosti v kombinaciji zmesi. Se veg,
Za ustrezno oceno tveganja za okolje teh pomembnih komponent izdelkov za osebno
nego se zdi nujno, da se preuci ne le zmesi prvotnih sestavin, temvec€ tudi razpadne
produkte (metabolite, produktov po fotorazgradniji, klorirane stranske produkte), ki so
hkrati prisotni v razli€nih okoljskih prostorih. Pri vsaki oceni tveganja je potrebno
upostevati, da se te spojine, ko enkrat vstopijo v okolje, pridruzijo meSanici drugih
ksenoestrogenov in tako lahko povec¢ajo njihovo toksi¢nost (Diaz-Cruz in Barcelo,
2009)

Glede na to, da je lahko isto€asno prisotnih tiso€e organskih in anorganskih
onesnazeval, vpraSanje testiranja zmesi ni lahka naloga. Sedanji postopki ocene
tveganja za okolje so omejeni na njihovo zmoznost ovrednotenja uc¢inkov kombiniranih
ksenoestrogenov. Najbolj uporaben pristop je napovedati vpliv kombinacije dodatkov
na podlagi razmerja med odmerkom in odzivom posameznih komponent zmesi (Diaz-
Cruz in Barcelo, 2009).
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7. PRILOGA

7.1. Rezultati redditev

Rezultati prvih reditev

BP3 Metoda: BP3 ROMINA
c t [min] A
0,01mg/L 7,575 120,1
0,1mg/L 7,568 982,1
1mg/L 7,556 11719,6
0,001mg/L / /
BP3
R?=0,9998

14000

12000 117196

o —

< 6000 —
4000 //
2000
0 btE21 ‘
0 1201 g 0,6 0,8 1,2
c [mg/L]

BP4 Metoda: BP3 ROMINA
c t [min] A
1mg/L 7,566 220,1
0,1mg/L / /
0,01mg/L / /
0,001mg/L / /

Kot je razvidno iz tabele rezultatov redCitev spojine BP4, ne moremo zaznati nizkih
koncentracij s HPLC metodo, zato v nadaljnem delu raziskav ne doloam vec spojine

BP4, ampak se osredotolim le Se na ostale 3 spojine.

3,5-diCl BP3 Metoda: BP3 ROMINA
c t [min] A
0,001mg/L / /
0,01mg/L 11,68 127,3
0,1mg/L 11,679 1109,2
1mg/L 11,678 12086,4
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3,5-diCl BP3
Rz =0,9999
14000
12000 A 12086,4
10000 //
8000 —
< 6000 —_—
4000
2000 —
1109,2
0 %273 ‘ ‘ ‘
0,2 0,6 0,8 1 1,2
¢ [mg/L]
5-Cl BP3 Metoda: BP3 ROMINA 1
C t [min] A
0,001mg/L / /
0,01mg/L 15,739 334
0,1mg/L 15,754 1791,1
1mg/L 15,716 18820,1
5-Cl BP3
Rz = 0,9999
20000 s 1870
6000
i4ooo //
12000 —
< 10000 =
8000 —
6000 —
4000 —
2008 17911
334 ‘ ‘
0,2 0,6 0,8 1 1,2
¢ [mg/L]
Rezultati standardov s koncentracijo 1mg/L
Vzorec c [mg/L] t [min] A
BP3 1 11,822 164
5-Cl 1 15,696 223
3,5-diCl Q) 1 / /
3,5-diCl (2) 1 20,826 146,8

Ker s prvo meritvijo 3,5-diCl nisem dobila pravega rezultata, pripravo vzorca in meritev

ponovim.
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7.2. Rezultati analiz vzorcev razli¢nih koncentracij

Rezultati vzorcev razli€nih koncentracij 1

Oznaka c [mg/L] | BP3 5-Cl BP3 3,5-diCl BP3
1SI10,5 0,001 t=11,761; A=174,3 | t=15,463; /
A=302,5
2SI10,5 0,001 t=11,767; A=128,7 |/ /
1S10,25 | 0,0005 / / /
2 S11 0,25 | 0,0005 / t=15,516; /
A=117,9
1S10,125 | 0,00025 |/ / /
2 Sil | 0,00025 |/ / /
0,125

Kot je razvidno iz zgornje tabele, Rezultati vzorcev razliénih koncentracij 1, je s
pripravljenimi vzorci nekaj narobe oziroma je nekje med pripravo prisSlo do napake, zato

postopek ponovim in dodam Se eno redcCitev.

Rezultati vzorcev razli¢nih koncentracij 2

Oznaka c [mg/L] | BP3 5-Cl BP3 3,5-diCl BP3

1S10,75 | 0,0015 t=11,646; A=142,9 | t=15,479; t=20,785;
A=224,9 A=130,7

1SI110,75 | 0,0015 t=11,675; A=183,9 | t=15,454; t=20,813;
A=226,1 A=124.8

1SI10,5 0,001 t=11,638; A=196,4 | t=15,437; t=20,748; A=95,4
A=281,8

2SI10,5 0,001 t=11,639; A=115 t=15,478; t=20,773,;
A=174,7 A=107,3

1S510,25 0,0005 t=11,578; A=71,8 t=15,570; A=64,3 | t=20,761; A=41,7

2 SI10,25 | 0,0005 t=11,647; A=69,6 t=15,591; A=95,3 |/

1SI10,125 | 0,00025 |t=11,607; A=48,8 t=15,374; /
A=113,3

2 Sl | 0,00025 |t=11,517; A=38,9 t=15,461; A=51,4 |/

0,125

BP3 rezultati redcitev

c [pg/L] |x1 X2 X povp
0,25 48,8 38,9 43,85
0,5 71,8 69,6 70,7
1 196,4 115 155,7
1,5 142,9 183,9 163,4
0 0
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Umeritvena krivulja absorbance red¢in za spojino BP3

BP3
y =113,96x + 12,657
R2 = 0,9298
200
180
160 * *
140
2 120
X
< A
B
20
0
0 0,5 1 1,5 2
c [ug/L]
5-Cl BP3 rezultati redcitev
c[pg/L] |x1 X2 X povp
0,25 113,3 51,4 82,35
0,5 64,3 95,3 79,8
1 281,8 174,7 228,25
1,5 2249 226,1 225,5
0 0

Umeritvena krivulja absorbance red¢in za spojino 5-Cl BP3

5-CI BP3
R2=0,8806
300
250 -
o 200 h /.
8 150 —
< 100 /
50 |
0
0 05 1 15 2
¢ [uglL]
3,5-diCl BP3 rezultati redCitev
c [ug/L] |[c[mg/L] |x1 X2 X povp
0,25 0,00025 |/ / /
0,5 0,0005 |41,7 / 41,7
1 0,001 95,4 107,3 101,35
1,5 0,0015 |130,7 124,8 127,75
0 0 0
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Umeritvena krivulja absorbance red¢in za spojino 3,5-diCl BP3

3,5-diCI BP3
y = 88,58x + 1,265
R2= 0,981
160
140
120 /
o 100 7
e 80 /
< 60
40 ’#
20
0 ‘
0 0,5 1 15 2
c [ug/L]

V nadaljnjem eksperimentalnem delu naredim Se dve redcCitvi v Stirih paralelkah, in
sicer z vi§jo koncentracijo.

Rezultati vzorcev razli€nih koncentracij 3

c [mg/L] BP3 3,5-diCl BP3
0,00225 t=11,935; A=227,8 |/

0,00225 t=12,081; A=240,6 |/

0,00300 t=12,302; A=325,9 | t=21,104; A=224.8
0,00300 t=12,152; A=183,6 | t=21,816; A=267,6
0,000600 / t=20,953; A=560,1
0,000600 / t=21,446; A=630,8

Podatki za umeritveno krivuljo BP3

c[mg/L] |Al1 A2 A povp
0,00000 0 0 0
0,00025 48,8 38,9 43,85
0,00050 71,8 69,6 70,7
0,00100 196,4 115 155,7

0,00150 142,9 183,9 163,4
0,00225 227,8 240,6 234,2
0,00300 325,9 183,6| 254,75
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Podatki za umeritveno krivuljo 3,5-diCl BP3

c[mg/L] |Al1 A2 A povp

0,00000 0 0 0
0,00025 | / / /

0,00050 41,7 | / 41,7
0,00100 95,4 107,3 101,35
0,00150 130,7 124,8 127,75
0,00300 224,8 267,6 246,2
0,00600 560,1 630,8 595,45

Oznaceni so odstopajoc€i podatki, Ki jih pri izrisu umeritvenih krivulj BP3 in 3,5-diCl BP3

ne uporabim.

Absorbance BP3 standardov in vzorcev vode

c[mg/L] |Al A2 A povp
0,000000 0 0 0
0,000250 48,8 38,9 43,85
0,000500 71,8 69,6 70,7
0,001000 115 115
0,001500 142,9 183,9 163,4
0,002250 227,8 240,6 234,2
0,003000 325,9 325,9
0,000275 39,2 39,2
0,001744 190,8 190,8
0,001619 177,9 177,9
Legenda k tabeli

Vzorec vode

Odstopajodi rezultat

c[mg/L] |Al A2 A povp
0,00000 0 0 0
0,00025 | / / /
0,00050 41,7/ 41,7
0,00100 95,4 107,3 101,35
0,00150 130,7 124,8 127,75
0,00300 267,6 267,6
0,00600 560,1 630,8 595,45
0,00578 563 563
0,00731 713,4 713,4

Legenda k tabeli

Absorbance 3,5-diCl BP3 standardov in vzorcev vode

Vzorec vode

Ni rezultata in odstopajoci rezultat
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Preglednica vzorcev morske in bazenske vode v dveh paralelkah

Vzorec t A Spojina

Bazenl A

Bazenl B 11,155 39,2 | BP3

Bazen2 A

Bazen 2 B

Bazen3 A 19,958 563 | 3,5-di-Cl

Bazen3 B 20,087 713,4 | 3,5-di-Cl

Bazend A

Bazen4 B

Bazen5 A

Bazen5 B

Bazen6b A

Bazen6 B

Morjel A

Morjel B

Morje2 A

Morje2 B

Morje3 A 11,799 190,8 | BP3

Morje3 B 11,799 177,9 | BP3

Morjed A

Morje4 B

Morje5 A

Morje5 B

Morje6 A 15,07 88,8 | 5-Cl

Morje6 B

Morje7 A

Morje7 B
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