1. Dan MR O0-2

1. Dan mladih raziskovalk in mladih raziskovalcev
na
Odseku za znanosti o okolju (0-2)

19. april 2006

priCetek ob 9.00

Velika predavalnica .
Izobrazevalnega centra za jedrsko tehnologijo Milana Copica

ZBORNIK PRISPEVKOV

Uredila: Milena Horvat in Ivan Kobal

Tehnicno uredil: Marjan Verc



1 MR 0-2

First One-day Meeting of Research Students
at the Department of Environmental Sciences (0-2)

April 19, 2006

Beginning at 9.00 a. m.

_ Large Lecture Room
Milan Copic Nuclear Training Centre

BOOK OF CONTRIBUTIONS

Editors: Milena Horvat and Ivan Kobal

Technical editor: Marjan Verc



1. Dan MR O-2, 19. april 2006

\ ime

\ naslov ura
1. Bioloski ucinki onesnazil in biomonitoring
voditeljica: Milena Horvat
1.1 Natasa Nolde Pretvorbe zivega srebra (Hg) in njegovi ucinki na 9.00
kopenske rake enakonoZce (Isopoda, Crustacea)
1.2 Darija Gibicar Ocena bioloskih kazalcev ledvicnih poskodb in 9.30
oksidativnega stresa pri poklicni in splosni
1zpostavljenosti Zivemu srebru
1.3 Suzana Zizek Vloga perifitona pri pretvorbah zivega srebra v 10.00
reCnih ekosistemih, obremenjenih z zivim srebrom
1.4 Tanja Mrak Arzen in njegove interakcije v liSajskih steljkah 10.30
2. Analizne metode
voditeljica: Radmila Milacic¢
2.1 Urska Repinc Razvoj postopkov za dolocanje sledov nekaterih 12.00
elementov z NAA na osnovi induciranih kratkozivih
nuklidov
2.2 Andrej Osterc Razvoj metode za dolo¢anje '°I v vzorcih iz okolja | 12.30
23 Blaz Kralj Speciacija aluminija v ¢aju 13.00
24 Tadeja Milivojevic Primerjava ekstrakcijekih metod za dolo¢anje 13.30
Nemani¢ organokositrovih spojin v sedimentih in Skoljkah v
morskem okolju
2.5 Simona Murko Uporaba matri¢nih modifikatorjev za dolo¢anje Cd, 14.00
Pb in As v sedimentih z elektrotermi¢no atomsko
absorpcijsko spektormetrijo
3. KroZenje snovi v porecjih
voditeljica: Nives Ogrinc
3.1 TjaSa Kandu¢ Krozenje ogljika v re¢nih sistemih (reka Sava v 15.00
Sloveniji)
3.2 David Kocman Razvoj erozijskega modela za transport zZivega 15.30
srebra v porecju Idrijce
33 Roland Markovics Geochemical investigation of the Sava river basin: 16.00
Stable isotope approach
4. Ocena vplivov na okolje
voditelj: Branko Kontié
4.1 Davor Konti¢ Industrijsko tveganje in upravljenje z okoljem 16.30
4.2 Spela Ursej Vloga lastnosti prostora na povrs§ju pri usmerjanju 17.00
postopka iskanja lokacije posega v podzemlju
5. Okoljske tehnologije
voditelj: Branko Kontié¢
5.1 Tina Kosjek Odstranjevanje ostankov zdravilnih u¢inkovin na 17.30

Cistilnih napravah
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\ name \ title time
1. Biological effects of contaminants and biomonitoring
Chairperson: Milena Horvat
1.1 NataSa Nolde Transformations and effects of mercury (Hg) on 9.00
terrestrial isopods (Isopoda, Crustacea)
1.2 Darija Gibicar Evaluation of biomarkers of kidney damage and 9.30
oxidative stress in populations occupationally and
generally exposed to mercury
1.3 Suzana Zizek The role of periphyton in mercury transformations in | 10.00
river ecosystems polluted with mercury
1.4 Tanja Mrak Interactions of arsenic in lichen thalli 10.30
2. Analytical methods
Chairperson: Radmila Milaci¢
2.1 UrSka Repinc Development of procedures for determination of 12.00
some trace elements via induced short-lived nuclides
using neutron activation analysis
2.2 Andrej Osterc Development of a method for '~ determination and | 12.30
its application to environmental samples
23 Blaz Kralj 13.00
24 Tadeja Milivojevic Comparison of various extraction methods for the 13.30
Nemani¢ determination of organotin compounds in sediments
and mussels from the marine environment
2.5 Simona Murko Use of various matrix modifiers for the 14.00
determination of Cd, Pb and As by ETAAS in
sediment
3. Mass cycling in river catchments
Chairperson: Nives Ogrinc
3.1 Tjasa Kandu¢ Carbon cycling in river systems (River Sava in 15.00
Slovenia)
3.2 David Kocman Development of an erosion model for transport of 15.30
mercury in the Idrijca catchment — GIS based soil
errosion model
33 Roland Markovics Geochemical investigation of the Sava river basin: a | 16.00
stable isotope approach
4. Assessment of environmental impact
Chairperson: Branko Konti¢
4.1 Davor Konti¢ Hazardous industrial installations and environmental | 16.30
management
4.2 Spela Ursej The role of surface characteristics in directing 17.00
underground spatial planning processes
5. Environment-friendly technologies
Chairperson: Branko Kontié
5.1 Tina Kosjek Removal of pharmaceutical residues from pilot waste | 17.30

water treatment plants
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1. BioloSki uc¢inki onesnazil in biomonitoring

1.1. Pretvorbe Zzivega srebra (Hg) in njegovi ucinki na kopenske rake enakonoZce
(Isopoda, Crustacea)

Natasa Nolde

Institutska mentorica: Milena Horvat
Fakultetna mentorica: Damjana Drobne, Oddelek za biologijo Biotehniske fakultete Univerze
v Ljubljani

V posebnem poskusnem sistemu smo s pomod&jo radioaktivnega sledilca (***Hg)
Studirali pretvorbe anorganskega Zivega srebra (*"’Hg*") (redukcijo do hlapnega **Hg’ in
metilacijo do organskega Me*Hg) v Porcellio scaber (Isopoda, Crustacea) in v
njegovem okolju (hrana, iztrebki) ter asimilacijo in porazdelitev T°*Hg in Me’”Hg po
zivali. V nadaljevanju smo ugotavljali u¢inek povisanih koncentracij Hg*" v hrani na (1)
prehranjevalno aktivnost P. scaber (standardni laboratorijski toksikoloski testi) in (2)
stabilnost lizosomske membrane (SLM) na celotnih prebavnih zleznih cevkah P. scaber.
SLM smo ocenjevali z oceno lizosomske latence (LL) in oceno zadrZevalnega Casa
(retence) barvila nevtral rdece v lizosomih (NRR). Ocenjevanje SLM smo izvedli Se na
zivalih iz neonesnazene (Maribor) in onesnazenih (Idrija, Velenje) lokacij po Sloveniji.
Dnevni potek in koli¢ina nastalega *’Hg’ je odvisna od koncentracije *’Hg*" na listih.
Pomembno vlogo pri redukciji **Hg”" imajo predvsem prvi dan poskusa bakterije v
okolju; prispevek crevesne mikroflore P. scaber je neznaten. V vlaznem okolju se do
*%Hg" pretvori 15 do 35 — krat ve¢ “*Hg*" kot v suhem okolju. Zivali iz hrane v dveh
tednih asimilirajo priblizno 3% T***Hg in le 2% Me*”Hg. Nizko asimilacijo Me*”Hg in
primanjkljaj v sestevku asimilirane in izlo&ene koli¢ine Me’*Hg v primerjavi s pojedeno
lahko razlozimo s predpostavko, da v prebavilu P. scaber prevladuje demetilacija
Me’”Hg nad metilacijo “*Hg”". Prehranjevalna aktivnost Zivali 5 tednov laboratorijsko
izpostavljenih povianim koncentracijam Hg”>" v hrani se ne zmanj$a v primerjavi s
kontrolno skupino niti pri 300 pg Hg*/g suhe teze, medtem ko se SLM zniza Ze po 3
dneh izpostavitve 5 pg Hg”'/g. Lizosomi hepatopankreasa laboratorijsko izpostavljenih
zivali (5 in 50 pg Hg/g) so bili bolj prizadeti od lizosomov zivali iz Idrije (260 pg Hg/g
hrane, 1600 pg Hg/g prsti), kar kaze na odpornost zivali iz okolja na Hg in/ ali nizjo
dostopnost Hg iz okolja. SLM zivali iz Velenja (0,010-0,028 pg Hg/g hrane, 1,17 ng Hg/g
prsti) je bila najnizja, najverjetneje zaradi sinergisticnega ucinka onesnazil, katerih izvor
so emisije termoelektrarne Sostanj.
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1. Biological effects of contaminants and biomonitoring

1.1. Transformations and effects of mercury (Hg) on terrestrial isopods (Isopoda,
Crustacea)
NatasSa Nolde

Supervisor at the Jozef Stefan Institute: Milena Horvat
Supervisor at the university: Damjana Drobne, Department of Biology, Biotechnical Faculty,
University of Ljubljana

Transformations of inorganic mercury (***’Hg*") (reduction to **Hg’ and methylation
to organic Me*”Hg) in Porcellio scaber (Isopoda, Crustacea) and its environment were
studied, using a purpose - built experimental set-up where Hg cycling was followed using
2Hg*" tracer, including assimilation and distribution of T***Hg and Me*”Hg in the animals
at low Hg concentrations (0.5 and 5 pg Hg/g). In continuation, the effects of elevated
concentrations of Hg”" in the food on (1) feeding activity by standard laboratory toxicity test
protocols, and (2) on the lysosomal membrane stability (LMS) of P. scaber digestive gland
tubes (hepatoplancreas) in foto, by lysosomal latency (LL) assay and the neutral red retention
(NRR) assay were investigated. LMS was assessed on animals exposed in the laboratory to
elevated Hg concentrations in their food, and animals collected at unpolluted (Maribor) and
polluted (Idrija, Velenje) locations in Slovenia. The formation of 203Hg0 depended on the
*Hg** concentration in the leaves, moisture and bacteria, which had an important role in
reduction of ***Hg*" to **Hg’, especially in the first day of the experiment. The contribution
of the isopod’s digestive flora to reduction was negligible compared to the reduction of
2Hg*" to **Hg’ in the environment. Approximately 3 % of T***Hg and only 2 % of Me*”Hg
consumed was assimilated by the animals. The low Me*”*Hg assimilation and the loss of
Me?”Hg when comparing assimilated and excreted Me*”*Hg versus consumed Me*”’Hg may
be explained by the assumption that demethylation of MeHg prevailed over methylation of
Hg’" in the animal’s digestive system. Feeding activity of laboratory animals fed with 300 pg
Hg*"/ g dry weight for five weeks was not significantly affected compared to the control
group of animals. However, LMS decreased already after 3 days of exposure to 5 pg Hg/g dry
weight. LMS in the hepatopancreas of animals from a highly mercury polluted environment
(260 png Hg/g dry weight of food, 1600 png Hg/g dry weight of soil) was less affected than in
laboratory animals fed with 5 and 50 pg Hg/g dry weight for three days. This probably
indicates tolerance of P. scaber to mercury in the mercury polluted environment and/ or lower
bioavailability of environmental Hg. In animals from Velenje (0.010-0.028 pg Hg/g dry
weight of food, 1.17 pg Hg/g dry weight of soil) LMS was severely affected, most probably
due to the synergistic effect of pollutants originating from Sostanj thermal power plant
emissions.



Pretvorbe Zivega srebra (Hg) in njegovi
ucinki na kopenske rake enakonozce
(Isopoda, Crustacea)

oo’ Mlada raziskovalka: Natasa Nolde

*¢®Institutska mentorica: izr. prof. dr.Milena Horvat

akultetna mentorica: izr. prof. dr. Damjana Drobne
= (BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo)




Biogeokemijski cikel Hg v okolju (Mason in Fitzgerald, 1996)
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Porcellio scaber', Isopoda, Crustacea

Prebavna Zleza (hepatopankreas)

e

‘eden najbolj proucevanih organizmov na
podroc ju kopenske ekofiziologije in
ekotoksikologije

‘razgradnja organske snovi

‘kroZenje snovi in pretok energije v kopenskih
ekosistemih (¢revesne bakterijel)




na Hg odporne bakterije v ¢revesu

ocenjevanie ucCinka
P. scaber i Y

Idrija- rudnik Hg (500 let rudarjenja)

Podljublelj- rudnik Hg pred 100 leti

3,00E+03 -

2,50E+03 1 Zerjav- rudnik Pb (150 let rudarjenja)

2,00E+03 Radlek- referen¢no mesto
=
o 150E+03 -
=

1,00E+03

5,00E+02

0,00E+00| - =

+— analize DNA

Zerjav [drija Podljubelj Radlek

ocaton Lapanje, 2005




Biomarkeri

bioloski odzivi na razli¢ne kemikalije ali
mesanice kemikalij, kot mera izpostavitve ali
kvarnega ucinka (Peakall 1994).

Biomarkerji pokaZejo
*izpostavitev kemikalijam
‘ucinek kemikalij
in posledic¢no
*stanje v okolju







Namen dela:

-Spremljati/ slediti pretvorbam Hg v Porcellio scaber in
njegovem okolju;

-redukcija Hg?* do HgP®; (biotska, abiotska redukcija; vlaga)
-metilacija Hg?* do CH3Hg*

*Asimilacija in porazdelitev Hg?* in CH;Hg* po zivali

-Studirati udinke poviSanih koncentracij Hg v hrani na:

-prehranjevanje P. scaber (fizioloski nivo bioloske
organizacije)

-stabilnost lizosomske membrane - SLM (celi¢ni nivo
bioloske organizacije)




-citotoksicnost (SLM)

i

‘prehranjevanje




METODE: Poskus brez P. scaber Poskus s P. scaber
203Hg ' }

Nanos radioaktivnega sledilca ***Hg?* na liste

L i —

Vlaga Sterilni pogoji || Nesterilni pogoji Prvi poskus Drugi poskus
5 ng 23Hg?Y/g 5 ng 23Hg?*/g 5 ng 23Hg2*/g *0,5 pg 203Hg2+/ g Spg 203Hg2+./ g
suhe mase lista suhe mase lista suhe mase lista suhe mase lista suhe mase lista

5 ug 203Hg2+/g

“syho” suhe mase lista

*““vlazno”
““mokro” SuSenje listov ¢ez no¢

Izpostavitev zivali

A 4 A 4 A 4
Dnevne meritve nastalega 23Hg? . " ..
l Dnevne meritve nastajanja 2%3Hg?
21 dni l : l :
18 dni 14 dni

! !

“Cista hrana”

Stetje aktivnosti gama (23Hg?, T2’ Hg)

Sekcija
celotna Zival l
Doloc¢anje Me?®Hg in T?%*Hg: Czuba et al. 1981, *hepatopankreas Dologanje Th
el Gl AL *Crevo Me?%Hg in T?%*Hg *iztrebki

spreostanek



METODE - 2%3Hg

Poskusna posoda




METODE - Prehranjevanje (fizioloski nivo):

Klasi¢ni laboratorijski toksikoloski
test (Drobne in Hopkin,1995)

-1 .poskus: 38 dni
(0, 10, 30, 50, 100 pg Hg/g s.s.)

-2. poskus: 35 dni
(0, 10, 30, 50, 100, 200, 300 wg Hg/g
s.s.)

Tedenska produkcija iztrebkov, koli¢ina
zauzite hrane, levitev, masa Zivali



Lizosomi

z membrano obdani celi¢ni
organeli

+ hidrolitski encimi

+ znotrajceli¢na prebava,
avtofagija, apoptoza

+ izolacija kovin in drugih
onesnazeval, detoksifikacija

l

poskodbe zaradi posrednega
ali neposrednega delovanja
kovin (oksidativni stres,
lipidna peroksidacija)

l

Destabilizacija membrane




METODE - Stabilnost lizosomske membrane (SLM)

\
N
|
!

Ocena NRR Ocena latence lizosomov (LL)
(ocena zadrzevalnega ¢asa Citokemijska metoda (UNEP 1999)
barvila nevtral aktivnost lizosomskega encima N-acetyl-B-hexosaminidase

rdecCe v lizosomih)

*Max koli¢ina

lys obarvanih lizosomov
N-acetyl-3-

. s . :
exosaminidase O bC(I"VGnJe C|Top|azm€

Substrat
naphtol AS-BI N-acg¢tyl-R-glucosaminide

Neutral rdece

\ 4



Ocena latence lizosomov
Prirejanje citokemijske metode (UNEP 1999)

Entire d.g.tubes)Porcellio scaber)

Lysosomal membrane labilising buffer
0.1 M Na-citrate buffer - 2.5% NaCl w:v, pH 4.5

160,170 or(180)min at 37°C

0,10,20,30,40,50,60,70,8,100,110,120,130,140,150,

Substrate incubation medium

Naphtol AS-BI N-acetyl-B-glucosaminide
20 min at 379 C

Physiological solution
2-3 min at 37°C

Diazonium dye - Fast Violet B salts
10 min a‘ir‘oom T

Tap water
5 min

v

Calcium formol
10 min,, 4°C

!

Distilled water

Mounting medium
Kaiser glycerine gelatin

Inspection under light microscope

Ocena NRR

Prirejanje protokola po Ringwood in sod.
(2005)

Stock solution: 4mg NR in 1 ml DMSO
Working solution: 0,1 ml stock solution in
9.9 ml physiological solution for P. scaber

Entire d.g.tubes (force///b scaber)
40 pl working solution

20 minutes in humidity chamber

Inspection under light microscope every 30
minutes

Prehajanje barvila nevtral rdece
iz lizosomov v citoplazmo

Maksimalna koli¢ina obarvanih lizosomov

Obarvanje citoplazm



Ocena latence lizosomov

Maksimalna kolicina
Ni barvne reakcije obarvanih izosomov Obarvanje citoplazme




Pred inkubacijo v NR

Ocena NRR

|

Delno destabilizirane zlezne cevké

-

100% destabilizirana zlezna cevka




/

\_

Ocena SLM

~

/

/ | N

I. Prirejanje metod

Ocena latence lizosomov

N /

Pozitivni test:

inkubacija izoliranih prebavnih
Zlez v Cu raztopinah (O, 50 in
100 pg Cu/L) izpostavitev "in
vitro”

\_

3 dni
izpostavitev
Hg “in vivo”

.‘g. Akutna izpostavitg

/

0 (kontrola)
‘5 pg Hg/g suhe teze lista

‘50 pg Hg/g suhe teze lista

4 III. Nabiranje A
P. scaber v

neonesnazenih in
onesnhazenih

Klokacijah Slovenije Y




METODE - ocena SLM

SLM - podlaga za arbitrarne kriterije za ocenjevanje
stanja zivali, okoljal!

Dolocanje THg v vzorcih

‘Kislinski razkroj vzorcev (HNO,, H,S0,). AAS HP

Statisticna obdelava podatkov

*Kruskal-Wallis, Mann-Whitney
-SPSS 12.01



REZULTATI- dnevna redukcija (293Hg?* od 293Hg°)

. 100000
Poskusi brez _
P. scaber 3 . =
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Vlaga - dnevni potek

Vlaga - celotni poskus




REZULTATI

Poskus s P. scaber

1000
= 5 g 293Hg?*/g
)
OC)
o")I 100 | o
3 3
(\Iq— 5
o ©
_.? (¢b)
> 10 |E
o S
© 7N 07 o7
E)) / o g o~ 0,5 ug 203H92+/9
g LAle -
T T —O— T T T T T T T T T T T T T

1\2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19
d

Z Zivalmi

Susenje listov ¢ez noc:
Pretvori se 80% od | ittt brez ivali

vsega reduciranega | e
2034g2+




REZULTATI - Ocena masne bilance

T203Hg

considered 80% of total
Reduced peduced 203Hg?* (leaves drying!)

3%

Unconsumed
43%

Me293Hg

Consumed

Assimilation
3%
Feces
97%
assimilation
demethylation 2%
15%
feces

83%

Porazdelitev T293Hg po P. scaber

residue
24%

Porazdelitev Me?%3Hg po P. scaber

residue
64%




REZULTATI

Koncentracije T?93Hg in Me2%3Hg

18

10000
-THg A MeHg A -
= = + 16
1000 - A T
=) _ 112
g) -
= 10
I 100 - A la
v A
=2 + 6
- 10 = A 14
A
A
A 12
1 R — A 0
hep gut residue leaves feces
7% Me293Hg glede na T2%3Hg
6
5
4
£
ag 3
X 21
1 |
- - - -
0
hep gut residue feces leaves

‘Koncentracije T2%3Hg in Me2%3Hg v listih in
iztrebkih - isti velikostni razred, vendar visje
kot v Zivalih

Prisotnost Me?® v listih - metilacijal

Me?®Hg (ng/g)

‘Nizek % MeHg v organih
*‘Najvisji 7% v preostanku

% MeHg v listih in iztrebkih nizji kot v Zivalih



REZULTATT - Prehranjevanje (fizioloski nivo):

Smrtnost

smrtnost (%)

100

@ 1.poskus
90

O 2.poskus

80

70

60

50
40 - -

dIIIEIEES

0,1 1 5 10 30 50 100 200 300
ugHg? /g suhe teze lista

visoka smrtnost

-velika variabilnost odziva

‘ni koncentracijske odvisnosti odziva
*ni ¢asovne odvisnosti odziva

Prehranjevanje - 1. poskus

3.5
>0.)
E 3.0
® 25 -
joih o] - - -
= z =
sa 201 - . X x
o= = - = -
=g 150 X X X < -
@ N = - 2 ¥ =
= 1.04  _ - -
g - -
S 05
=
0.0
0 1 5 10 30 50 100
uHg*/g suhe teze lista
Prehranjevanje - 2. poskus
35
S 3 -
°
Z 25 - . -
E o 2 = X = - =
o2 - - - - N % .
ST 45 X < X 2 x - x
o N . z - - z -
- ;
o - - -
o 0.5 1 - = - -
E - - -
O T T T
0.1 1 5 10 30 50 200 300
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Ocena lizosomske
latence

Mann-Whitney fest
p<0,05

Ocena NRR

REZULTATI - celiéni nivo
Pozitivni test

lys

N-acetyl-R-

hexosaminidase

Substrat

cyt




REZULTATT - celicni nivo
Laboratorij - izpostavitev Hg “in vivo”

Ocena lizosomske
latence

Mann-Whitney test
p<0,05

Ocena NRR

100 - -— D b o4

ABB

60 -

ane Zlezne cevke

AN



REZULTATTI - celic¢ni nivo
Zivali iz okolja

Ocena lizosomske
latence

Mann-Whitney test

p<0,05
Ocena NRR §
2 80 ABB % i n
o
]
C
.. iNJ 60 X
Lokacija THg (ug/g) S =
S X
prst stelja les 2 40 =
Velenje 1.17 0.010 0.028
drija
Tomsiceva 1611 262




Ocena lizosomske latence

100 -
90 1 "Normalno" i "Normalno"
o 80 :
1 "Zaskrbljujoce"
S 70 : LPer A
= "Zaskrbljujoce" !
60 i
CIC) 1 o AD
S 50 ; 50
c "Pod stresom" & i "Pod stresom"” drii
S 40 ! . rija
= ! + Velenje
5 30 1 :
* 20 | *
10 i
0 !
maks koli€ina obarvanih lizosomov obarvanje citoplazme
100 S
90 | AO o Normalno
2 80 L
g 70 JAN Zaskrbljujoge
g 60 - Pod stresom
c
g 50 . A5
S 40 <>50“
% 30 Idrija |
%) + Velenje
o\o 20 *
10 - '\ o
0 ‘ ‘ —
0 20 40 60 80 100 120

¢as inkubacije v barvilu NR (min)
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1.2. Ocena bioloskih kazalcev ledvi¢nih poSkodb in oksidativnega stresa pri poklicni in
splosni izpostavljenosti Zivemu srebru

Darija Gibicar

Institutska mentorica: Ingrid Falnoga

Fakultetni mentor: Peter Stegnar, Varstvo okolja na Biotehniska fakulteti Univerze v Ljubljani
Komentor: Saso Dzeroski, Rac¢unalni§tvo in informatika na Fakulteta za ra¢unalniStvo in
informatiko Univerze v Ljubljani

Skodljivost in strupenost Zivega stebra sta dobro poznani, manj pa se ve o uéinkih Zivega
srebra na cloveka kot posledica dolgotrajne izpostavljenosti nizjim koncentracijam v poklicnem
in bivalnem okolju. Kot bioloski kazalec dolgotrajne izpostavljenosti anorganskemu zivem srebru
uporabljamo vsebnost celokupnega zivega srebra v urinu, na katerega poleg Stevila amalgamskih
zalivk vplivajo tudi uzivanje kontaminirane hrane, kajenje, Zvecenje, starost in spol. Bioloski
kazalci za odkrivanje zgodnjih bioloskih ucinkov oziroma zacetne prizadetosti funkcij
posameznih tarcnih organov pri kroni¢ni izpostavljenosti nizjim koncentracijam Hg, so pogosto
premalo obcutljivi in specificni, saj jih lahko povzrocajo tudi ostali ksenobiotiki, prisotni v okolju.
Namen disertacije je oblikovati integrirano bazo podatkov, ki vklju¢uje podatke pridobljene iz
vprasalnikov in analiz bioloskih kazalcev izpostavljenosti zivemu srebru in bioloske kazalce
prizadetosti organov pri trenutno poklicno izpostavljeni populaciji, preteklo poklicno
izpostavljeni populaciji in splosni populaciji, ki je bivalno izpostavljena Zivemu srebru. Z
metodami strojnega ucenja (regresijska drevesa in klasifikacijska pravila v programu WEKA) smo
skusali izlusciti zakonitosti v zbranth podatkih ter tako poiskati mozne nezazelene ali subklini¢ne
ucinke zivega srebra na funkcijo ledvic ter na oksidativne poskodbe DNA ali lipidno
peroksidacijo..

Ker Se ni razjasnjeno, ali zadrzevanje zivega srebra v ledvicah lahko vpliva na
funkcijsko sposobnost ledvic tudi v obdobju po prenehanju izpostavljenosti, smo pri
populaciji upokojenih rudarjev ocenili krivuljo izlo¢anja Hg v wurinu po prenehani
izpostavljenosti.
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1.2. Evaluation of biomarkers of kidney damage and oxidative stress in population
occupationally and generally exposed to mercury

Darija Gibicar

Supervisor at the Jozef Stefan Institute: Ingrid Falnoga

Supervisor at the university: Peter Stegnar, Environmental Protection, Biotechnical faculty,
University of Ljubljana

Co- Supervisor: SaSo Dzeroski, Computer Science and Informatics, Faculty of Electrical
Engineering and Computer Science, University of Ljubljana

The harmfulness and toxicity of mercury are well known; less known are the effects of
long-term low-level mercury exposure in the general population and populations that are
exposed occupationally. As a biomarker of long-term mercury exposure, concentrations of
total mercury in urine are used, which are affected by the number of amalgam fillings,
ingestion of contaminated food, smoking, chewing gum, age, and gender. Biomarkers for
detecting early biological effects or initially damaged function of target organs because of
chronic low-level mercury exposure are usually insensitive and unspecific, and can be a result
of other xenobiotics present in the environment.

The goal of this research is to form an integrated database that includes data obtained
from questionnaires and analyses of biomarkers of mercury exposure and biomarkers of
damaged function of target organs in populations that are currently and/or were previously
exposed to mercury either occupationally and/or generally.

Using machine-learning methods (regression trees and classification rules in the
WEKA program) I tried to extract new knowledge from data gathered about the adverse or
sub clinical effects of mercury on kidney function and on oxidative damage to DNA and
lipids. Since it is as yet unknown whether accumulation of mercury in the kidneys can affect
their function even in the period after exposure, the excretion curves of mercury in urine after
exposure of retired mercury miners was evaluated.



Ocena bioloskih kazalcev ledvicnih
poskodb in oksidativnega stresa pri
poklicni in splosni izpostavijenosti
Zivemu srebru

Darija Gibicar

Institut Jozef Stefan, Odsek za znanosti o okolju



Short CV:

® Graduated in 2002 at Biotechnical Faculty of Ljubljana,
Department of Zootechics (Arsenic species in eggs of hens fed
with As,0O;). Experimental work was done on JSI, Department of
Environmental Sciences under the mentorship of dr. Vekoslava
Stibilj, dr. Ingrid Falnoga and prof. dr. Antonija Holcman

® 2003 — 2007: young researcher at JSI, Department of
Environmental Sciences, PhD student of Biotechnical Faculty of
Ljubljana, Department of Biology, PhD title: Assessment of
biomarkers of kidney damage and oxidative stress in

population exposed to mercury
= Faculty mentor: dr. Peter Stegnar
= Working mentor: dr. Ingrid Falnoga
== Working comentor: dr. Sasa Dzeroski



In cooperation with

® Environmental study EMECAP (European Mercury Emission from Chlor-Alkali

P/ants EU project, 2001-2004):

Scuola Superiore di Studi Universitari e di Perfezionamento S. Anna (SSSA), Italy.
Consiglio Nazionale delle Ricerce (CNR.IB), Italy.

Swedish Environmental Research Institute Ltd. (IVL).

Goeteborg University (UGOT), Sweden.

Norwegian Institute for Air Research (NILU).

Lund University (LUND), Sweden.

Kayser Italia s.r.l.(KAYSER), Italy.

Synapsis s.r.l. (SYNAP), Italy.

Institute for Ecology of Industrial Areas (IETU), Poland.

Institute of Occupational Medicine and Environmental Health (IOMEH), Poland.
University of Bucharest.

JSI, Department of Environmental Sciences (M. Horvat)

® Effect of elemental mercury on ljpid rp@/‘OX/d&'thﬂ and function of target organs in

population //V/ng /n Idri dja (Ministry of Science and Technolo%y 13-3076-0312-01,
1997 — 2004): J. Osredkar (Institute of clinical chemistry and biochemistry, KC), ‘A
Kobal (Mercury Mine in Idrija), M. Horvat (JSI).

JSI, Department of Knowledge technologies: dr. Sado Dzeroski, Bernard Zenko,
Dragi Kocev



.
. MAIN MERCURY ABSORTION ROUTES IN

HUMANS

Respiratory routes

Dietary routes

Estimated average daily intakes and retention (in ug/day) of different mercury forms
in the general population not occupationally exposed (IPCS, 1991)

Exposure Elemental Hg Inorganic Hg Methylmercury
vapour compounds

Air 0.03 (0.024) 0.002 (0.001) 0.008 (0.0069)

Dental amalgams | 3.8-21 (3-17) =

Food

fish - 0.60 (0.042) 2.4 (2.3)

Drinking water - 0.050 (0.00395) -

Total 3.9-21 (3-17) 4.3 (0.3) 2.41 (2.31)

The data in parenthesis represent retained Hg in the body of an adult.

The occupational groups are primarily exposed through mercury

vapour.




Effect of Hg

® Depends on length and dose of exposure.
® Depends on type of Hg (elemental, organic, inorganic).
® Young children and fetuses are more sensitive to Hg than adults.



High and/or chronic levels of exposure
® Brain-methyl/inorganic Hg

Permanent brain damage
Mental retardation
Blindness/Hearing changes
Polyneuropathy
Seizures/Tremors

Inability to speak
Irritability/shyness

® Permanent Kidney Damage

Damages distal and proximal tubule

® Corrosive damage to the Digestive System
® Reproductive Toxicity

High and Short-Term/Acute exposures cause:

® diarrhea, lung damage, nausea, vomiting, skin rashes, eye irritation, and

hypertension.



Low and chronic levels of exposure to Hg

® Toxic effects of mercury are well known in the case of occupational
exposure to elemental mercury vapor (Hg®). Most frequent symptoms:
erythrysmus, increased irritability, depression, insomnia, psychotic
disturbances, and tremor.

® Less known are the effects of a longtime mercury exposure at low
concentrations - subtoxic effects of mercury.

® Subtoxic effects can promote oxidative damage of DNA and lipids,
accumulation and retention of Hg in CNS, pineal gland, hypophysis,
thyroid, testis and kidney.



The assessment of Hg exposure — USE OF
BIOMARKERS

1.

Biomarkers of exposure: concentration of Hg in blood, hair,
urine, exhaled hair, cord-blood, teeth, nails,...

Hg in organism can be elevated because of: occupational exposure (inhalation of Hg?),
ingested food with high amount of Hg (fish consumption - MeHq), dental amalgam,

chewing of dental amalgam, other accidental exposures.

Biomarkers of effect:

Damaged kidney function (detected in urine): creatinine, albumine, NAG
(N-acetil-beta-D-glukozaminidase), A1M (a-1-microglobuline),..

Damaged DNA because of elevated ROS species (oxidative stress): 8-OH-
dG marker (8-hidroxy-2"-deoksyguanosine) .

Unfortunately, they are not specific markers for Hg exposure, thus can
be elevated because of some other xenobiotic exposure or illness!!

Factors that influence biomarkers of effect are also age, gender, health
status, smoking, alcohol/drug abuse, ...and of course genetic
polymorphism.



Research hypothesis:

Low level mercury exposure can:
2 Damage kidney function.
Promote oxidative stress.

Effect beside occupationally exposed population also general
population via dental amalgam and contaminated food.



Human-caused sources of Mercury
Emissions

AIM OF THE EMECAP STUDY:

Power Plants
33 %% To assess exposure to mercury and

the potential association with
biomarkers of early renal
dysfunction in subjects living
close to chlor-alkali plants, in
reference areas, and in
unicipal Waste occupationally exposed chlor-

5 o/, _ Incineration alkali (CA)
Medical Waste

Incineration 18 %
10 %

Other
33 %

Chlor-alkali
Plants

U.S.EPA Mercury Report to Cogress, Volume 1, 1997



@

Rosignano Solvay Chlor-Alcali
komplex



Rosignano Solvay Chlor-Alcali komplex

In operation since 1920

12-14 t Hg /y of flowed into the
sea through a discharge dish from
1950-1973

400-500 kg Hg /y discharged into
the sea at present

120,000 t chlorine /y produced
1990: 150 kg Hg/y emitted in air

Rosignano Solvay village: 15,000 inhabitants

Donoratico, the control station: 20 km south from
Rosignano Solvay



Study population

* 66 workers from CA

111 living around CA
(1,5 km radius)

*128 controls from
Donoratico
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Methodology:

® All subjects completed a questionnaire containing questions on the
location of their residence and workplace, occupational history including
possible exposure to mercury, the number of teeth filled with amalgam, as
well as on the consumption of various types of fish, and whether they
suffered from kidney disease, diabetes, or hypertension.

® Urine and hair samples were analysed for Hg content.

® Urine was analysed for biomarkers of kidney and DNA damage and Se
content.

® DATA MINING:

= Statistical analysis with SPSS software (ONE-way ANOVA to find differences
between the groups, Pearson's correlation coefficient to find relationships
between the exposure and other variables).

Machine Iearnin% methods with WEKA software: use of regression trees and
model trees: to find possible explanations of associations between the target
variables (kidney and DNA damage) and biomarkers of Hg exposure in
combination with covariables on the subgroup level.



Exlusion criteria:

® To study the associations between exposure to mercury and biological markers
of early kidney damage, we excluded subjects reporting kidney disease,
hypertension or diabetes, as these clinical conditions may affect kidney function.

® Subjects with extreme creatinine concentrations (<0.3 g/L or >3 g/L) were
excluded to eliminate potentially unreliable results.

® A1M was below the DL in 71 % of studied subjects, NAG and albumine were
below DL in 18 %.

Age \ljvleS?l/( Amlg | HgU | Crea | Alb | AIM | NAG | SeU | HgH | MeHg
gg)"ker 39 1097 |27 7.27 | 1.50 | 10.4 | 3.01 |1.04 |262 |3.15 |2.16
Flslf)"p 377 | 1.1 1.9 1.66 | 1.32 | 5.73 | 2.91 |0.74 |304 |2.21 | 1.43
802‘;3“’1 373 1099 2.6 |2.14 [ 1.26 [ 7.41|3.57 | 0.85 [344 | 1.71 | 1.65




Results of statistical analysis for general population

There was no effect on urinary mercury of living near MCCA plant as compared to living in
reference areas.

Urinary mercury was higher in subjects with dental amalgams.

A positive association with chewing on amalgams was found, as well as with fish
consumption.

Regardless of amalgam fillings, urinary mercury was higher in women.

Significant positive associations between U-NAGC and age was found, and sex (higher in
women) in the whole general population.

In women U-AIbC was significantly higher in the reference area, In the Italian men U-AlbC
increased with age.

No statistically significant associations between urinary mercury and kidney markers have
been detected in subjects from the general population.

Results of statistical analysis for chlor-alkali workers

® As compared to other workers, subjects with U-HgC higher than 35 ug/gC had

statistically significantly higher U-NAGC and U-A1MC, but not U-AlbC.

® There was no statistically significant difference in age between the two groups.



Main factors associated with urinary mercury in the general
population, with separate results for the subjects without dental

amalgams

Variable
All  no amalgam

Sex (women) + 0
Age 0 0
Dental amalgams + n.a.
Chewing on amalgams . 0
Total fish consumption + +
Living close to plant - +

Country

Symbols used: + statistically significant increase; - statistically significant decrease; 0 no
statistically significant effect; (n.a.) not applicable




Machine learning methods

® Software WEKA: Regression trees and model trees (M5P).
® Models were built for each biomarker (A1M, NAG, albumine, 8-
OHdG, U-Hg, H-Hg, U-Se) as an independent variable.
® For dependent variables we used:
= Attributes and other biomarkers
= Attributes without other biomarkers

® Correlation coefficients were compared between different
models.



Concentration of Hg in urine:




Concentration of Hg in urine:
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V prihodnje

® Obdelava podatkov pridobljenih iz Idrijske studije:
rudarji, upokojeni rudarji in kontrolna skupina.

® Ocenitev krivulje izloCanja Hg v urinu po prenehani
izpostavljenosti pri populaciji upokojenih rudarjev.

® Interpretacija rezultatov.
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Suzana Zizek

Institutska mentorica: Radmila Milaci¢

Institutska komentorica: Milena Horvat

Fakultetni mentor: Mihael J. Toman, Oddelek za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v
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V Idriji je pol tisocletja deloval drugi najvecji rudnik zivega srebra na svetu. Leta
1994 je rudarska dejavnost prenchala in rudnik je trenutno v fazi postopnega zapiranja.
Ucinkovitost pridobivanja rude je bila le okoli 73%, preostanek pa se je sproscal v okolje.
Zato so v Idriji in okolici mo¢no poviSane ravni zivega srebra v prsti. Odcedne vode iz
rudnika se izlivajo v reko Idrijco, ki prenasa velike mnoZzine Zivega srebra s svojim tokom vse
do Trzaskega zaliva. Ceprav v reko Idrijco prihaja Zivo srebro v anorganski obliki, so visoke
tudi koncentracije metil zivega srebra, ki se po toku navzdol Se povecujejo. Glavni metilatorji
so sulfat reducirajoCe bakterije, ki se nahajajo v sedimentih in v zdruzbi perifitona. Nasa
raziskava se bo osredotocila na prouc¢evanje metilacije Hg v perifitonu reke Idrijce.

Delo bo potekalo na terenu in v laboratorju. Sistemati¢ne meritve bodo opravljene na
4 lokacijah vzdolZ reke Idrijce. Na teh lokacijah bodo redno izvedene meritve Hg in njegovih
oblik v tekoc¢i vodi in porni vodi (THg, Hg(0), MeHg, Hg(Il), DMeHg), sedimentih (THg,
MeHg), perifitonu in ostalih organizmih na nizji stopnji prehranjevalnih verig in opravljene
bodo biologke analize perifitonske zdruzbe. Cas vzordenja bo izveden glede na letne &ase,
hidrometeoroloske pogoje ter hidroloske razmere. Razen Zivega srebra in njegove speciacije
bodo analize zajemale tudi sploSne parametre kvalitete vode kot so dolocitev nutrientov,
redoks potencial, pH, BOD, raztopljen organski oglijk, itd. Vzporedno z rednim
opazovanjem v Idrijci bomo uporabili tudi umetne substrate, na katerih se bo razvila
perifitonska zdruzba, predvsem z namenom boljSega razumevanja akumulacije Hg in
njegovih pretvorb v perifitonu in za nadaljnje delo v laboratoriju.

V laboratorijskih razmerah bomo uporabili radioaktivne izotope, s katerimi bomo
preucevali osnovne pretvorbe Hg (redukcija, metilacija in demetilacija) v vzorcih iz Idrijce.
Delo bo potekalo s pomo¢jo radioaktivno oznadenega sledilca '*’Hg. Pri¢akujemo, da bomo s
pomo&jo '*’Hg lahko sledili procesu metilacije v perifitonski zdruzbi in doloéili, koliksen
delez zivega srebra se tam metilira.
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In the town of Idrija (Slovenia) the world's second largest mercury mine was
operational for 500 years. In 1994 the mining activities ceased and the mine is currently in the
phase of closure. The efficiency of ore processing was only about 73%, the rest of the
mercury being released into the environment. Therefore, mercury levels in the soil around
Idrija are strongly elevated. Drainage waters from the mine flow in the river Idrijca, which
carries large amounts of mercury all the way to the Gulf of Trieste (Adriatic Sea). Although
mercury enters the river Idrijca in inorganic form, also methyl mercury (MeHg)
concentrations are high and grow even higher downstream. The most important organisms in
mercury methylation processes are sulphate reducing bacteria, which live in sediments and in
the periphyton community. This investigation focuses on the study of mercury methylation in
the periphyton of the Idrijca river.

The work is divided between the field and laboratory. Systematic measurements will
be performed at four locations along the Idrijca river. At these locations, Hg measurements
and speciation will be done in running water, pore water, sediments, and in periphyton and
other organisms (macroinvertebrates) on the lower levels of the food chain. Biological
analyses of periphyton will also be performed. Sampling will be planned in such a way to
encompass all seasonal and hydrological and meteorological conditions. Beside mercury,
other measured parameters will include nutrient loading, redox potential, pH, BOD, DOC etc.
Parallel to constant observations in the Idrijca river, artificial substrates will be used, on
which a periphyton community will develop, for use in further research in the laboratory.

Work in the laboratory will make use of radioactive isotopes for the study of basic
mercury transformations (reduction, methylation and demethylation) in Idrijca samples. The
work will involve a radioactively labelled tracer '*’Hg. With this tracer we will be able to
follow the process of methylation in periphyton and estimate the relative amount of mercury
in Idrijca that is methylated in this way.



Vloga perifitona pri
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Perifiton

Zdruizba obrasti na
recnem dnu;, ki'jo
Sestiavijaje: primarmi
producentil (nitaste
zelene alge ter
enocelicne alge)in
clanobakterije) ter
neterotrofini
organizmi
(bakterije, glive)




piscivorous
tetrapod
vertebrates

Recnil prehranski splet

hurnzns

heterotropghic
bacteria

piscivorous
fishes

terrestrial
invaertebrates

detritus

terrestrial
plants

aquatic
macrophytes

detritivorous
fishes

OMNiVOorous
fishes

surface runoff
hyporheic flow

aquatic
invertebrates

phytoplankton

dissolved
inorganic
nutrients




Prifiton V. reki Idrijci




Rast perifitonske zdruzbe na
Uumetnih substratih

Najbolj reprezentativiaal zdruzba perifitona Vi vodotoku' je
tista), Ki' se razvije ma naravnem| substratul, VEndar je Vv
nekaterih primerih vzorcenjel iz maravneda substrata za
RAMENE raziskave NEUPOorabne, Zato: SI PemMadame; Z
Umetnimi substrati.

Umetnir substratii so zelo Uperabmne eredje za monitering
stanja veda in za primerjave razlicnih ekesistemoy.

Materiallje; poetiebno’ izbratii gleder potrebe  raziskave:
Standardizacija ni mogoca zaradi velike, heterogemnosti
naravneda okoljal in razlicnih potireb.




Prednosti umetnih substratov:

Umetni substratil eomogocajo vzorcenje tudii na mestih, kjerje le-
to ponavadi otezeno (npr. ni trdega substrata, globoka voda,
hiter tok).

Z Umetnimi substrati je; odpravijena subjektivnost: vzorcenja.

Zmanjsane so razlike med! habitati, sajl umetni substrat
predstavija standardiziran mikrohabitat,

Variabilnost vzorcev. je zmanjsanal zaradi hemogenosti umetnih
substiratoy, zatol jJe vecjai verjetnost prostorske; im casovime
podobnostl VZOFCEV.

Za vzorcen&e Z Umetnimil substrati je: potrebno manj znanja in
spretnosti ket Zal neposredno) VZercenje Iz naraviin substratov.

Pomanikijivosti uUmetnin substratov:

Potrebnoise je vrnitil na mesto vzorcenja, kar je v velikih drzavah
i1V raziskavahi z omejenimil finamcnimi Sredstvillahko problem.

Umetni substrati se/lahko izgubijo, lahko: pride; dornaravnin
nesrec alil vandalizma.

Material, ki'ga izberemo za umetni substrat, vpliva naj vrstno: in
Steviltno sestavo zdruzbe.

Orientacija umetnegal substrata in' cas izpostavljenosti vplivata
na vrstno in stevilcno sestavo zdruzbe




Zivo srebro Vv recnih ekosistemih

\/ vodnem okolju je zivo: srebroi lahkor v: trehr oksidacijskih
stan;ih: elementarno Hg (Hg®), dvo- (Hg?") inienovalentno
Hg, 2" (N2l te vplivajer mnogifparametri, npr pH,
temperatura, redeks petencial ter marava In koncentracija
anionoy, ki z zivim: srebrom tvorijo stabilne spojine).

\V/ vodi se zivo srebrorlahko veze na suspendirano snov: (t.i.

partikularno; Haj), alifpal dal najdemo V. raztepljeni opliki.
Koeficient porazdelitve; medrpratiktlarnimiin raztepljenim
IHg| je v sladkovodnih sisteme v velikostnem razredud < 10-.
\/ezaval ziveda stebra na suspendirane delce igra
pemembno viego: pri odstranjevanju zivega stebra 12
Vodnega stolpca S| pomoecjo: Usedanialin Sedimentacije:




Metilacija ziveda srebra

Glavni metilatori anorganskeda zivege
srebra  soisulfat reducirajoce bakterije

Metilacijalje lahkerbietski' ali' pepolnena
kemicni proces.

\/ecjorviogoyV: recnihi ekosistemik
pripisujejo mikropnimetilacijl

Metil zivor siebror(MeHg) imal Sposobnest
pieaktimulacije in: biomagnifikacije




Delovne; nipeteze

Pretvorbe zivedga srebra v recnih ekosistemih so
odvisne od razlicnihi okoljski fakorjey, kot so:
hidrolegija, letnifcasi, temperatura, ebremenitey
Z ZIVim srebrom kemljske Bstnosti Vode,
prisetnost bakterlj

KoncentracijeiMeHg v perifitonskih zdruzbahi so
dober Indikator procesoy. metilacije v vodnin
ekosistemihi (voda in sedimenti) inl lahko: sluzijo
kot zgodnje opozoerilo: (Early Warning systen) o
aktivai-metilacijifinfvnosurtoksicnega Merg v
ViSje troficne nivoje.




Metode dela

Na terenus

Sistematicne meritve na 4 [okacijah vzdelz reke Idrijee. Meritve
Hg in njegovih oblik v tekoci inl pornilvedi (THaj, Ha(0), MeHg,
Hg (1), DMeHg), v: sedimentih (F'Hg, MeHg), perifitepul in ostalih
organizmih narnizjihistopmjah prehranskega spleta. Cas
vzorcenja bo izveden glede na letne case, hidrometeoroloske
pogoje ter hidroloske razmere.

Meritve nutrientov, redoks potenciala, pH, BOD, raztopljenega
organskeda oglijka

Uporaba umetnin substratoy, na katerh se be: razvila
perifitonskalzdruizba, Z namenoem boljsega razumevanja
akumulacije tHafin n]egowh pretverb v perifitenul in za nadaljnje
delo v laboratoriju.

V' laboratoriju:

Delo) z radioaktiviaimi'izotopi, s’ katerimi bomo: preucevali
@snovne pretvorbe Hg (redukcua metilacijarin demetilacija)) v
vzorcih iz Idrijce.




Tlerminski nacrt

Z meritvami i’ izpostavitvijer tmetnin: substratoyV
bomo; priceli maja 2006.

'a del bo trajal 1 leto) tako daj bedoe) Zzajeti Vs
etnit casi'in' prevliadujoci recni rezimi

P20 enem; letl meritey: ter opazovanj fiasti
perifitona in proucevanju njegove; sestave bomo
zaceli z delom| v: laboratoriju (delocanje
metilacije, demetilacije in redukcije; zivega
srebra)




Pricakovani rezultati

Predvidevamo, da nam: boi raziskava dala rezultate, 1z
katerihl bormegoce; sklepati, koliksenije pomen
prifitonske zdruzbe, pri metllacUl ZIVedal stiebria ter'tio
Uporabiti pri zgednjem preﬁoznavanju PrOCESOV.
metilacije; v: veanihrsistemi

Raziskava 190 dalar pomeMBENI dOPHNOS k poznavanju
krozenjal Ha v kentaminiranih: recnihl ekosistemih, Ki'soiv:
splosnem) zelo: slabo raziskanil (V. glavnem, je najvec
iazISKav: marejenin: v jezerin,, aktimulacijskih bazenin in
morskem okolju).

Deloi o prispevalo tudi k metodologijami Upravijanja
porecja reke Idrijce in Soce, kije zaradi pretekiega
fudarjenja mocno obemenJeno s Hg.




Pricakovani problemi pri raziskavi

Na terenu tezave z vremenskimi in
hidroleskimi pogoji

\/'laboratoriju’ tezave s simulacijo naravnih
POGOIEV.

DEIG Z radioaktivaimilizetep)




HValal Za pezZornest!




1. Dan MR O-2, 19. april 2006

1. BioloSki uc¢inki onesnazil in biomonitoring

1.4. Arzen in njegove interakcije v liSajskih steljkah
Tanja Mrak

Institutska mentorica: Zvonka Jeran
Fakultetni mentor: Franc Bati¢, Oddelek za agronomijo Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubljani

V nalogi smo se osredotoCili na arzen zaradi a) njegovih toksi¢nih ucinkov, b)
podobnosti ene od arzenovih spojin (arzenata) fosfatu, ki je esencialen za vsa Ziva bitja in c)
pomanjkljivega védenja o njegovem obnasanju v lisajih in na splo$no v vseh simbiontskih
sistemih.

Za proucevanje smo izbrali listaste in grmicaste epifitske in terikolne liSaje, ki naravno
uspevajo na obmocjih, obremenjenih z arzenom. LiSaji so namre¢ pogosto pionirski
organizmi na nestabilnih podlagah z visoko vsebnostjo kovin in polkovin, med drugim tudi
arzena. S primerjavo celokupnega arzena in arzenovih spojin v teh 1iSajih in njihovem okolju
poskusamo ugotoviti primernost liSajev za bioindikacijo arzenovih spojin. Hkrati ugotavljamo
izvor kontaminacije z arzenom pri liSajih ter morebitne pretvorbe arzena v liSajskih steljkah.
Pri tem se sooCamo s problemi slabe ekstrakcije arzena in njegovih spojin iz kompleksnega
matriksa liSajev in jih reSujemo. Za doloCanje celokupnega arzena v liSajskih steljkah
uporabljamo metodi RNAA in INAA, za dolo¢anje arzenovih spojin HPLC-UV-HGAFS, za
lokalizacijo arzena pa mikro-PIXE (Mikroanalitski center 1JS).

Zaradi zapletenega delovanja okoljskih dejavnikov v naravi, ki onemogoca nekatere
zakljucke, liSaje izpostavljamo arzenu tudi v kontroliranih pogojih. Sledimo ¢asovni potek
privzema nekaterih arzenovih spojin, ugotavljamo celokupni privzem, morebitne pretvorbe
arzenovih spojin, ki bi kazale na prisotnost razstrupljevalnih procesov v liSajih, ter mesta
kopicenja arzena. Pri tem uporabljamo zgoraj navedene metode. Poleg tega nas zanima tudi
biokemijski odziv na izpostavljenost razlicnim koncentracijam arzena, pri cemer sodelujemo
z Oddelkom za agronomijo Biotehniske fakulteet Univerze v Ljubljani.



1" MR 0O-2, April 19, 2006

1. Biological effects of contaminants and biomonitoring

1.4. Interactions of arsenic in lichen thalli

Tanja Mrak

Supervisor at the Jozef Stefan Institute: Zvonka Jeran
Supervisor at the university: Franc Bati¢, Department of Agronomy, Biotechnical Faculty,
University of Ljubljana

In our study, arsenic was chosen to be the element of interest because of a) its toxic
effects, b) the analogy of one of the important arsenic compounds (arsenate) to phosphate, an
essential compound for life and c) deficient/poor knowledge on arsenic behaviour in lichens
and in symbiotic systems in general.

In this investigation, foliose and fruticose epiphytic and terricolous lichens, native to
an arsenic-burdened areas were chosen. Lichens are often found as pionir organisms on
unstable substrates with a high content of metals and metalloids, including arsenic.
Comparisons of total arsenic and of arsenic compounds in lichens and their environment were
made and the suitability of lichens for bioindication of arsenic compounds discussed. At the
same time, some conclusions on the sources of contamination with arsenic in lichens and on
the possible transformations of arsenic compounds in lichens were done. During the study,
problems of low extraction efficiencies of arsenic and of its compounds from the complex
lichen matrix were encountered and attempts to solve them made. For determination of total
arsenic in lichen thalli, RNAA and INAA methods were used, while arsenic compounds were
analysed by HPLC-UV-HGAFS, whereas arsenic localization was performed by micro-PIXE
(Microanalytical Centre at Jozef Stefan Institute).

To eliminate a number of complexly interacting environmental factors that prevent the
drawing of conclusions, lichens were also exposed to arsenic compounds in controlled
conditions. A time-course study of arsenate uptake was made and the total uptake of arsenic
from differently concentrated solutions of arsenate investigated. Analyses of arsenic
compounds were performed to get information on the possible presence of arsenic
detoxification processes in lichens. Accumulation sites of arsenic inside lichen thalli were
localized. Biochemical responses of lichens to differently concentrated solutions of arsenic
compounds are also of interest and analyses were performed in cooperation with the
Department of Agronomy, Biotechnical Faculty, University of Ljubljana.



Arzen 1n njegove interakcije v liSajskih
steljkah

Tanja Mrak

InStitutska mentorica: doc. dr. Zvonka Jeran, fakultetni
mentor: prof. dr. Franc Bati¢



 arzen sposoben tvorbe velikega Stevila spojin, anorganskih n
organskih

* v oksiCnem nezivem okolju prevladuje anorganska spojina
arzenat As(V), v anoksiCnem pa arzenit As(I1I)

* As(V)—kemijski analog fosfata, privzem v celico s
fosfatnimi prenasalci

Fosfatni prenasalec (Karandashov & Bucher 2005)

 toksiCnost arzenovih spojin razli¢na, anorganske >
organske, As(IIl) > As(V)
 Z1vi organizmi sposobni detoksifikacije As-spojin
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arzenat reduktaza+GSH+glutaredoksin

As(V) " As(I1IT) Rosen (2002)
izloCanje iz celice, razlicni shranjevanje v
mehanizmi pri pro- in vakuoli v obliki
evkariontih As(GS), (kvasovke)

Pr1 redukciji As(V) v As(III) ter nadaljnj1 metilaciji nastajajo
ROS — sinteza neencimatskih (GSH, askorbat) in
encimatskih (SOD, katalaza) antioksidantov (Mcharg &
Hartley-Whitaker 2002).

As(V) in As (III) pri algah in rastlinah sprozita sintezo

fitokelatinov — As-PC kompleksi, lokalizacija ni znana
(Pawlik-Skowronska 2004, Schmoger et al. 2000, Meharg &
Hartley-Whitaker 2002).



LiSaj je zveza (stmbioza) med algo ali cianobakterijo 1n glivo.
Telo liSaja imenujemo steljka. Steljka je lahko enotna ali pa
zgrajena 1z veC plasti, ki jih gradita gliva in alga
(heteromerna). Pr1 listastih liSajih so te plasti:

» zgornji korteks (skorja),

e plast alg,

* medula (sredica)

* in spodnji korteks s pritrjevalnimi strukturami (gube, rizine).

LiSaj1 zaradi odsotnosti zascCitnih tkiv sprejemajo snovi
preko celotne povrsine:

a) privzem 1onov (znotrajceli¢ni in zunajcelicni),

b) zajetje delcev



Namen/ci1lj1
Cim bolje razjasniti metabolizem ter u¢inke As v li§ajih:

1. liSaji, ki naravno uspevajo na
obmocjih, obremenjenih z As
a) celokupni As in As-spojine v
razliCnih lisajskih vrstah in
njithovem okolju

b) morebitne pretvorbe As-spojin
v liSajth — primernost liSajev kot
bioindikatorjev As-spojin?

c¢) 1zvor kontaminacije z As pri
lisajih

d) mesta kopicenja As v steljki

2. lisaji, izpostavljeni As-
spojinam v kontroliranih pogojih
a) morebitne pretvorbe As-spojin v
kontroliranih pogojih
(detoksifikacija)

b) privzem, variabilnost med
steljkami, morebitna vrstna
specifiCnost

c) mesta kopicenja As-spojin v
steljki

d) biokemijski odziv (vsebnost
rastlinskih pigmentov, askorbinske

kisline, tokoferola, GSH, morebitna
indukcija PC oz. MT)

¢) kompeticija arzenata s fosfatom

f) razjasniti vlogo obeh simbiontov
v metabolizmu As



privzem As-spojin v obliki raztopine ter adsorbiranih na
delce

pretvorbe As-spojin v liSajih — niso pasivni filtri

gliva SCit1 svoj vir hrane (alge) pred toksicnimi u¢inki As
odgovor na toksi¢ne ucinke: poveCana sinteza
antioksidantov oz. izraba le teh

izloCanje As v obliki arzinov — Penicillium in Aspergillus
tega sposobna!

mesta kopicenja As(V) se yjemajo z mesti kopicenja
fosfata, ostale spojine se lahko kopicijo drugje

fosfat zavira privzem arzenata



Dolocanje celokupnega As v suhi snovi: INAA in RNAA

Dolo¢anje As-spojin (sodelovanje z dr. Z. Slejkovec):

 ckstrakcija As-spojin - HPLC-UV-HG-AFS K

mobile
phase

Eksperimentalni pogoji
(Slejkovec et al. 2001)

N> out
' A
HCI .
+ |7 Drying AFS
HPLC uUv Hydride ‘ Nt in
column reactor Generation I Liquid
waste
sample K>S-0g NaBH4
injection NaOH

Anionske spojine

Anionska izmenjevalna kolona Hamilton PRP X-100, 250x4.1 mm; 15 mmol L"! KH,PO,,
pH 6.1

Kationske spojine

Kationska izmenjevalna kolona Alltech Adsorbosphere SCX 5U, 250x4.6 mm; 2.5 mmol L-
I piridin, pH 2.65; on-line UV razkroj

Arzenovi sladkorji

Anionska izmenjevalna kolona Hamilton PRP X-100, 250x4.1 mm; 20 mmol L"! KH,PO,,
pH 5.8; on-line UV razkroj

Tio-arzenovi sladkorji
(Schmeisser et al. 2004)*

Anionska izmenjevalna kolona Hamilton PRP X-100, 250x4.1 mm; 20 mmol L'! KH,PO,,
pH 5.8; on-line UV razkroj

*oksidacija ekstraktov z H,0,, primerjava kromatogramov pred in po ekstrakeiji

UV razkroj 3.1 m dolga, 0.5 mm i.d FEP teflonska cevka, ovita okoli 8 W Camag UV svetilke, 254 nm,
s pretokom 2% K,S,0, in 2% NaOH
Tvorba hidridov 4.4 M HCI, 3.0 ml min™ in 1.5% NaBH, v 0.1% NaOH, 3 ml min™!

AFS

Excalibur (PS Analytical, Kent, UK) atomski fluorescen¢ni spektrometer, As svetilka




Lokalizacija As (in ostalih elementov) v steljki (sodelovanje
z Mikroanalitskim centrom IJS, ITN - Lizbona in BF):

* analiza preparatov z mikro-PIXE (protonsko vzbujanje
rentgenskih zarkov na ionskem mikrozarku) v kombinaciji s
STIM (vrsti¢na transmisijska 1onska mikroskopija)

Kombinacija mikro-PIXE in STIM omogoca mapiranje
elementov ter izraCun njihovih koncentracij. Prednosti
metode: moznost lokalizacije elementa na tkivnem nivoju,
hkratna analiza velikega Stevila elementov, razmeroma nizka
meja detekcije v primerjavi z ostalimi metodami, ki
omogocajo lokalizacijo.

Preparat liSaja C.
pyxidata,
pripravljen za
analizo z
mikroZarkom



Biokemijski odziv: sodelovanje s Katedro za aplikativno
botaniko Oddelka za agronomijo BF

Rastlinski pigmenti in tokoferol (po Tauzs et al. 2003)

ckstrakcija v acetonu, analiza: HPLC sistem z razli¢nimi
detektori

Rastlinski pigmenti

Kolona Spherisorb ODS2 5U (5um, 250 x 4.6 mm), T kolone 5°C

Mobilna faza A: acetonitril/voda/metanol 100/10/5 (V/V/V), B: aceton/etilacetat 2/1
(V/V); pretok 1 ml min-1

Detektor UV/VIS, 440 nm

Tokoferol

Kolona Spherisorb ODS2 5U (5um, 250 x 4.6 mm)

Mobilna faza metanol, pretok 1 ml min-*

Detektor fluorescencni, ekscitacija pri 295 nm, emisija pri 325 nm




Vzorci iz okolja, obremenjenega z As

* del teh rezultatov Ze objavljen (Talanta 69(2006) 251-258):
- ekstrakcija As spojin (1z 2 vrst liSajev)

- nizki1 izkoristki ekstrakcije (okoli 20 %) z ekstraktanti, ki se
obic¢ajno uporabljajo za ekstrakcijo As-spojin (voda pri
razli¢nih T, MeOH/voda v razli¢nih razmerjih)

- precejSnje 1zboljSanje ekstrakcije s shemo po Wenzlu et al.
(2001), k1 se sicer uporablja za vzorce zemlje:

(NH,),SO,—~(NH,)H,PO,— NH,-oksalatni pufer - NH,-
oksalat + askorbinska kislina— KOH: 45 in 83%

- ugotovili, da je velik del As v 1i1Sajih vezan na ujete delce in
da so li8aj1 sposobni dolo¢ene pretvorbe teh delcev, tako da se
v njih poveca deleZ biodostopnega As

- primerjava s spojinami v okolju (vzorcih tal): liSaj1
najverjetneje sposobni pretvorb As-spojin in kot taki ne
kazejo stanja v svojem okolju (niso dobri bioindikatorji As-
spojin) — potrebna potrditev v drugem delu naloge




Izpostavitev liSajev raztopini As(V) v kontroliranih pogojih

» Casovni potek privzema As(V) iz raztopine pri H. physodes in
variabilnost v privzemu med posameznimi steljkami iste vrste

* celokupna koli€ina privzetega As 1z raztopin z razli¢nimi
koncentracijami As v obliki As(V) pr1 H. physodes

privzeti As (mikrog/g ss)

1000 200
e C1 177,1308
900 / — o 180 A
800 s c3 % 160
\\ 2 /
c4 ]
700 ~ | o £ 140 /
600 - = |——C6 E’ 120
\ _—cr 5
500 //// \ 8 i 100
400 ——— \\'& c9 2 g
/ // / —»—C10 =
300 M —o—Ct1 g 60 /
200 c12 g 40
c13 g /
100 Cl4 20 9,32/2
0 4 // 0,0000 0,4638
| T T T T // T 0
Oh 1h 3h 5h 7h 22h 24h 0 ppm 0.1 ppm 1 ppm 10 ppm
vzorcenje koncentracija As v raztopini

Privzeti As (mikrog/g ss) pri liSajih
izpostavljenih 4 ppm As v obliki As(V)

Privzeti As (mikrog/g ss) pri liSajih
izpostavljenih 0, 0.1, 1 in 10 ppm As v obliki

As(V)




v ckstraktih liSajev vrste H. physodes, izpostavljenih 1 in
10 ppm As (del vzorca po izpostavitvi inkubiran 24 oz.
48h) v obliki As(V) smo ugotavljali prisotne As-spojine:

oo

izpostavitev 1 ppm As v raztopini

» ~
I I
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koncentracija As spojine (mikrog/g ss
N I
| |
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I

o
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As(lll)

DMAA MMAA As(V)

O 24+0h
m 24+24h
0O 24+48h

koncentracija As spojine (mikrog/g ss
®
o

izpostavitev 10 ppm As v raztopini

O 24+0h
| 24+24h

O 24+48h

As(lll) As(V)

As(lll)As(V)tstdev | As(lll)/As(V) tstdev
Koncentracija As pri izpostavitvi 1 ppm 10 ppm
Cas 24+0h 1,40+0,13 0,250,02
izpostavitve 24+24h 2,78%0,16 0,44+0,01
+inkubacije 24+48h 4,08+0,03 0,6410,12




* lokalizacija As z metodo mikro-PIXE pri in-situ vzorcih
liSajev ni bila uspeSna zaradi soCasne vsebnosti Pb v liSajith —
pride do prekrivanja vrhov v spektru

As 10,543 keV (Kal) 10,507 keV (Ka2)
Pb 10,551 keV (Lal) 10,449 keV (Lal)

* lokalizacija As pri1 liSajih, 1zpostavljenih raztopini As v
obliki As(V) (50 ppm) v kontroliranih pogojith mogoca, a je
potrebna Se kvantifikacija meritev



H. physodes
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2. Analizne metode

2.1. Razvoj postopkov za dolo¢anje sledov nekaterih elementov z nevtronsko
aktivacijsko analizo na osnovi induciranih kratkoZivih nuklidov

Urska Repinc

Institutska mentorica: Ljudmila Benedik
Fakultetni mentor: Boris Pihlar, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v
Ljublajni

Nevtronska aktivacijska analiza (NAA) je izotopsko specificna tehnika, ki temelji na
inducirani jedrski reakciji nevtrona dolo¢evanega elementa z nevtroni in merjenju aktivnosti
induciranega nuklida. Ker sta obcutljivost in natanénost NAA odvisni od zmoznosti locitve
aktivnosti dolo¢evanega elementa od ostalih aktivnih sestavin vzorca, je dolocanje sledov
elementov z meritvijo induciranih kratkozivih nuklidov pogosto mogoce le z radiokemijsko
nevtronsko aktivacijsko analizo (RNAA), pri kateri dolocevani element po obsevanju in pred
meritvijo selektivno lo¢imo.

Namen mojega doktorskega dela je bil razvoj radiokemijskih postopkov za
(zaporedno) dolocanje elementov v sledovih v vzorcih bioloskega izvora in vzorcih vod,
preko induciranih kratkozivih nuklidov. Osredotocila sem se na elemente V, U, I, Mn, Co ter
jih dolo¢ala preko kratkozivih induciranih nuklidov **V (t;, = 3,76 min), *°U (ty» = 23,5
min), "I (ty2=25 min), **Mn (t;2=2,58 h) in “"Co (t;»=10,48 min). Uporabila sem
razli¢ne tehnike priprave vzorca (mokri razkroj ali razkroj v talini) in razli¢ne separacijske
tehnike (ekstrakcijo, obarjanje in ionsko izmenjavo). Uporabljala sem sledilske tehnike za
dolocanja izkoristka separacije. V ta namen sem pripravila izotopska sledilca **Mn in **Co z
obsevanjem Fe in Ni s hitrimi nevtroni. Za dolo¢anje izkoristka separacije V sem uporabila
spektrofotometrijo. Razvila sem postopke za zaporedno dolocanje V in U; zaporedno
dolo¢anje V, U in Mn; zaporedno dolocanje Co in Mn ter I in Mn. Preverila sem obcutljivost
doloc¢anja F in Se z INAA s sistemom hitre pnevmatske poste preko kratkozivih induciranih
nuklidov %°F (t;, =11,0 s) in ""™Se (t1, = 17,5 s).
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2. Analytical methods

2.1. Development of procedures for determination of some trace elements via induced
short-lived nuclides using neutron activation analysis

Urska Repinc

Supervisor at the Jozef Stefan Institute: Ljudmila Benedik
Supervisor at the university: Boris Pihlar, Faculty of Chemistry and Chemical Technology,
University of Ljubljana

Neutron activation analysis (NAA) is based on the production of radioactive nuclides
and their subsequent detection. Whereas entirely nondestructive, instrumental NAA (INAA)
for the determination of trace elements in biological materials is frequently impossible, the
desired information can be easily obtained using destructive, radiochemical NAA (RNAA).
Since the short-lived induced radionuclides are the most sensitive radioactive indicators for a
number of trace elements, the subject of this research was the development of new
radiochemical procedures for (simultaneous) determination of V, U , I, Mn and Co using
short-lived induced radionuclides.

The aim of the study was to improve and develop RNAA procedures for
(simultaneous) detemination V, U, I, Mn and Co via the short-lived isotopes **V (t;, = 3.76
min), *°U (t;, = 23.5 min), "**I (t;»=25 min), *°Mn (t;,=2.58 h) and ““"Co (t;,= 10.48
min). Different dissolution procedures (wet-ashing and alkaline oxidative fusion) and
separation procedures (ion exchange, solvent extraction and precipitation) were used. For the
determination of the chemical yield the isotopic tracers **Co and **Mn were prepared using
reactions of Ni and Fe with fast neutrons. The chemical yield for V was determined
spectrophotometrically. The following procedures were developed: a procedure for the
simultaneous determination of V and U, simultaneous determination of V, U and Mn; and for
Co and Mn, I and Mn. The sensitivity of INAA using a fast pneumatic transfer system (FPTS)
for instrumental determination (INAA) of V, Mn, F via *°F (t;»=11.0 s) and of Se via "™Se
(tip = 17.5 s) was evaluated.
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Razvoj postopkov za dolocanje sledov nekaterih
elementov z nevtronsko aktivacijsko analizo na
osnovi induciranih kratkozivih nuklidov

Urska Repinc

Mentorica: dr.Ljudmila Benedik
Fakultetni somentor: prof.dr.Boris Pihlar

Dan MR, IJS, O-2, 19.4.2006



Cil} mojega raziskovalnega dela

- uporaba induciranih kratkozivih
nuklidov v NAA,

- razvoj postopkov za zaporedno
doloCanje elementov v sledovih
(V, U, Mnin Co, I),

- poudarek na analizi vzorcev
bioloskega porekla in vzorcev
vod,

- preverjanje obcutljivosti INAA
za doloCanje elementov Se in F
s sistemom hitre pnevmatske
poste (FPTS)

- vpeljava novosti na podrocju

RNAA v sodelovanju z drugimi
raziskovalnimi skupinami.

ALy AR AR S S A S
® P OPO®P e O e e

\ \ \ by
e W ew

a W o 0 0 Q&8 NN £ f
» ®» ® ® ® © ®» P ® ® » @



v LR A A A AN BTN SR
® P O PO OO e e

4 iy \ vl \ L \ o f \ 3
> ® ® ® ® © ® P ® OO OOV VW

Nevtronska aktivacijska analiza (NAA)

'Q \.'....L// RNAA _ meritev
;{ » razkroj —— gsevanja
sy :>><_ separacija

gama

m 8™  INAA T
/AN

Bioloski vzorci in vodne raztopine so idealne matrice za NAA, ker:

so efekti nevtronskega lastnega S¢itenja vzorca/standarda in
atenuacija gama zarkov zanemarljivo majhni,

ker matrico vzorca sestavljajo elementi kot so H, C, N in O, ki se
zanemarljivo aktivirajo.

Tezave povzroca:

znatna vsebnost Na, P, Cl in Br — vecja radioaktivhost vzorca in
vecja izpostavljenost operaterja,

spektralne interference zaradi 2*Na(15 h), 38CI(37,3 min), 8°Br(17,6
min), itd.



RNAA - kratkozivi inducirani radionuklidi (t;2 ~ nekaj min)

51V(n!Y)52V(t1/2 = 3!76 mln)
c=4,88 + 0,04 b, ® = 99,8 %,
Ey = 1434,2 keV (I,= 100 %)

238U(",’Y) 239U(t1/2 - 23,5 mln) —> 239Np (t1/2 S 2,35 d)
c=2,70+0,02 b, ® =99,3 %,
Ey = 74,7 keV (1= 59,3 %)

55Mn(n,y) 56Mn(t1,2 - 2,58 h)
0=13,3+0,2 b, ® =100 %,
E, = 846,6 keV (1= 99 %)

5900(n,y) 60'"(:()(":1/2 - 10,5 mln) — 80Co (t1/2 =5,272 y)
c=20%+2b,® =100 %,
Ey = 58,6 keV (1= 2,1 %)

127|(n,’Y) 128|(t1/2 - 24,99 min)
c=7+0,6b,® =100 %,
Ey = 442,9 keV (I,= 16,9 %)

Obsevanje v PT s hitrostjo fluence termi¢nih nevtronov ~ 3,5-10'2n cm=2 s




Vpliv interferencnih reakcij

Tabela 1: Vpliv interferen¢nih reakcij

Verea / iz?;?;) S elle Reakcija G, mb Interferenca
2Cr/83,79 52Cr(n,p)>?V 1,09 £ 0,08 77 ng g’
>>Mn/100 Mn(n,a)%?V 0,11 + 0,030 7,3ug g’
6Fe/91,7 %Fe(n,p)°®Mn 1,07 £ 0,08 22,5ugg™
%8Co0/100 %9Co(n,a)**Mn 0,156 £ 0,009 34,5 ug g™’
®0Ni/26,23 ®0Ni(n,p)®°mCo 1,98 £0,2 15,3 ug g
63Cu/69,1 63Cu(n,a)®mCo 0,5+ 0,060 2,7 ug g’

— > Obsevamo v PT s hitrostjo fluence termi¢nih nevtronov ~ 3,5-1012
n cm2 s-!in gledamo prispevek hitrih nevtronov.




Separacijske metode v RNAA

1.) Ekstrakcija
HR!

H5C

{1

BPHA DDTC * toluen

C4H90 P
C4H90
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2.) Obarjanje

- t.i. soobarjanje induciranega nuklida z nosilcem

3.) lonska izmenjava

Za pripravo sledilcev °*Mn iz reakcije s hitrimi nevtroni:
*4Fe(n,p) %*Mn (t,,= 312,5 d), E,=834,8 keV (100 %)
- in sledilca %8Co:

°8Ni(n,p) %8Co (t42= 70,8 d), E, =810,6 keV (99,4 %)
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Razkroj vzorca v RNAA

1. ) Mokri razkroj v kislinah
- H2804, HNO3, HC|O4 ali Hzoz,
- v buCkah iz kremenovega stekla (Kjehldal bucke),

- s segrevanjem nad plamenom (Bunsenov gorilnik).

2. ) Hitri razkroj v talini
- NaOH in Na,O,,

- v lonCkih iz steklastega ogljika,

- s segrevanjem v peci ha 900°C
(Classic Model No0.0412G).




' Meritev in ovrednotenje spektrov

HPGe detektorja z utorom HPGe koaksialni detektorji

Ovrednotenje spektrov gama :
- Hypermet-PC, Version 5.0, Institute of Isotopes, Budimpesta, MadzZarska,

HyperLab 2002 Gamma Spectroscopy System, Version 2002.3.2.18,
- HyperLabs Software, Budimpesta, Madzarska.




Razvoj postopkov za zaporedno dolocanje elementov

51V(n,y)*2V(t1, = 3,76 min)

vzorec + standard (V)
obsevanje | @, =3,5x102ncm? ¢!

tehtanje
+ nosilec (V)
razkroj vzorca s kislinami

v
ekstrakcija V z BPHA v toluenu

organska faza < » vodna faza (zavrzemo)

1

spiranje s S M HCI
gama meritev 22V

1

dolocitev kemijskega izkoristka
(spektrofotometri¢no ali z reaktivacijo)




Razvoj postopkov za zaporedno dolocanje Vin U

51V(n,y)*2V(t1, = 3,76 min)
238U(n,y) 239U(t4o = 23,5 min)

vzorec + standard (V, U)

organska faza <—

l

spiranje s 5 M HCl
gama meritev 2V

l

dolocitev kemijskega izkoristka
(spektrofotometricno)

obsevanje | &, =3,5x102ncm? s’

tehtanje
+ nosilec (V, U)
razkroj vzorca s kislinami

1

ekstrakcija V

7 BPHA v toluenu ——  vodna faza

l

ekstrakcija U s TBP v toluenu

vodna faza (zavzemo)

v
organska faza

v

spiranje s 5 M HNO3/0,1% HF
gama meritev 23U in 23U




Razvoj postopka za dolocanje Mn

>>Mn(n,y) *®Mn(ty, = 2,58 h)

1.) Separacija z ekstrakcijo

vzorec + standard (Mn)
obsevanje | &, =3,5x10"
tehtanje

+nosilec (Mn), sledilec (**Mn)
razkroj vzorca s kislinami

natrijev citrat, KCN pufer,
timol modro, NH;(do pH~9) + DDTC,
ekstrakcija Mn(DDTC); v kloroform

l

uparevanje do suhega
9 mL za gama meritev *°Mn in >*Mn

1 uparevanje do suhega

organska faza < | » vodna faza (zavrzemo)

2.) Separacija z obarjanjem

vzorec + standard (Mn)
obsevanje | I, =3,5x10%ncm?s’!

tehtanje
+ nosilec (Mn), sledilec (**Mn)
razkroj vzorca s kislinami

uparevanje do suhega

\ 4

+ MnCl,, KMnO,, NH; do obarjanja

na filtriranje, spiranje z NH,

— raztopina (zavrzemo)

gama meritev *°Mn in >*Mn
na filtru
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PGe peak evaluator - 1301-1M
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Razvoj postopka za zaporedno dolocanje V, U in Mn

51V(n,y)*2V(t1, = 3,76 min)

238U(n,y) 20Uty ), = 23,5 min)

55Mn(n,y) 56Mn(t1,2 =258 h) vzorec + standard (V, U, Mn)

obsevanje § @, =3,5x102ncm?s’!
tehtanje

+ nosilec (V, U, Mn), sledilci (33U, *Mn)

razkroj vzorca s kislinami

ekstrakcija V ) |
z BPHA v toluenu (6 mL)
organska faza “ vodna faza R ekstrakcija U

s TBP v toluenu (6 mL)

spiranje s 5 mL 5 M HCI organska faza || vodna faza
5 mL za gama meritev >2V ‘

] + Na-citrat, KCN, timolmodro,
dolocitev kemijskega izkoristka NH;, Na-DDTC
v ekstrakcija Mn(DDTC), v
spiranje s S mL 5 M HNO3/0,1% HF kloroform (10 mL)
5 mL za gama meritev 2°U in 23°U 1

uparevanje do suhega
9 mL za gama meritev *®Mn in *Mn




Razvoj postopka za dolocanje Co

%9Co(n,y) 89mCo(ts;, = 10,5 min)

vzorec + standard (Co)
obsevanje } &, =3,5x102ncm?s’!

tehtanje
+ nosilec (Co), sledilec (°8Co)
razkroj vzorca s kislinami

1 uparevanje do suhega

prenesemo s H,O + DDTC
ekstrakcija Co(DDTC); v toluen

organska faza « » vodna faza (zavrzemo)

spiranje z 10M HCl
vodna faza (zavrzemo)

organska faza
gama meritev °*™Co in *4Co




Tezave pri ovrednotenju spektrov gama

=51
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Razvoj postopka za zaporedno doloc¢anje Co in Mn

%9Co(n,y) 89mCo(ts;, = 10,5 min)

>>Mn(n,y) *®Mn(ty, = 2,58 h)

vzorec + standard (Mn, Co)
obsevanje § &, =3,5x102ncm?s’!

tehtanje
+ nosilec (Mn, Co), sledilec (**Mn, >3Co)
razkroj vzorca s kislinami

1 uparevanje skoraj do suhega

+ prenesemo s H,O + DDTC
ekstrakcija Co(DDTC); v toluen

organska faza « » vodna faza
speremo z 10M HCI natrijev citrlat, KCN pufer,
vodna faza (zavrzemo)  timol modro, NH;(do pH~9) + DDTC
ekstrakcija Mn(DDTC), v kloroform
organska faza
gama meritev °°*Co in *3Co organska faza » vodna faza
1 (zavrzemo)

uparevanje do suhega
gama meritev *°Mn in >*Mn




Razvoj postopka za zaporedno dolocanje Mn in |

127](n,y) 1281(t4, = 24,99 min)

55Mn(n,y) 56Mn(t1/2 = 2,58 h)

vzorec + standard (Mn, I)

obsevanje | @&, =3,5x102ncm?s’!

tehtanje
+ nosilec (Mn, 1), sledilec (**Mn, 13T)
razkroj vzorca v talini

1 raztapljanje taline

oksidacija I z 1 M NaNO,
ekstrakcija I, v toluen

| I

organska faza <« » vodna faza
!

speremo z 0,1 M NaNO, natrijev citrat, KCN pufer,
— vodna faza (zavrzemo)  timol modro, NH;(do pH~9) + DDTC

v ekstrakcija Mn(DDTC); v kloroform
organska faza |

organska faza » vodna faza
1 (zavrzemo)

A\ 4

reekstrakcija

z 7 mL 20 % Na,SO
R uparevanje do suhega

gama meritev >Mn in >*Mn
gama meritev 28] in BI]

*Kucera et.al, Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry, Vol. 259, No. 3 (2004) 505-509.




Validacija postopkov

- selektivnost/specificnost, LOD in LOQ, to¢nost in natancnost

Tabela 2: Ocena to¢nosti in z-vrednosti za dolocitev vsebnosti Mn v izbranih referen¢nih materialih

R+ug z - vrednost

VeaEe RNAA, RNAA, RNAA, RNAA,

- T INAA M o INAA

ektrakcija obrarjanje ektrakcija obarjanje
NIST-SRM 1549
Non-fat Milk Powder 0,95+0,24 | 0,96+0,24 1,03+ 0,42 -0,22 -0,16 0,07
IAEA H-4
Animal Muscle 0,98 + 0,11 1,03+ 0,25 1,03+0,40 -0,20 0,12 0,08
NIST-RM 8433
Corn Bran 0,98+0,19 | 0,98+0,14 1,01+0,14 -0,12 -0,12 0,05
NIST-SRM 1567a
Wheat Flour 1,00 +0,12 1,00+ 0,15 0,03 0,03
NIST-SRM 1568a
Rice Flour 0,92 + 0,09 1,04 £ 0,11 0,91+ 0,09 -0,88 0,36 -1,04
NIST-RM 8435
Whole Milk Powder 1,00 + 0,32 1,12 + 0,31 1,13+ 0,74 0,00 0,38 0,16
NIST-RM 8415,
Whole Egg Powder 0,94 + 0,21 1,04 +£ 0,28 -0,28 0,15
NIST-SRM 1548a
Typical Diet 1,04 £ 0,10 1,01 £ 0,25 0,43 0,02
(W B wref)

kierje R=(—) in :z-
Wref

V()" + ()’




Ocena merilne negotovosti

Tabela 3: Ocena negotovosti za doloCanje Mn z RNAA

Parameter Enota Vrednost (x) u(x) u(x)/x (u/x)2 Prispevek
N(vzorec) 18020 144 1% 4,978E-02 5%
N(standard) 15037 135 1% 6,189E-02 6%
wi(standard) mg kg'1 10,86 0,22 2% 3,111E-01 31%
N(C*Mn), vzorec 2395 57 2% 4,273E-01 43%
N(*Mn), standard sledilca 6104 78 1% 1,274E-01 13%
korekcija na suho snov 97% 1% 1% 2,03E-02 2%
Vsebnost, w(Mn) mg kg 0,198 0,007 4% (k=1) 100%

Pripevki k negotovosti dolocitve koncentracije V z RNAA, z reaktivacijo nosilca

w(standard)

N (vzorec) |

N (standard)

V (obsevanje nosilca)

N (vzorec), meritev nosilca

N(standard), meritev nosilca

—==

korekeija na suho snov

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%




INAA -lzredno kratkozivi inducirani nuklidi

(t12 ~ nekaj sekund)

6Se(n,y) ""mSe(ty, = 17.5 s)
c=21+1b, ®=9%,
Ey=161.9 keV (1,=59.5%)

P O OO OO OO OO ® S

¥F(n,y) 2°F(ty2 = 11's)
o= 0.0095 + 0.0007 b, ® = 100%,
Ey = 1633.1 keV/ (1,=100%)

"R EEEEE EEEEETXEXRER



INAA s sistemom FPTS

(Fast Pneumatic Transfer System)

prenos vzorca v

cev za obsevanje
vVNos vzorca

AR Ferrari Group - Manual Control ABORT PROCESS
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End
CR_1 [ Sol_1 [
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Sol_7A
Out

| Drop

shranjevanje
obsevanih vzorcev




Obcutljivost FPTS za dolocCanje Se

mSe, E, = 161,9 keV

R TR 1250 -
............ [ i 0 y =38,395x
R*=0,9992
10 y=31,978x
R*=0,9993
750
§ y =25,82x
I~ R*=0,9974
""""""""""""""""""""" 500 -
............................................................................. y =12,463x
T 250 - R*=0,9983
il
o 1 ['I] o a 9 ‘ ‘
— : 1 : : 30 35
(1 TR 1 N 1 RO O | R | O N " | O 1 R [ SO T | .
..... m(Se), ug
Teoretiéna LOD in LOQ (0,25 g zatehta vzorca): ¢ tobs =5s = tobs =10s A tobs =15 pdtobs =20s
tobs (5) S, (CPs) LOD (ng) LOQ (ng)
5 5,3 1,3 4,2
10 5,5 0,6 2,2
15 8,6 0,8 2,7
20 9,5 0,7 2,5




Obcutljivost FPTS za doloCanje F

20F, E = 1633,1 keV

500

i I
R*=0,9906
1 ———————— S— — | S 400

y =0,360x
R*=10,993

300

e y =0,292x
° e, ) R*=10,997
o &
° 200 -
-
WE‘ZE 15‘25 1E‘SEI 15‘32 1EI34 15'35 WE‘SE 1E‘4EI 1EI42 WE‘L‘M 15‘45 15'48 1E‘SEI 15‘52 1EI54 WE‘SE WE‘SE 100 N
0 T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
m(F), ug
Teoreticna LOD in LOQ (1 g zatehta vzorca): tobs=10's A tobs=15s gqtobs=20's
s © s,, (cps) | LOD(ug) | LOQ (ug)
10 6,1 62,4 208,0
15 11,5 95,9 319,8

20 14,5 105,5 351,7
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2. Analizne metode
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2.2. Razvoj metode za dolo¢anje "I v vzorcih iz okolja

Andrej Osterc

Institutska mentorica: Vekoslava Stibilj
Fakultetna mentorica: Vekoslava Stibilj, BiotehniSka fakulteta Univerze v Ljubljani
Komentor: Peter Raspor, Oddelek za Zivilstvo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani

Delez "I (t,,= 1,57%x10" let, Egmax = 0,194 MeV, Egmax = 39,58 keV) v okolju
se v zadnjih desetletjih zaradi ¢loveske dejavnosti konstantno povecuje, saj se je razmerje
121/ v biosferi v zadnjih desetletjih povecalo z 107° — 10™* na 10"° — 10°. Manjsi dele
so prispevale jedrske eksplozije in nesre¢e. Glavnina '*’I pa se v okolje spro§¢a predvsem iz
tovarn, obratov za predelavo izrabljenega reaktorskega goriva. V Evropi sta taka obrata
locirana v Veliki Britaniji (Sellafield) in Franciji (La Hague); v njuni blizini dosega delez
1291/12"T vrednost do 107",

Danagnje znanje o '>1 temelji na analitskih sposobnostih radiokemijske nevtronske
aktivacijske analize (RNAA), saj se ta metoda uporablja za dologanje '*’I v okoljskih vzorcih
od leta 1962 in je dolgo veljala kot edina aplikativnha metoda v okoljski analizi omenjenega
izotopa. Meja detekcije dosegljiva z RNAA izrazena kot razmerje '*I/'*'I je 107 do 1072,
kar je dovolj za doloGanje '*’I v danagnjih okoljskih vzorcih. Za dolo¢anje '*’I v vzorcih iz
obdobja, ko $e ni bilo prispevka &loveka k delezu I v okolju pa je potrebna pospesevalna
masna spektrometrija (AMS), saj je meja detekcije le-te 10> — 107 "°. Zaradi izjemno dolge
razpolovne dobe, razsirjenosti in kratkega Gasa zadrZevanja v atmosferi (2-3 tedne) je '*I
idealen okoljski sledilec pri $tudiju krozenja joda v okolju. Na njegovo krozenje v okolju
vplivajo fizikalni, kemijski in bioloski procesi.

Razvili smo RNAA metodo za dolo¢anje '*I. Koncentracije '*’I v okoljskih vzorcih
so zelo nizke, zato je potrebno '*’I separirati iz ve&jih koligin vzorca (do 100 g zemlje oz.
sedimenta). Optimizirali smo razgradnjo vzorca v alkalni talini, pri ¢emer je bilo klju¢no
dolociti razmerje vzorec : KOH ter pogoje segrevanja. Nevtralizaciji vzorca je sledila
ekstrakcija in redukcija joda v vodno fazo. Jod smo oksidirali, izpihali v toku dusika ter
absorbirali na oglju. Ugotoviti je bilo potrebno primerni pretok dusika, trajanje izpihovanja in
optimalno koli¢ino oglja, da bo vezava joda zadovoljiva ter da bo hkrati aktivnosti oglja po
obsevanju ¢im nizja (ALARA princip). Odlocilno je bilo izbrati oglje, ki bo s svojo sestavo
¢im manj prispevalo k aktivnosti po obsevanju, da bo mozno ¢im prej opraviti analizo
induciranega radionuklida "°I, ki nastane po jedrski reakciji '*I(n,y)"*°I (t,=12,36 h,
E,=536 keV). Zaradi prisotnosti 23U, katerega so vsebovala vsa analizirana oglja razli¢nih
proizvajalcev, smo preverili morebitne interferen¢ne jedrske reakcije, ter dolocili slepo
vrednost za izbrano oglje. Celotni postopek separacije smo spremljali s "°'I, katerega smo
zeleli uporabiti tudi za dolocitev kemijskega izkoristka metode, saj ga navajajo nekateri
avtorji. Ugotovili smo, da je zaradi interferenéne jedrske reakcije "*'I(n,2n)"*°I neprimeren,
1z£a6to smo kemijski izkoristek dolocili spektrofotometri¢no, z reaktivacijo ter preko aktivnosti

L.

Metodo smo ovrednotili z obstoje¢im standardom za '*’I (IAEA—375 Soil) in dobili

dobro ujemanje s certificirano vrednostjo. Uporabili smo jo pri dolotanju '*I v vzorcih



morskih sedimentov in alg, kjer smo za morske sedimente ugotovili vsebnost '*°I reda
velikosti od 5x10 ™ do 1x107" pg g ' ter za alge 4x10 " pug g .
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2. Analytical methods

2.2. Development of a method for
environmental samples

21 determination and its application to
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Concentrations of %I (t,= 1.57x10’ years, Egmae =0.194 MeV, E,=39.58 keV) in the
environment increased during recent decades due to anthropogenic nuclear activities (nuclear
weapons tests, nuclear accidents) - the ratio of '*’I/'*’ in the biosphere has increased from
(1-10)x107" to (1-10)x10'°, mainly due to emissions from nuclear fuel reprocessing plants.
In Europe they are located at La Hague (France) and Sellafield (England), where the ratio of
29112 is up to 107,

Present knowledge about '*°I is based on the analytical capabilities of RNAA, because
since 1962, when RNAA was used the first time for '*I analysis in biological materials, this
method remained the only method applicable to environmental '*I investigation. The
detection limit of RNAA expressed as the ratio of 'I/'*'T is 10'° — 1072, which is sensitive
enough to determine '*I in present day environmental samples.

In this work we have developed an RNAA method for “I determination. The main
issue is the pre-concentration of '*I from large amounts of sample (up to 100 g of soil,
sediment or plant material). We optimised disintegration of the samples by alkaline fusion,
where the ratio of sample: KOH and heating conditions were crucial. The sample was then
neutralised, followed by extraction and then reduction and stripping of iodine into the
aqueous phase. lodine was oxidised, purged from the system with nitrogen and adsorbed onto
activated charcoal. We optimised the flow rate of nitrogen, the duration of the process, the
amount of charcoal needed to trap iodine and improved the purity of the charcoal. Selection
of appropriate charcoal is important, because its chemical composition influences the activity
levels (dose rate) of the irradiated charcoal and prolongs the cooling time required before the
radioisotope B0 induced by the nuclear reaction 129I(n,y)1301 (t,=12.36 h, E,=536 keV),
can be determined. Because traces of *°U were present in all analysed charcoals from
different producers, possible interfering nuclear reactions were examined and a blank value of
the charcoal was determined. The optimal conditions for the pre-concentration of iodine from
the sample were determined using "'l tracer, making use of the fact that the chemical
properties of different isotopes of an element are the same. We wanted to use this tracer for
the chemical yield determination, which can be found in the literature, but an interfering
nuclear reaction "'I(n,2n)"*"I was observed and this was not possible. The chemical yield was
Eize7termil}ze§1 spectrophotometrically, via nuclear reaction '*’I(n,2n)'*°I and by reactivation

I(n,y) ~L

The method was developed, optimised and validated using the reference material
Radionuclides and trace elements in soil (IAEA-375) and a good agreement between the
obtained and reference value was found. The method developed was used to investigate the
content of '*°I in marine sediments and marine algae (Fucus virsoides) collected from the
Adriatic Sea. The results found for the sediments investigated were in the range from 5x10°®
to 1x10"" pg g and for algae in the order of 4x10" pg g .
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Uvod

Jod je element VIl skupine periodnega sistema (halogeni
elementi); Z =53, M, = 126.9045 g/mol.

V naravi se pojavlja v organski obliki kot alkil jodid - CH,],
CH,I,, CH,Brl, CH,CII, v anorganski obliki - jodid (I") in jodat
(I0°7) in v elementarni obliki - I, . Prisoten je v valen¢nih
stanjih od -1 do +7.

Jod je esencialen element za ljudi in zivali — potreben pri
sintezi scCitnicnih hormonov.

Edini stabilni naravni izotop joda je #7I.

VecC kot dvajset izotopov joda je umetnega izvora in vsi so
radioaktivni.



129] je dolgo-zivedi (t,, = 1.57 - 107 let) radioizotop, ki je
predvsem umetnega izvora, nastaja pa tudi v naravi pri
interakciji kozmicnih zarkov s ksenonom in pri spontani fiziji
urana.

Delez 129 v okolju se v zadnjih desetletjih zaradi ¢loveske
dejavnosti konstantno povecuje (jedrske eksplozije in
nesrece, predelava izrabljenega reaktorskega goriva).

Ocenili so, da naravni rezervoar Zemlje vsebuje priblizno
50.000 kg '?°I. Vecina tega je vezanega v litosferi in samo
263 kg '2°l je razpolozljivega v atmosferi.

Zaradi razsirjenosti v naravi, dolgega razpolovnega casa in
kratkega zadrzZevanja v atmosferi (2-3 tedne) je 2| dober
okoljski sledilec.

Na krozenje joda v okolju vplivajo fizikalni (preperevanje
kamenin), kemijski (fotokemicne reakcije) in bioloski (alge,
fitoplankton, mikroorganizmi, rastline — hlapne organske
jodove spojine) procesi.



Delovne hipoteze in cilji

Razvili in optimizirali bomo metodo za doloditev '2°| v
okoljskih vzorcih ter jo ovrednotili z obstojeCim
standardnim referenénim materialom IAEA-375 Soil.

Ugotavljali bomo porazdelitev 29| v okolju.

Ugotavljali bomo udelezbo kvasovke Saccharomyces
cerevisiae pri krozenju joda v okolju:

Predvidevamo, da so kvasovke predvsem akumulatorji joda in
vplivajo na fiksacijo-akumulacijo joda v zemlji.

Menimo, da ne obstajajo razlike v kinetiki akumulacije 12°I in 127].

Skusali bomo dokazati, da nizke koncentracije 27l v gojiScu
pozitivno vplivajo na rast kvasovke S. cerevisiae in da visoke
delujejo citostaticno in/ali citotoksicno.

Proucevali bomo radiotoksiCen vpliv '3lin 12°I na kvasovko S.
cerevisiae in skusali bomo ugotoviti, Ce se vpliv izraza citostaticno
in/ali citotoksicno.



Eksperimentalni del

. Iskanje optimalnih pogojev za razkroj v alkalni talini,
adsorpcijo joda na aktivno oglje, sezig po Schoniger-ju,
obsevanje, radiokemijsko separacijo in merjenje y-
aktivnosti induciranega radionuklida.

1. Dolocitev '?°l v vzorcih zemlje, rastlin, morskih sedimentov
in alg.

I1l.  Privzem 1?9 pri kvasovki S. cerevisiae.



Rezultati in diskusija

I. Pri razvoju in optimizaciji RNAA metode za dolo¢anje 1?°l smo
bili osredotoceni na naslednje stopnje:

T Separacija oz. izolacija joda:

—  sezig po Schonigerju
—  razkroj v alkalni talini

2. Iskanje ustreznega aktivhega oglja

5" Obsevanje vzorca in standarda:
— priprava standarda '2°| / 17| standarda (LEA Cerca)

— izbira ustreznih pogojev obsevanja (trajanje in fluenca nevtronov)
4. Radiokemijska separacija joda:

~ odstranitev izotopov (82Br), ki motijo merjenje induciranih radionuklidov
— priprava vzorca in standarda za merjenje na HP-Ge detektorju

5. Meritev aktivnosti induciranih radionuklidov:

= merjenje intenzivnosti y-Zarkov na HP-Ge detektorju
"27|(n,2n) — %I(t, =13 d, E, = 389 keV)

6. Doloéitev kemijskega izkoristka

7. Ovrednotenje metode



Ad 1. Separacija oz. izolacija joda

Poskusi s sledilcem

 Optimalne pogoje za separacijo joda smo raziskovali z
uporabo sledilca '3'l, saj so kemijske lastnosti razli¢nih
izotopov istega elementa enake.

— Pri sezigu po Schonigerju, kateremu je sledilo izpihovanje
joda v toku dusika ter adsorpcija na aktivno oglje, kemijski
izkoristki nikoli niso presegli 40 %.

— Zaradi tega smo optimizirali razkroj v alkalni talini.



1.1 Razkroj v alkalni talini




1.2 Ekstrakcija joda



1.3 Adsorpcija joda




Optimalni pogoji separacije joda

Parametri Obmocje N (%) Optimaﬂni N2 (%)
pogojt
razmerje 1:2 4017
vzorec:KOH 18 87+5 13 87+5
1:4 88+5
susilnik: susilnik:
pogoji
razkroja 25°C, 24h
70-80 °C, 24 h 70-80 °C, 24 h
70-80 °C, 48h
termoblok: termoblok:
350 °C, 24-60 h 350 °C, 48 h
Zarilna pec: zarilna pec:
560°C,4 h 72+4 600 °C, 4 h 87+5
600 °C, 4 h 87+5
pretok dusika 8 705
(mL/min) 10 85+4
12 O .2 12 O Tet=)
15 89+6
koli¢ina (mg): koli¢ina (mg):
vpliv koli¢ine 100 70+ 5
aktivnega oglja 150 81 +4
na kerpijski 200 29 I )
izkoristek 250 97 42 250 97492
300 97 +2
trajanje 45 80x5
izpihovanja 60 97 +2 60 9712
(min) 75 93+5

Razkroj v
alkalni talini

AN

>. Adsorpcija joda




Ad 2. Iskanje ustreznega aktivnega oglja

« Ker smo aktivno oglje uporabljali za adsorpcijo joda le-to s svojo sestavo
vpliva na akumulirano dozo po obsevanju zaradi tvorbe 24Na (t,, = 15,03h),
42K (t,, = 12,36h) in 82Br (t,, = 1,47d) iz sledov natrija, kalija in broma, ki so
prisotnih v aktivhem oglju;

 Mozne pa so tudi interferencne jedrske reakcije, Ce bi bili v aktivhem oglju
prisotni U, Cs ali Te.

» Potrebno poiskati aktivno oglje, ki vsebuje elemente v sledovih, predvsem Br,
Na, K, Cs, Te in U.

2.1 S pomocjo ky-INAA smo dololili kemijsko sestavo naslednjih ogelj:

— MERCK 2514, oglje namenjeno za zivilsko industrijo

— MERCK 9624, oglje namenjeno za plinsko kromatografijo

— SIGMA Darco, oglje Cis€eno s kislinami in namenjeno splosni uporabi
— BDH, oglje namenjeno za plinsko absorpcijo

Vsa analizirana aktivha oglja so med drugimi elementi vsebovala Na, K, Br, Cs,
Te in U v primerljivih koncentracijah. Zaradi ugodne granulacije smo se odloCili za
oglie MERCK 9624.



2.2 Cis¢enje oglja MERCK 9624

Koncentracija elementa

Postopek (ng/g)
Br K Na Te U

Brez ¢iS¢enja <0.10 1110+47 | 486 £ 17 <0.10 1.50 £0.05
HCl 1M |1.68+0.06| 1302 +94 | 428 =15 | 0.21 £0.05 | 0.69 +0.02
2M|2.134+£0.08 | 1273 +162 | 433 +16 | 0.18+0.04 | 0.66 +0.03
3M|243+0.09] 1250+ 166 | 413 +15 <0.10 0.72 £0.03
4M|]289+0.10 | 1240 £233 | 422+ 15 | 0.17+0.05 | 0.83 £0.03
S5M|3.05+0.11] 1326 +248 | 425+ 16 <0.10 0.97 £ 0.04
6M|3.74+£0.14 | 1513 £269 | 423+ 16 <0.10 1.10 £0.05

OM|]| 16.2+0.6 | 1126+78 | 412+ 15 <0.10 0.69 +0.03

HNO; 1M <0.10 i 383+ 14 <0.10 0.90 £0.03
3M <0.10 il 374 + 13 <0.10 0.86 +0.03

6 M | 0.34 £0.05 . 404 =16 <0.10 0.67 +0.03

8 M | 0.30 £0.05 e 423 +21 <0.10 0.69 +0.02

10M | 0.53+0.02 ]| 111779 | 392+14 <0.10 0.60 +0.02

12M ] 0.27+0.02 | 1105+84 | 390 +14 <0.10 0.61 +0.02

14M | 0.84+0.04 | 1075+88 | 391+14 <0.10 0.63 +0.02

CH;COOH IM]060+0.03] 1185+58 | 418 +15 <0.10 1.57 +0.06
2M | 1.35+0.05] 1255+62 | 434+ 15 <0.10 1.54 +0.06
4M|]0.72+£0.03 | 1217+65 | 419£16 <0.10 1.48 £0.05
6M|]060+0.03] 1182+65 | 425+16 <0.10 1.39 £ 0.05

8M | 0.25+0.03 ] 1208 +81 | 440+ 16 <0.10 1.33 £0.05

10M | 0.35+£0.03 ] 1279 +84 | 422+ 15 <0.10 1.30 £0.05

12M | 031 £0.03 ] 1095+84 | 406+ 14 <0.10 1.26 £0.05
14M]0.55+0.03 ] 1140+91 | 411 £15 <0.10 1.32 +0.06

16 M ] 0.65+0.03 ] 1235+64 | 435+16 <0.10 1.37 £ 0.05

Aqua regia 3.74+0.13 | 1165+61 | 351 +£13 | 0.10 £0.02 | 0.54 +0.02
Segrevanjev atm. <0.10 i 463 £ 24 <0.10 1.45+0.06

N, pri 900 °C

* potrebno Se narediti analize
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2.3 Interferencne in nezazelene jedrske reakcije zaradi

elementov prisotnih v aktivnem oglju

PovrSina Specifi¢na Razmerje
~ (Stevki) aktivnost
Oulicay Tplicin i 31 133 131 133 1331 /131
235 131 merjenja =l I I I Tl
. 235U(Il, f)1331, 365 keV > (2) (s)
1 0.1692 2000 2289 29997 | 6.76 | 88.64 18711
f U(Il, f) I’ 530 keV A 0.1754 2000 2366 | 32057 | 6.75 | 91.38 13.54
0.1867 2000 2492 | 33321 | 6.67 | 89.24 13.38

. 2U(n, 1)'Z1I(n, v)L 536 keV
2U(n, 1)L 536 keV

. 133Cs(n, oc)BOI

S Te(m, v, B, )1

<

~ [——» Pod mejo detekcije




Ad 3. Obsevanje vzorca in standarda

3.1 Priprava standarda za obsevanje

« Delovno standardno raztopino '2°l (A = 4,2 Bg-g-") smo pripravili z
razredéenjem originalne standardne raztopine '?°| (LEA Cerca, A =
420 Bqg -g") z 0,3 % LiOH ter dodali stabilni jod '#7I (~50 mg I- g)
kot kalijev jodid .

* Priblizno 100-150 mg delovne standardne raztopine smo odtehtali v
kvarcno ampulo ter raztopino izhlapeli pri 60 °C (zaradi susenje ni
prislo do izgub joda).

3.2 Priprava vzorca za obsevanje

« Po adsorpciji joda smo aktivno oglje prenesli v kvarcno ampulo, jo
zatalili ter obsevali isto€asno s standardom v TRIGA Mark Il
reaktorju.



Primerni pogoji obsevanja
* Priiskanju primernih pogojev obsevanja smo sledili ALARA principu.
« Za obsevanje sta bili primerni dve poziciji:

— FEring
fluenca termicnih nevtronov: 1,0 - 1013 n-cm2s-1
fluenca hitrih nevtronov: 1,0 - 1013 n-cm=2s-1

— Centralni kanal (CC)
fluenca termicnih nevtronov: 3,5 - 1072 n-cm2 s
fluenca hitrih nevtronov: 1,2 - 10’2 n-cm=2s-1

* Fluenca termicnih in hitrih nevtronov v F ringu je bila dovolj
velika za uspesno indukcijo zelenega radioizotopa. Prednost v
primerjavi s centralnim kanalom je bila sledeca:

— reakcija 1271(n,2n)'2%] je potekla v manjSi meri

— aktivnost vzorca (hitrost doze) po obsevanju je bila bistveno zmanjSana
in hlajenje vzorca skrajSano s 20-24 h (CC) na 10-12h



Ad 4. Radiokemijska separacija

* Vrha ampule s standardom
sSmo po obsevanju previdno
odrezali z widia nozem ter jod
izluzili z raztopinama NaOH
(1 mol-L-") in Na,SO, (10 %).

« Sledila je ekstrakcija joda v
liju loCniku s kloroformom.

« Kemijski izkoristek ekstrakcije
joda je bil med 85 in 90 %,
dolocili smo ga
spektrofotometriCni za vsak
standard posebe;.



Ad 5. y-Spektrometrija

* Merjenje intenzivnosti y-zarkov induciranih
radionuklidov:

—127(n,2n) 126 (t,, = 13 d, E, = 389 keV)
—129|(nyy) ~ 130 (t,, = 12,36 h, E, = 536 keV)

lahko opravimo na germanijevem detektorju (HP-Ge).

« Ugotovili smo, da je za merjenje intenzivnosti y-zarkov
primeren koaksialen detektor; detektor z utorom
(Well) ni bil primeren za naso metodo zaradi
Comptonskega efekta.



Ad 6. Dolocitev kemijskega izkoristka

» Kemijski izkoristek metode smo zeleli dolocCati s sledilcem
1311, saj ga navajajo nekateri avtorji.

« Ugotovili smo, da je zaradi interferenCne jedrske reakcije
1311(n,2n)'3%1 neprimeren za naSo metodo.

100 mg "31| sledilca smo nakapali na 250 mg
oglja in pri obsevanju centralnem kanalu (12
h) nastane 30|, katerega povrsina bi ustrezala
3 - 10-4 ug 129] g-1

« DoloCevanje kemijskega izkoristka spektrofotometricno, preko
jedrske reakcije '?7I(n, 2n)'2°| ter z reaktivacijo #7I(n,y)'%8I.



7.1 Nase dolocitve

Ad 7. Ovrednotenje metode z referencnim materialom IAEA-375 Soil

129I 1291 127I (n F s 4) 1291/1271
Datum dolocitve E L
(107 pg/g) | (107 By/kg) (ng/g) (107%)
06.12.2005 2,98 + 0,83 1,98 + 0,59 ~1720
16.01.2006 3,83 +£,95 2,55+£0,80 ~2215
1,73 £ 0,07
31.01.2006 2,89 + 0,81 1,92 +0,78 ~1670
04.04.2006 2,76 + 0,80 1,84 +£0,54 ~1595
Povpretje 3,12+ 0,95 2,07 £ 0,80 ~1800
Certificirana 1,7
vrednost ; 1.3-2.1)"
*interval zaupanja (95 %)
7.2 Primerjava z literaturnimi podatki
129I 129I 127I 1291/1271
Vir ! . »
(107" pug/g) | (107 Bg/kg) (1g/g) Cli0)
Strachnov etal., 1996 | 2,62+0,81 | 1,71+0,53 | 1.91+0.49 .
IAEA-0375 Report | (1,3-4,1)" | (0,8-2,6)" | (1,36 -2,31)"
Schmidt et al., 1998 | 2,50 + 0,70 1,6 £0,5 1.68 £ 0.09 ~1465

* obmocje sprejetih vrednosti




Ugotavljanje '?°l v okolju

Dolo¢evanje '?°| v vzorcih sedimentov in alg iz Jadranskega
morja (VzorCenje sedimentov in alg na Slovenski obali ze
opravljeno — v maju vzorcCenje alg na Italijanski obali. Analize za
sedimente in alge ze potekajo, zakljuCene bodo do julija).

DoloCevanje '2° v vzorcih zemlje in rastlin iz obmocij Krskega
(NE Krsko), Podgorice (reaktorski center), Zirovskega Vrha
(rudnik urana) Jazbeca in Borsta (odlagaliSCe jalovine) ter
obmocij Prekmurja in Primorske (VzorCenje v maju, zakljuCek
analiz do oktobra).

Dolo¢evanje ?°| v vzorcih zemlje iz Ukrajine (pridobivanje
vzorcev ze poteka).



Dololitve koncentracije 2°T in 27T v morskih algah in sedimentih
Morske alge (Fucus virsoides)

129I 1291 1271 (1’1 - 4) 1291/1271
Lokacija | L g
(107 pg/g) (10™ Bg/kg) (ng/g) (LORS)
Emona 4,16 + 1,08 2,77+0,69 |410,62 +27,06 ~1015
Soline Portoroz | 4,71+ 1,32 3,13+0,91 |420,11+30,67 ~1120
Ankaran 4,00 + 1,04 2,65+0,69 |448,00+ 34,05 ~895
Debeli rti¢ 434 +1,22 2,88+0,81 |505,89+35,42 ~860
Zusterna 3,62 + 0,96 2,41+0,63 |371,33+25,91 ~975
Morski sedimenti
129I 129I 127I (n gl 4) 1291/1271
ket 107 ugp | (107 Bake) (/o) (10™)
Trst 18I =034 8,70 +226 | 46,40+3.16 ~2825
Delta reke Pad 0,95+0,23 6,33 +1,52 70,61 + 4,58 ~1345
Benetke 0,55+ 0,15 3,63 + 1,02 16,88 + 0,91 ~3258




Ugotavljanje udelezbe kvasovke S. cerevisiae pri

krozenju joda v okolju

Ugotavljanje zivosti kvasovk, celokupne koli¢ino akumuliranega I
ter izdelava rastnih krivulj pri razli¢nih zacetnih koncentracijah %7l v
mediju (Pred poskus ze opravljen, preostali del do avgusta).

Ugotavljanje vpliva razli¢ne vrste biomase na akumulacijo #71.
Uporaba mrtve, liofilizirane, aktivne dispergirane ter imobilizirane
biomase (do oktobra).

Ugotavljanje specifiCnosti vezave za jod ob prisotnosti Se, Zn in Cr
(do novembra).

Ugotavljanje radiotoksi¢nega delovanja '3l in 12°| pri razli¢nih
zacCetnih aktivnostih na kvasovke (do decembra).



Rastne krivulje za 5. cerevisiae pri razli¢nih zacetnih
koncentracijah 27T v mediju

Zacetne koncentracije 27T od 0,05 do 2 yg g’!
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Zacetne koncentracije joda, dodane gojiscu v obliki KI, v koncentracijskem
obmocju od 5 do 8000 pg-g'niso imele ugodnega vpliva na rast kvasovke
S. cerevisiae.




ZakljucKki

Razvita metoda za separacijo joda z razkrojem v alkalni talini ter z
adsorpcijo joda na aktivnem oglju je primerna za dolo¢anje '2°| v
vzorcih iz okolja.

Dosezeni kemijski izkoristki za separacijo joda iz IAEA-375 Soil in
morskih sedimentov so v obmocju med 60 in 70 % ter za morske
alge med 75 in 85 %.

Ugotovljeno je bilo dobro ujemanje med dolo¢eno in referencno
vrednostjo za vsebnost '2°| v IAEA-375 Soil.

Dobljeni rezultati za ?°l v morskih sedimentih so v obmodju od 3,6
do 8,7 - 104 Bg-kg' ter za morske alge v obmoc¢ju od 2,4 do 3,1 - 10-
3 Bg-kg™.

Stabilni jod 27l v nizkih zagetnih koncentracijah v gojis¢u (0,05 - 2,0
ug-g') pozitivno deluje na rast kvasovke S. cerevisiae.
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Pri $tudiju aluminijevih zvrsti v ekstraktih pravih ¢ajev, sem preuceval ¢rne, zelene in rdece
Gaje. Koncentracije aluminija v ekstraktu Gajev so bile med 0,5-4 mg dm™. S kombinacijo velikostno
izkljucitvene kromatografije (VIK) in anionsko izmenjalne hitre tekocinske kromatografije (FPLC),
dolocanjem lo¢enih aluminijevih zvrsti z merjenjem emisije v induktivno sklopljeni plazmi (ICP-
OES) ter z elektroprsilno tandemsko masno spektrometrijo (ES-MS-MS) sem ugotovil, da je 10-35 %
celotnega aluminija vezanega v obliki Al-citrata. Preostali aluminij, ki se je mocno adsorbiral na
nosilce kolon, je najverjetneje vezan na fenolne spojine. Dodatek mleka v ekstrakt ¢ajev in analiza z
VIK z ICP-OES in ultravijoli¢cno (UV) detekcijo ter nativno elektroforezo (SDS-PAGE) je pokazala,
da je 40-70 % aluminija okludiranega v mlec¢ne proteine (kazeine), medtem ko je mnozina Al-citrata
enaka kot v ekstraktu samem. Dodatek limone v ekstrakte Cajev in analiza z FPLC-ICP-OES je
pokazal, da ostane delez Al-citrata enak pri zelenih in rdecih Cajih, pri ¢rnih pa se poveca. Te
ugotovitve kazejo, da se bioloska dostopnost aluminija v ekstraktih ¢ajev lahko poveca, ko pijemo ¢aj
z mlekom in tudi, ko pijemo ¢aj z limono.
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Speciation of Al in tea infusions was performed by size exclusion and anion-exchange
FPLC with ICP-OES detection and identification of Al-binding ligands by SDS page
electrophoresis and ES-MS-MS analysis. The results indicated that 10-35 % of total Al in tea
infusions corresponded to negatively charged Al-citrate, while the remaining Al was most likely
bound to phenolic compounds. The transformation of Al species was studied in tea with milk or
lemon. Results for tea with milk indicated that Al-citrate was not transformed, while about 40-70 %
of total Al was occluded by milk proteins (mostly by caseins). When citric acid was added to tea
infusions the percentage of negatively charged Al-citrate species remained either the same in red
and green tea or was enhanced in black tea. Data of the present investigation indicate that the
bioavailability of Al in tea infusions may be increased in tea with milk and also in tea with lemon.
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Speciacija aluminija v ¢aju
1. Uvod

Caj Camellia sinensis

Caj Camellia sinensis je ena od rastlin, ki je tolerantna na aluminij. Stari &ajni listi
vsebujejo med 2 in 3 % aluminija (suha teza), vendar liste oberejo veliko prej, preden je
delez tako visok. Koncentracije v listih, namenjenih za pripravo napitkov so med 300 pg in
1500 ug aluminija g”'. Razli¢ne vrste Gaja (Erni, oolong — rdeéi in zeleni &aj) pripravljajo iz
iste rastline, razlikujejo se le po postopku priprave listov. Pri ¢rnem caju liste najprej
posusijo na zraku in Sele nato zvijejo, kar povzro¢i aktivacijo endogene polifenolne
oksidaze. To sprozi proces fermentacije in oksidacijo polifenolov, ki so prisotni v listih. Ko
dosezejo zadovoljivo kvaliteto Caja, fermentacijo ustavijo. Proces obdelave pri zelenem
¢aju je drugacen. Liste najprej poparijo z vodo in tako prepreijo fermentacijo. Priprava

oolong ¢aja je podobna pripravi ¢rnega ¢aja, le da je Cas fermentacije krajsi.

Koncentracija aluminija v ekstraktu c¢aja je odvisna od mnogih dejavnikov.
Najpomembnejsi je starost obranih listov, ostali dejavniki pa so Se genetika rastline,
zemlja, na kateri raste ¢ajevec, koli¢ina padavin, nadmorska viSina ter pogoji priprave
(razmerje med Cajem in vodo, temperatura, Cas ekstrakcije...). Koncentracije aluminija v
ekstraktih &aja, navedene v literaturi, se gibljejo med 1-6 mg dm™. Pri tem je treba
poudariti, da nacini priprave ekstraktov niso enotni. Koncentracija aluminija v ekstraktu
¢aja je tako lahko tudi do 30-krat visja, kot je mejna dovoljena vrednost koncentracije

aluminija v pitni vodi (200 mg dm™).
Speciacijska analiza aluminijevih zvrsti v ¢aju

Aluminij je trda Lewisova kislina in se mo¢no veze na ligande, ki so mocne kisik-
donorske skupine. Mednje sodijo fosfatne, karboksilatne in fenolatne skupine. Caj vsebuje
precej takih spojin, podatki o njihovih delezih v ¢rnem in zelenem cCaju pa so zbrani v
tabeli 1. Iz tabele je razvidno, da se vrsti ¢aja razlikujeta predvsem po delezu posameznih

vrst polifenolov, kjer pri zelenem prevladujejo preprosti, pri ¢rnem pa kompleksni
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polifenoli. Razlika je posledica fermentacije, kjer se oksidirajo preprosti polifenoli do bolj
kompleksnih, ki dajo oolong in ¢rnemu ¢aju rjavo barvo in okus. Vecino teh spojin Se
vedno ni identificiranih in jih navajajo kot ¢ajna barvila. Kemijske formule nekaterih
katehinov so prikazane na sliki 3. Rdeci ¢aj ima vecji delez preprostih polifenolov kot ¢rni,
a manjSega kot zeleni. Polifenoli imajo v rastlinah razli¢ne vloge. Skrbijo za privabljanje

zuzelk pri opraSevanju, sluzijo kot obramba pred rastlinojedci...

Tabela 1: Masni delezi posameznih spojin v suhi snovi ekstrakta ¢rnega in zelenega Caja.

Zeleni Caj Crni &aj

Masni delez (%) | Masni delez (%)

polifenoli
katehini 30 9
preprosti polifenoli 4
flavonoli 2 2
drugi polifenoli 6 23
dusikove spojine
kofein 3 3
drugi metilksantini <1 <1
teanin 3 3
amino kisline 3 3
peptidi in proteini 6 6
organske kisline 2 2
sladkorji 7 7
drugi ogljikovodiki 4 4
lipidi 3 3
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kalij 5 5
drugi minerali/pepel 5 5
aroma sledovi sledovi

HO, o ©/

H
OH

OH
JH

(-)-katehin galat

Slika 1: Strukturne formule katehinov, ki so prisotni v ¢aju.

Glede na to, da fenolne spojine predstavljajo 40 % suhe snovi v ekstraktih ¢aja in imajo
veliko Stevilo potencialnih vezavnih mest, predvidevajo, da so le-te glavni vezalci
aluminija v ¢aju. Iz nekaterih *’A1-NMR $tudij (jedrska magnetna resonanca) so ugotovili,
da je v mladih listih ¢aja en sam aluminijev signal, ki ustreza signalu kompleksa med
aluminijem in katehinom. Pri starejSih listih so nasli Se druge manjSe signale, ki ustrezajo
aluminijevim kompleksom s polifenoli in organskimi kislinami. Nagata in sodelavci so

ugotovili, da je vecina aluminija vezana na katehine, preostanek pa na druge fenolne in
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organske kisline. Mhatre s sodelavci je za Studij aluminijevih zvrsti prav tako uporabil
NMR in ugotovil, da je aluminij pretezno vezan na oksalat in nekatere druge

neidentificirane komplekse z organskimi kislinami.

Literaturni podatki o kemijskih zvrsteh aluminija v ekstraktih Cajev so si precej
nasprotujo¢i. French s sodelavci je uporabil Barnes-Driscolov kineticni in kationsko
izmenjalni postopek. Na osnovi rezultatov so sklepali, da je aluminij skoraj v celoti vezan
na organske molekule. Z ultrafiltracijo pa so ugotovili, da je aluminij v ekstraktu ¢aja
vezan pretezno na molekule je z mikroultrafiltracijo ugotovil, da je okoli 30 % aluminija v
¢aju vezanega na zvrsti z molskimi masami vecjimi od 10000 Da. Speciacijsko analizo so
izvedli tudi z velikostno izkljucitveno kromatografijo (VIK) v kombinaciji z masno
spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) ali z detekcijo s
spektrofotometrijo. Opazanja Owena s sodelavci se dobro ujemajo z skupino Flatena in
Lunda, ki trdijo, da se je 24 % aluminija v ¢aju eluiralo s kolone pri zadrZevalnem
volumnu, ki ustreza molekulski masi med 4000 in 6500 Da. Ostali aluminij se je absorbiral
na kolono. Erdemoglu s sodelavci je uporabil dve koloni za frakcionacijo aluminija v
ekstraktu turSkega ¢rnega ¢aja. Ekstrakt je analiziral na koloni, ki je bila napolnjena z
neionskim adsorbentom Amberlite XAD-7. Eluent s te kolone je loc¢eval Se na kelatni
smoli Chelex-100. Predpostavili so, da adsorbiran aluminij na XAD-7 koloni (28-33 %)
predstavlja aluminijeve hidrolizne polifenolne zvrsti, frakcija, ki se je zadrzala na Chelex-
100 koloni (10-19 %), pa aluminijeve kationske zvrsti. Ti zakljucki so le domneve, saj
nobene od teh zvrsti niso dolocili. Albertijeva in sodelavci so doloc¢ali konstante stabilnosti
aluminijevih zvrsti z vezavo aluminija na kelatno smolo Chelex-100. Ugotovili so, da je
aluminij vezan na mo&ne komplekse, kjer je konstanta adsorpcije ve¢ja od 10>, Ceprav
so razli¢ni raziskovalci intenzivno preucevali speciacijo aluminija v cajih, ostajajo Se

vedno odprta vprasanja o porazdelitvi aluminijevih zvrsti.
2. Namen dela

Iz uvodnega poglavja je razvidno, da so kljub Stevilnim raziskavam in doseZzenemu
napredku metode za speciacijo aluminijevih zvrsti v bioloskih sistemih $e vedno v razvoju.

Predvsem na podrocju analitike visokomolekularnih aluminijevih zvrsti je Se nekaj odprtih
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vprasanj. Zato je bil namen mojega dela razvoj analiznih metod za zanesljivo dolocanje

visokomolekularnih aluminijevih zvrsti v ekstraktih ¢aja.

Iz pregleda literature je razvidno, da kemijske oblike aluminija v Caju niso bile
definirane ter da so si ocene glede njihovih molskih mas in aluminijevih zvrsti
nasprotujoce. Za speciacijsko analizo aluminijevih zvrsti v ¢ajih sem uporabil velikostno
izklju€itveno kromatografijo (VIK), anionsko in kationsko izmenjalno kromatografijo ter
CIM kromatografske diske. Aluminij sem doloc¢al z atomsko absorpcijsko (AAS) in
opticno emisijsko spektrometrijo (OES) ter z masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno
plazmo (ICP-MS). Ligande sem dolocal z nativno gelsko elektroforezo (SDS-PAGE) in s
tandemsko masno spektrometrijo z elektroprSenjem (ES-MS-MS). S pomocjo metod, ki
sem jih razvil, sem identificiral aluminijeve zvrsti v ekstraktih pravih ¢ajev. Preuceval sem
tudi tvorbo in pretvorbo aluminijevih kompleksov pri dodatku limone ali mleka v ekstrakt

caja.
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Speciacijska analiza aluminijevih zvrsti v pravih cajih
Optimizacija pogojev dolocanja aluminija z ICP-OES

Uporaba anionsko izmenjalne Mono Q FPLC kolone z ICP-OES detekcijo omogoca
kvantitativno lo¢bo Al-citrata z dobro ponovljivostjo merjenja (= 3% za 6 zaporednih locb)
in z ugodno mejo detekcije 0,15 pg cm™. Da bi lahko zanesljivo dolo¢al celotne
koncentracije aluminija v listth caja, v ekstraktu caja in v frakcijah po loc¢bi na
kromatografskih kolonah, sem pri ICP-OES dolocitvah primerjal interference na dveh
emisijskih ¢rtah podobne obcutljivosti (309,278 nm in 396,152 nm). Podatki o prekrivanju
spektroskopskih ¢rt kazejo, da sta ti dve Crti prosti spektralnih interferenc elementov, ki jih
lahko pricakujemo v merjenih vzorcih. Toc¢nost meritev aluminija sem preveril z
merjenjem referen¢nega materiala SPWW1 (Waste Water 1, Spectrapure standards AS,
Oslo, Norveska). Izmerjena vrednost 2,00 £ 0,02 pg cm™ pri érti 309,278 nm in
2,01 0,02 pg cm™ pri 396,152 nm se je dobro ujemala s certificirano vrednostjo, ki je
2,00 + 0,01 pg cm™. Tudi dolo¢itve aluminija v ekstraktu aja sem opravil pri obeh &rtah.

Doloceni koncentraciji 3,78 + 0,04 pg cm™ pri 309,278 nm in 3,85 + 0,04 pg cm™ pri



Rezultati in diskusija

396,152 nm se dobro ujemata. Za preverjanje tocnosti doloc¢itev aluminija z ICP-OES sem
istemu &aju dodal tudi 2,00 + 0,02 pg cm™ in 4,00 + 0,04 pg cm™ aluminija. Ujemanje med
pri¢akovano in izmerjeno vrednostjo v teh vzorcih je bilo med 100 in 102 % pri obeh
emisijskih ¢rtah aluminija. Na osnovi teh podatkov sem se odlocil, da bom meril aluminij
pri valovni dolzini 396,152 nm zaradi boljSega razmerja med signalom in Sumom (S/N).
Pri koncentraciji aluminija 1 mg cm™ je pri &rti 396,152 nm vrednost S/N 32, pri &rti
309,278 nm pa 6.

Da bi dolocil vpliv eluentov, ki sem jih uporabljal pri kromatografskih locbah, na
ucinkovitost razprSevanja in posledi¢no na to¢nost dolocitve koncentracije aluminija z
ICP-OES, sem koncentracijo aluminija v frakcijah, eluiranih s kromatografskih kolon,
dolocil z in brez uporabe internega standarda. Znano je, da itrij kot interni standard
(10 pgem™ Y) udinkovito kompenzira matri¢ne vplive. Izkazalo se je, da so bile
koncentracije aluminija v frakcijah, lo¢enih na FPLC kolonah, okoli 20 % niZje, ¢e nisem
uporabljal internega standarda. Pri uporabi internega standarda sem pri vzorcih z znano
dodano mnozino aluminija (frakcije po kolonski lo¢bi) dobil ujemanje med pricakovano in
izmerjeno vrednostjo med 99-101 %. Vpliv TRIS pufra, ki sem ga uporabil kot eluent pri
lo¢bi na VIK, je bil pri dolocitvi aluminija v lo¢enih frakcijah na ICP-OES sicer majhen
vendar sem za zanesljivo dolocitev aluminija po kromatografskih lo¢bah vseeno uporabljal

itrij.

Tocnost dolocitve aluminija v listih ¢aja z mikrovalovnim razkrojem sem preveril z
uporabo referencnega materiala Standard Reference Material 1573a (Trace Elements in
Tomato Leaves, NIST, Gaithersburg, ZDA). Dolocitev aluminija sem opravil v Sestih
paralelnih dolocitvah. Izmerjena vrednost (povprecje Sestih paralelnih dolocitev) 606 + 10
mg kg se je dobro ujemala s certificirano vrednostjo 598 + 12 mg kg™'. Meja zaznavnosti

za doloGitev aluminija v listih &aja je bila 1,5 mg kg™, ponovljivost merjenja pa 0,5 %.
Celotne koncentracije aluminija v ¢aju in pH Cajev

Pred speciacijsko analizo sem dolocil celotno koncentracijo aluminija v listih in
ekstraktih Cajev ter izmeril pH ekstraktov Sestih ¢rnih, dveh rdecih in dveh zelenih Cajev

katerih poreklo je bilo kitajsko, indijsko, japonsko, nepalsko, Srilansko in kenijsko.
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Celotne koncentracije aluminija v listih in ekstraktih ¢ajev so podane v tabeli 9.
Celotna koncentracija aluminija v listih Gaja je bila med 187-1199 mg kg™'. Najvigjo
koncentracijo sem dolo¢il v listih kitajskega rdecega cCaja oolong se chung
(1199 + 60 mg kg™), najniZjo pa v indijskem &rnem &aju assam dirial (187 + 10 mg kg™).
Ker gre za isto rastlino, na koncentracijo aluminija v listih vpliva predvsem prst, na kateri
rastlina raste, in starost listov ¢aja ob obiranju. Podobne koncentracije aluminija v listih

¢aja so bile objavljene tudi v literaturi

pH ekstraktov vseh cajev je bil okoli 5,5. Koncentracije aluminija v ekstraktih cajev so bile
med 0,5-4 mg dm®. Najvi§jo koncentracija aluminija sem dolo&il v ekstraktu japonskega
kitajskem rdeCem caju Pu-Erh in kitajskem zelenem China gunpowder temple of heaven
(0,7 £ 0,1 mg dm™). Tudi te vrednosti so podobne vrednostim, objavljenim v literaturi. Iz tabele
2 je razvidno, da neposredne povezave med koncentracijo aluminija v listih ¢aja in v ekstraktu
Caja ni. Iz tega lahko sklepam, da je koncentracija aluminija v ekstraktu ¢aja odvisna tudi od ¢asa
ekstrakcije ter narave aluminijevih zvrsti, ki so prisotne v listih. Glede na to, da sta bila med
analiziranimi ¢aji samo dva iz iste province (yunnan in pu-erh), ni mogoce ugotavljati korelacije
med vsebnostjo aluminija in geografskim poreklom, Ceprav je iz tabele razvidno, da so
koncentracije aluminija v listih in v ekstraktih pri obeh ¢ajih med nizjimi. »Bancha« pomeni v
japons&ini pozna trgatev. Visoke koncentracije aluminija v listh (980+ 50 mgkg™) in v
ckstraktu tega Gaja (3,8 + 0,3 mg dm™) se ujemajo s podatki iz literature, skladajo pa se tudi s

tem, da se s starostjo koncentracija aluminija v listih ¢aja povecuje.

Tabela 2: Celotne koncentracije aluminija v listih in v ekstraktu c¢ajev; koncentracije
aluminija sem dolo¢il z ICP-OES; rezultati podajajo povprecje treh paralelnih dolocitev s

standardnim odklonom merjenja.

Vzorec Celotni aluminij v | Celotni  aluminij \

Gajnih listi (mg kg™) | ekstraktu &aja (mg dm™)

Golden Nepal (¢rni ¢aj) 220+ 10 14+0.1

Kenya gfop Marinyn

e 288 +20 2,7+0,3
(¢rni ¢aj)
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Keemun (¢rni ¢aj) 578 4+ 25 1.6+0.1
Ceylon opl Kenilworth

e e 662 +33 2,7+0,3
(¢rni ¢aj)
Assam tgfop-1 Dirial

e 187+ 10 1,7+0,2
(¢rni ¢aj)
Yunnan (Crni ¢aj) 248 + 10 12+0.1
China Gunpowder
Temple of Heaven 692 + 35 0,7+0,1
(zeleni Caj)
Bancha (zeleni ¢aj) 980 + 50 384023
Pu-Erh (rdeci ¢aj) 371 + 20 0740,
China Oolong Sechung

o 1199 + 60 2,7+0,2

(rdeci ¢aj)

Porazdelitev aluminijevih zvrsti v ekstraktih ¢aja na VIK koloni

Tris-HCI se uporablja kot primeren eluent za analizo aluminijevih zvrsti v ekstraktih caja.
Ker je bil pH vecine ekstraktov ¢ajev okoli 5,5 (5,5 = 0,2), sem tudi Tris-HCI s
koncentracijo 0,05 mol dm™ pripravil pri tem pH. Da bi prepre¢il morebitno nespecifi¢no
adsorbcijo in desorbcijo aluminijevih zvrsti na koloni, sem ionsko mo¢ eluenta povecal z
dodatkom NaCl (0,15 mol dm™). Aluminij sem dologal v logenih frakcijah po 0,9 cm’ z
ICP-OES, kromatografsko lo¢bo pa sem spremljal z UV detektorjem pri valovni dolzini
278 nm. Absorpcija pri tej valovni dolzini je znacilna za spojine, ki vsebujejo aminokisline
in aromatske obroc¢e. Razlog za izbiro te valovne dolZine niso samo aromatski polifenoli,
ki so prisotni v ekstraktih Caja, ampak tudi dejstvo, da sem v nadaljevanju Studiral
pretvorbo aluminijevih zvrsti v ekstraktu ¢aja z mlekom, kjer so prisotni proteini (ki so
sestavljeni iz aminokislin). Znacilen kromatogram ekstrakta caja prikazuje slika 2.
Razvidno je, da se je 20 % aluminija eluiralo pri retencijskem volumnu med 14,9 cm’ in
16,7 cm’. Preostali aluminij se je mo&no adsorbiral na kolono. Zaporedne logbe so

pokazale, da adsorbirane aluminijeve zvrsti ne motijo naslednjih dolocitev. Kolono sem
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umeril z meSanico standardnih proteinov. Retencijski volumen, pri katerem so se eluirale
aluminijeve zvrsti, ustreza molekulskim masam med 4600 Da in 2100 Da z maksimumom
pri 3800 Da. Kromatogrami ostalih ekstraktov ¢ajev so bili podobni, delez eluiranega
aluminija pa je bil med 11 % £ 2 % in 36 % + 4 % (podatki so zbrani v prvem stolpcu v
tabeli 10). Najvecji delez aluminija se je eluiral pri nepalskem ¢rnem ¢aju golden nepal (36
eluiranega aluminija se ujemajo s tistimi, ki so objavljeni v literaturi. Tako je na primer
Lund s sod. objavil, da se pri analizi ekstrakta ¢aja 24 % aluminija eluira z VIK kolone pri
retencijskem volumnu, ki ustreza molekulski masi med 4000 Da in 6500 Da, preostanek pa
se adsorbira na polnilo kolone. Ker ima VIK kolona optimalno podrocje loCevanja pri
molskih masah med 3000 Da in 70000 Da, je razlika v molskih masah eluiranih zvrsti med
mojimi rezultati in rezultati, opisanimi v literaturi, v obmocju eksperimentalne napake.
Glede na to, da so nekateri avtorji porocali, da so v Caju prisotni tudi aluminijevi
kompleksi z organskimi kislinami, me je zanimalo, pri katerem retencijskem volumnu se
le-ti eluirajo s kolone. Zato sem pripravil standardni raztopini aluminijevega citrata (5 mg
dm™ Al, pH 5,5) in aluminijevega oksalata (5 mg dm™ Al, pH 5,5). Ko sem injiciral
aluminijev citrat, se je aluminij kvantitativno eluiral pri retencijskem volumnu med 14,9
cm’ in 16,7 cm’, pri injiciranju oksalata pa se je aluminij vezal na kolono in se ni eluiral.
Naredil sem Se poskus, pri katerem sem ekstraktu c¢aja dodal standardno raztopino
aluminijevega citrata (5 mg dm> Al pH 5,5). Aluminij se je eluiral pri retencijskem
volumnu med 14,9 cm’ in 16,7 cm’, povetanje koncentracije aluminija pa je bilo
sorazmerno dodatku. Ti rezultati kazejo, da VIK kolona ni dovolj selektivna za natancno

doloc¢itev molekulskih mas teh aluminijevih zvrsti.
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Slika 2: Porazdelitev aluminijevih zvrsti v €aju keemun na VIK z UV in ICP-OES
detekcijo. Stolpci predstavljajo delez aluminija, locenega na koloni (povprecje treh

paralelnih doloditev), ¢rta pa predstavlja odziv UV detektorja (relativna absorbanca pri

278 nm).
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Porazdelitev aluminijevih zvrsti v ekstraktu ¢aja na Mono Q FPLC koloni

Aluminijeve zvrsti v ekstraktu ¢aja sem preuceval tudi na anionsko izmenjalni Mono Q
FPLC koloni. Ker sem glede na rezultate analiz ekstraktov ¢aja na VIK koloni predvideval,
da so v Caju prisotni tudi aluminijevi kompleksi z organskimi kislinami, sem uporabil
postopek, ki je omogocal uspeSno lo€itev negativno nabitih aluminijevih zvrsti na FPLC
koloni. Ker eluent vsebuje nitratni ion, ki v UV podro¢ju mocno absorbira, UV detekcija ni
bila mogoca. V locenih frakcijah sem aluminij dolocal z ICP-OES. Znacilen kromatogram
¢aja je predstavljen na sliki 3. Razvidno je, da se 24 % celotnega aluminija eluira med 3,5
cm’ in 4,5 cm’. Preostanek aluminija se mo&no veZe na polnilo kolone. S ponovitvami
analiz sem ugotovil, da aluminij, ki se je vezal na polnilo kolone, ni motil nadaljnjih analiz.
Retencijski volumen eluiranih aluminijevih zvrsti ustreza negativnemu kompleksu Al-
citrata. Da bi lahko identificiral ligand, ki veze aluminij, sem z ES-MS-MS analiziral
frakcije, ki so vsebovale aluminij. Na sliki 9 sta masna in MS-MS spektra standardnih
raztopin Al-citrata in Al-oksalata. Znacilni masi m/z sta pri citratu 191 in pri oksalatu 89, v
MS-MS spektru so pri citratu prisotni m/z 111, 87 in 85 ter pri oksalatu 89 in 61. Masni
spekter frakcije caja in MS-MS analiza sta predstavljena na sliki 7B. V masnem spektru
frakcije med 3,5 cm’ in 4 cm’ je prisoten zna&ilen vrh m/z 191. V spektru njegovih
hc¢erinskih ionov so prisotni ioni znacilnih m/z 111, 87 in 85, kar potrjuje, da je ligand, ki
veze aluminij, citrat. MS analiza slepega vzorca je pokazala, da ioni z m/z 162, 163, 169,
173, 176, 179, 188, 196, 210, 213 in 226 izhajajo iz eluentov, ki sem jih uporabljal pri ES-
MS-MS in FPLC analizah. Ker v masnem spektru ni bilo prisotnih drugih mas, sem lahko
sklepal, da je citrat edini ligand, ki veze aluminijeve ione v tej frakciji. Enak spekter sem
dobil pri analizi frakcije, ki se je eluirala med 4,0 cm® in 4,5 cm’, kar tudi potrjuje
prisotnost citrata. Analize preostalih ekstraktov ¢aja z Mono Q FPLC — ICP-OES so dale
kromatograme enakih oblik, delez aluminija, ki se je eluiral s kolone, pa je bil med 10 % =+
2 % in 34 % + 4 %. Z ES-MS-MS analizami sem v frakcijah, ki so vsebovale aluminij, pri
ekstraktih vseh ¢ajev potrdil prisotnost citrata. 1z rezultatov lahko sklepam, da je delez
aluminija, vezanega na citrat, v ekstraktih ¢aja med 10 % = 2 % in 34 % + 4 %. Najvecji
delez Al-citrata sem dolocil v nepalskem ¢rnem caju golden nepal (34 % + 4 %),

najnizjega pa pri kitajskem rdecem ¢aju pu-erh (10 % + 2 %).
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Slika 3 A: Porazdelitev aluminijevih zvrsti ¢aja keemun na anionsko izmenjalni Mono Q
FPLC z ICP-OES detekcijo (povprecje 3 paralelnih dolocitev). B: ES-MS spekter frakcije,

ki se je eluirala med 3,5 cm’ in 4 cm’ in spekter héerinskih ionov iona m/z 191.
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Slika 4: Slika spektrov za standardne raztopine Al-oksalata in héerinskih ionov fragmenta

m/z 89 (M-H) (A) ter Al-citrata in hcerinskih ionov m/z 191(M-H) (B).
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Primerjava speciacijskih analiz na obeh kromatografskih kolonah

Primerjal sem rezultate speciacijskih analiz ekstraktov ¢ajev na VIK in FPLC kolonah.
Podatki so zbrani v tabeli 3. Iz tabele je razvidno, da se je v ekstraktih Caja eluiral enak
delez aluminijevih zvrsti z VIK in anionsko izmenjalne Mono Q FPLC kolone. S
kombinacijo speciacijske analize anionsko izmenjalne Mono Q FPLC-ICP-OES in
ES-MS-MS sem dokazal, da je aluminijeva zvrst v ekstraktih Cajev negativno nabiti
kompleks Al-citrata. Glede na to, da je delez eluiranega aluminija z VIK kolone enak
delezu na FPLC koloni in da je retencijski volumen negativnega Al-citrata na VIK koloni
identi¢en, lahko sklepam, da je tudi zvrst, ki se je eluirala z VIK kolone, negativni
kompleks Al-citrata, kljub temu, da retencijski volumen kaze na zvrst z molsko maso med
4600 Da in 2100 Da. VIK kolona torej ni dovolj selektivna za doloc¢itev molekulskih mas
NM-AI zvrsti. Aluminijeve zvrsti, ki se niso eluirale z VIK in FPLC kolon, so se mo¢no
vezale na kolono. Delez aluminija, vezan na te zvrsti, je bil med 65 % in 90 %. Z
razpolozljivimi analiznimi tehnikami jih nisem mogel identificirati. Na osnovi podatkov iz
literature lahko sklepam, da je aluminij vezan na fenolne zvrsti, saj le-te predstavljajo 40 %
suhe snovi v ekstraktu ¢aja. Tudi NMR S$tudije v listih ¢aja so potrdile komplekse aluminija
s fenolnimi spojinami. Iz tabele 3 je razvidno tudi, da sta deleza Al-citrata najnizja v obeh
¢ajih, ki izvirata iz pokrajine Yunnan (yunnan 13 % + 2 % in pu-eth 10 % + 2 %).
Rezultati NMR S$tudij kaZejo, da se aluminijevi kompleksi z organskimi kislinami v listih
pojavijo po dolocenem c¢asu, v mladih listih pa jih ni. Zato bi lahko sklepal, da je bila
starost listov ¢ajev golden nepal, china gunpowder in bancha v ¢asu obiranja visja kot pri
ostalih. To vsekakor drZi za bancha (bancha - pozna trgatev). Glede na to, da je Al-citrat
ena izmed najbolj bioloSko dostopnih oblik aluminija, sem v tabeli 4 podal koncentracije
aluminija, vezanega v obliki citrata, v ekstraktih ¢ajev. Razvidno je, da vsebuje najvec
aluminija v obliki citrata (0,99 mg dm™ + 0,14 mg dm™) ekstrakt ¢aja bancha, najmanj pa

(0,07 mg dm™ + 0,02 mg dm™) rdedi &aj pu erh.
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Tabela 3. Delez NM-AI zvrsti, doloCenih z VIK-UV-ICP-OES, in negativno nabitega
Al-citrata, doloCenega z anionsko izmenjalno Mono Q FPLC-ICP-OES. Rezultati so

podani kot povprecne vrednosti treh paralelnih dolocitev skupaj s standarnim odklonom.

Vzorec Delez NM-ALI | Delez negativno | Razlika (%)
zvrsti, doloCenih z | nabitega Al-citrat
VIK-UV-ICP-OES | kompleksa,
(%) dolocenega z
anionsko izmenjalno
FPLC-ICP-OES (%)
Golden Nepal (€rni
‘ 36 +4 34+4 2+6
Caj)
Kenya gfop Marinyn
?] g P Y 22+3 19+3 3+4
(¢rni ¢aj)
Keemun (¢rni ¢aj) 20+3 2443 4+£4
Ceylon opl
y. ) p 17+3 19+3 2+4
Kenilworth (¢rni ¢aj)
Assam tgfop-1 Dirial
o 17+3 14+2 3+4
(¢rni ¢aj)
Yunnan (¢rni €aj) 14+2 13+2 1+3
China  Gunpowder
Temple of Heaven 29+3 27+3 2+4
(zeleni ¢aj)
Bancha (zeleni ¢aj) 26+3 26+3 0+4
Pu-Erh (rdeci ¢aj) 11+2 10+2 1+3
China Oolong
2343 20+ 3 3+4
Sechung (rdeci ¢aj)
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Tabela 4. Koncentracije aluminija, vezanega v obliki citrata, v ekstraktih ¢ajev, dolocene z
Mono Q FPLC-ICP-OES. Rezultati so podani kot povpre¢je treh paralelnih dolocitev

skupaj s standarnim odklonom.

Vzorec Koncentracija aluminija, vezanega v obliki
negativno nabitega Al-citrat kompleksa (mg

dm™) (dologen z Mono Q FPLC-ICP-OES)

Golden Nepal (¢rni ¢aj) 0,48 + 0,06
Kenya gfop Marinyn (¢rni ¢aj) 0,51 +0,10
Keemun (¢rni ¢aj) 0,38 + 0,05
Ceylon opl Kenilworth (¢rni ¢aj) 0,51 +0,10
Assam tgfop-1 Dirial (Crni ¢aj) 0,23 +0,04
Yunnan (Crni ¢aj) 0,16 +£ 0,03
China Gunpowder Temple of Heaven

(zeleni ¢aj) 019003
Bancha (zeleni ¢aj) 0,99 +£0,14
Pu-Erh (rdeci ¢aj) 0,07 + 0,02
China Oolong Sechung (rdeci ¢aj) 0,54 +0,17

Porazdelitev aluminijevih zvrsti v ekstraktu ¢aja na Mono S FPLC koloni

Studiral sem tudi lo¢bo aluminijevih zvrsti v ekstraktih ajev na kationsko izmenjalni
Mono S FPLC koloni. Uporabil sem postopek, ki je omogocal uspesno loCevanje pozitivno
nabitih aluminijevih zvrsti. Aluminij sem v loCenih frakcijah dolocal z ICP-OES. Izkazalo
se je, da so v ekstraktih ¢ajev prisotne samo negativne in nevtralne aluminijeve zvrsti, saj

se je celoten aluminij eluiral s fronto topila (med 0,5 cm® in 1,5 cm’).



Rezultati in diskusija

Aluminijeve zvrsti v ¢aju z mlekom

Da bi ugotovil, kaj se zgodi z aluminijevimi zvrstmi, ko v ¢aj dodamo mleko, sem v
25 cm® ekstrakta ¢aja dodal po 0,2, 0,5, 1,2 in 5 cm’ toplotno obdelanega mleka (UVT
mleko). Uporabil sem VIK kolono, aluminij sem dolocal v lo¢enih frakcijah z ICP-OES,
kromatografski lo¢bi pa je sledila UV detekcija pri valovni dolZini 278 nm. S
povecevanjem volumna mleka se je delez aluminija, ki se je eluiral s kolone, povecal. Pri
dodatku veg kot 1 cm® mleka pa je ta dele postal konstanten. Tudi kromatogrami so bili
enaki. Zato sem v nadaljevanju dodal v ekstrakt ¢aja 1 cm’® mleka. Tipi¢en kromatogram
ekstrakta ¢aja z mlekom (keemun ¢rni ¢aj) je predstavljen na sliki SA. Razvidno je, da se je
20 % aluminija eluiralo pri retencijskem volumnu med 14,9 cm’ in 16,3 cm’, medtem ko se
je 58 % aluminija eluiralo pri retencijskem volumnu med 5,9 cm’ in 9,5 cm’. Preostali
aluminij (22 %) se je mocno vezal na polnilo kolone. Zaporedne analize so pokazale, da
aluminij, ki se je adsorbiral na kolono, ni motil naslednjih lo¢b. Glede na retencijske
volumne bi sklepal, da se med 14,9 cm’ in 16,3 cm’ eluirajo zvrsti, ki imajo molekulske
mase med 4600 Da in 2100 Da, vendar sem z drugimi analizami dokazal, da je ta zvrst Al-
citrat (poglavije 0). Med 5,9 cm’ in 9,5 cm’ se eluirajo spojine, ki imajo molekulsko maso
vecjo od 70 kDa. To frakcijo sem analiziral s SDS-PAGE. Rezultat predstavlja slika 5B. Iz
slike je razvidno, da je aluminij, ki se je eluiral v tej frakciji, vezan na proteine, ki imajo
molekulske mase med 25 kDa in 35 kDa. Glede na retencijski volumen eluiranih zvrsti na
VIK koloni, ki ustreza masi 70 kDa, lahko sklepam, da so proteini v skupkih koloidnih
delcev. Kazeini sestavljajo ve€ino mlecnih proteinov (okoli 80 %), njihove molekulske
mase so med 19 in 25 kDa. Pri toplotni obdelavi, katere cilj je trajno mleko, pride do
cepitve nekaterih kazeinov in spojitve z drugimi, zato je molekulska masa kazeinov v
trajnem mleku nekoliko visja (med 25 in 35 kDa). S SDS-PAGE sem dolocil, da je
molekulska masa proteinov, na katere je bil vezan aluminij, med 25 in 35 kDa, kar ustreza
kazeinom v toplotno obdelanem mleku. Za kazeine je znano, da s kalcijevimi in fosfatnimi
ioni tvorijo kompleks, ki ga imenujemo micel. Zaradi tvorbe micelija sem z VIK kolone
razbral precej vis§jo molekulsko maso teh proteinov. Na osnovi rezultatov speciacijskih
analiz lahko trdim, da se znaten delez aluminija ali aluminijevih zvrsti v ekstraktu Caja z
dodatkom mleka vklju¢i v micelij mlecnih proteinov. Porazdelitev aluminijevih zvrsti v
ekstraktih ¢aja z mlekom je predstavljena v tabeli 13. Ce primerjamo te podatke s podatki

ekstraktov ¢ajev iz tabele 10, vidimo, da se je delez aluminija, ki se eluira s kolone, precej
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povecal in je med 70 % + 4 % pri japonskem zelenem caju bancha in 90 % + 4 % pri
kenijskem ¢rnem caju kenya gfop marinyn. Delez aluminija, ki je vezan na proteine, je

med 40 % + 3 % in 70 % + 4 %, medtem ko je deleZ aluminija v NM-Al kompleksih med 9

ey

evee

primerjavo podatkov iz tabel 2 in 5, sem ugotovil, da se delez NM-Al zvrsti (aluminijevega
citrata) v ekstraktih ¢ajev po dodatku mleka ne spremeni. To kaze, da so NM-Al zvrsti v
ekstraktu caja stabilne in se aluminij, ki je nanje vezan, ne pretvori v proteinske
komplekse. Proteini najverjetneje kompleksirajo del aluminijevih zvrsti s fenolnimi
spojinami, ki se v ekstraktu ¢aja ne eluirajo s kolone. Ta rezultat se ujema z ugotovitvijo,
da je ¢aj z mlekom lazje prebavljiv, ker se fenolne spojine vezejo na proteine in se tako
lazje prebavijo. V mleku so fosfati, ki preprecujejo aluminijevo absorpcijo v telo, in
beljakovine, ki pospeSujejo vnos aluminija v telo. Zato bi bile potrebne nadaljnje
raziskave, da bi ugotovil, kako je z dostopnostjo aluminijevih zvrsti v ekstraktu Caja z

mlekom.
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Slika 5: Porazdelitev aluminijevih zvrsti v ekstraktu ¢aja keemun z mlekom na VIK koloni
z UV in ICP-OES detekcijo. Stolpci predstavljajo delez celotnega aluminija, ki se je loc¢il
na koloni, ¢rta pa predstavlja odziv UV detektorja (relativna absorbanca pri 278 nm). B:
SDS-PAGE proteinov po kromatografski locbi ¢aja z mlekom. Analizo sem opravil v treh

paralelnih dolocitvah.
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Tabela 5: Porazdelitev aluminijevih zvrsti v &aju z mlekom (25 cm® ekstrakta ¢aja + 1 cm’
mleka) na VIK koloni z UV in ICP-OES detekcijo. Rezultati podani kot so povprecje treh

paralelnih dolocitev skupaj s standarnim odklonom.

Vzorec Delez aluminija | Delez  aluminija, | Delez aluminija,
vezanega na | vezanega na NM | eluiranega s
proteine (%) zvrsti (%) kolone (%)

Golden Nepal (Crni ¢aj) 50+3 39+3 89 +4
Kenya gfop Marinyn
.y .g b Y 69+4 21+2 90 + 4
(¢rni ¢aj)
Keemun (¢rni ¢aj) 58+4 19+2 77+ 4
Ceylon opl Kenilworth
66 + 4 2242 88 +4
(¢rni ¢aj)
Assam tgfop-1 Dirial
o 62+4 16 +2 78 + 4
(¢rni ¢aj)
Yunnan (¢rni ¢aj) 69+4 162 85+ 4
China Gunpowder
Temple of Heaven 57+3 32+£3 89+ 4
(zeleni Caj)
Bancha (zeleni ¢aj) 40+3 30+£3 70 £ 4
Pu-Erh (rdeci ¢aj) 70+ 4 9+2 79 £ 4
China Oolong Sechung
o 48 +3 27+2 75+ 4
(rdeci ¢aj)
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Aluminijeve zvrsti v ekstraktu ¢aja z limono

Limonin sok je precej pogost dodatek zeliS¢nim, zelenim in tudi ostalim cajem. Vsebuje
veliko snovi, ki lahko tvorijo komplekse z aluminijem (npr. organske kisline, flavinoidi).
Kljub temu je najverjetneje, da aluminij tvori komplekse s citronsko kislino (zaradi visoke
konstante vezave in zaradi visoke koncentracije citronske kisline v limoninem soku (0,22
mol dm”. Pretvorbo aluminijevih zvrsti v ekstraktu &aja z limono sem preuceval tako, da

3 3 citronske kisline ali 1 ¢cm’ filtriranega

sem v 25 cm’ &aja dodal 1 cm® 0,22 mol dm’
limoninega soka. Ligand, ki je vezal aluminij, sem identificiral z ES-MS-MS. Po dodatku
citronske kisline ali limoninega soka se je pH ekstrakta ¢aja znizal na 3. Pri preliminarnih
analizah se je izkazalo, da se rezultati, dobljeni z limoninim sokom in citronsko kislino,
niso bistveno razlikovali. Zaradi lazje kontrole pogojev sem nadaljnje analize aluminijevih
zvrsti v ekstraktu Caja izvajal z dodatkom citronske kisline. Rezultati meritev so
predstavljeni v tabeli 6. Dodatek citronske kisline ni vplival na retencijski volumen
aluminijevih zvrsti, ki so se eluirale s kolone v frakciji med 3,5 cm’ in 4,5 cm’. Delez
negativno nabitega Al-citrata se je povecal le v ekstraktih Stirih ¢rnih ¢ajev, pri ostalih pa
je ostal enak. Glede na to, da citrat pospesuje absorpcijo aluminija v telo, lahko sklepam,
da pitje ¢rnih Cajev ¢loveku poveca dostopnost aluminija. Pri ostalih ¢ajih lahko povecana
koncentracija citronske kisline v ekstraktu v procesih prebave, ko se razgradijo aluminijevi

kompleksi povzroci tvorbo Al-citrata, ki poveca absorbcijo aluminija v telo. Vsekakor pa

je ta predvidevanja potrebno potrditi z dodatnimi eksperimenti.
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Tabela 6: Porazdelitev aluminijevih zvrsti v ¢aju in v ¢aju z dodatkom citronske kisline (25
cm’ &aja + 1 cm’ 0,22 mol dm™ citronske kisline) na anionsko izmenjalni Mono Q FPLC
koloni z ICP-OES detekcijo. Rezultati predstavljajo povprecje treh paralelnih dolocCitev s

standarnim odklonom

Vzorec DeleZ negativno nabitega | Delez negativno
Al-citrat kompleksa v | nabitega Al-citrat
caju (%) kompleksa v c¢aju s

citronsko kislino (%)

Golden Nepal (€rni ¢aj) 34+4 29+4
Kenya gfop Marinyn (¢rni ¢aj) 19+3 20+3
Keemun (¢rni ¢aj) 24 +£3 42 £5
Ceylon opl Kenilworth (Erni
. 19+3 29+3

¢aj)
Assam tgfop-1 Dirial (Crni ¢aj) 14+£2 28 +4
Yunnan (Crni ¢aj) 13+£2 2543
China Gunpowder Temple of

27+3 27+3
Heaven (zeleni ¢aj)
Bancha (zeleni ¢aj) 26+3 25+3
Pu-Erh (rdeci ¢aj) 10+£2 11+£2
China Oolong Sechung (rdeci

20+ 3 25+3

¢aj)

3. Zakljucéek

Pri Studiju aluminijevih zvrsti v ekstraktih pravih ¢ajev sem preuceval ¢rne, zelene in
rdede Gaje. Koncentracije aluminija v ekstraktu ajev so bile med 0,5 mg dm™ in 4 mg dm™. S

kombinacijo VIK in anionsko izmenjalne FPLC z ICP-OES detekcijo sem ugotovil, da se 10-
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35% celotnega aluminija eluira pri retencijskem volumnu, ki je znacilen za negativno nabit
kompleks Al-citrata. Preostali aluminij, ki se je moc¢no adsorbiral na nosilce kolon, je
najverjetneje vezan na fenolne spojine. ES-MS-MS analize frakcij, ki so vsebovale aluminij in
so se eluirale s FPLC kolone, so potrdile prisotnost citrata. Dokazal sem, da VIK kolona ni
dovolj selektivna, saj sem na osnovi retencijskega volumna eluiranih aluminijevih zvrsti v
ekstraktih cajev dolocil mase med 4,6 kDa in 2,1 kDa, vendar se je pri istem retencijskem
volumnu eluiral tudi Al-citrat. Tako lahko zaklju¢im, da so tudi podatki iz literature, kjer so
drugi raziskovalci na VIK kolonah dolo¢ili podobne molekulske mase aluminijevih zvrsti v
¢ajih, vprasljivi. Dodatek mleka v ekstrakt Cajev je spremenil porazdelitev aluminijevih zvrsti.
Rezultati na osnovi VIK z ICP-OES in UV detekcijo so pokazali, da je 40-70 % aluminija
okludiranega v mle¢ne proteine, medtem ko se mnozina Al-citrata ni spremenila. SDS-PAGE
proteinske frakcije, ki je vsebovala aluminij in se je eluirala z VIK kolone, je pokazala, da je
aluminij najverjetneje vezan na mlec¢ne kazeine (25 kDa do 35 kDa). Dodatek limone v
ekstrakte ¢ajev in analiza z anionsko izmenjalno FPLC-ICP-OES in ES-MS-MS je pokazala,
da ostane delez negativno nabitega Al-citrata enak pri zelenih in rdecih ¢ajih, pri ekstraktih
¢rnih Cajev pa se poveca. Te ugotovitve kazejo, da se bioloSka dostopnost aluminija v
ekstraktih ¢ajev lahko poveca, ko pijemo ¢aj z mlekom, in tudi, ko pijemo ¢aj z limono. Da bi

potrdili ta predvidevanja, pa so vsekakor potrebne nadaljnje raziskave.
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2. Analizne metode

2.4. Primerjava ekstrakcijskih metod za dolo¢anje organokositrovih spojin v sedimentih
in Skoljkah v morskem okolju

Tadeja Milivojevi¢ Nemani¢
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Fakultetna komentorica: Lucija Zupanci¢ Kralj, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo
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Organokositrove spojine (OKS) spadajo med ene najbolj strupenih antropogenih
snovi, vnesenih v okolje. Njihova uporaba je zafela naraScati po letu 1950, ko so
spoznali fungicidne in biocidne lastnosti trisubstituiranih OKS.

Za dolocanje OKS se najpogosteje uporablja plinska kromatografija, saj omogoca
odli¢cno lo¢bo z uporabo razlicnih selektivnih detektorjev. V analizi OKS sta najbolj
kriti¢na koraka ekstrakcija in derivatizacija.

V delu predstavljam primerjavo razli¢nih ekstrakcijskih postopkov za doloCanje
OKS v morskih sedimentih in Skoljkah, ki jim je sledila derivatizacija z natrijevim
tetraetil boratom (NaBEts) in loc¢ba ter detekcija s plinsko kromatografijo in masno
spektrometrijo (GC-MSD). Primerjali in optimizirali smo razlicna topila (ocetno
kislino, metanol, HCl v metanolu, tetrametil amonijev hidroksid (TMAH)), nacine
ekstrakcije (mehansko stresanje ter ultrazvocno in mikrovalovno ekstrakcijo), ¢as in
temperaturo ekstrakcije.

Predstavljeni so tudi rezultati monitoringa OKS v slovenskem delu Jadranskega
morja v ¢asu od leta 2000-2005.

Kljucne besede: organokositrove spojine; ekstrakcijski postopki; GC-MSD, monitoring
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2.4. Comparison of various extraction methods for the determination of organotin
compounds in sediments and mussels from the marine environment
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Organotin (OT) compounds are some of the most toxic substances that were
over anthropogenically introduced into the environment. Their widespread use started
after 1950 when the fungicidal and biocidal activity of triorganotins was recognized.

Gas chromatography in combination with various selective detectors is
commonly used for the determination of OTs. The most critical steps in the analytical
procedure are extraction and derivatization.

The aim of our work was to compare different extraction procedures for the
determination of OTs in sediment and mussels from the marine environment. Certified
reference material PACS-2 was extracted under different conditions, derivatised with
sodium tetraethyl borate and extracted into iso-octane. Ethylated species were
determined by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Three extraction
solvents (acetic acid, a mixture of acetic acid with methanol and mixture of acetic acid,
methanol and water) and three extraction procedures (mechanical shaking, sonification
and microwave-assisted extraction) were critically evaluated.

In the present work also results from 5 years (2000-2005) OT monitoring of the
Slovenian part of the Adriatic sea are reported.

Keywords: organotin compounds, extraction procedures, GC-MSD, monitoring



Primerjava ekstrakcijskin metod
za doloCanje organokositrovih
spojin v sedimentih

in skoljkah v morskem okolju

Tadeja Milivojevic Nemanic

Janez Séancar, Radmila Milagic¢
Institute Jozef Stefan

Odsek za znanosti o okolju,
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Pregled

Splosno o organokositrovih spojinah (OKS)
Strupenost OKS in razgradnji procesi
Predstavitev dosedanjega dela

Analizni postopek

Ekstrakcijska shema

S-letni monitoring

Nadaljnje delo
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Splosno o organokositrovih spojinah (OKS)

= Organokovinske spojine

H truktura: R :alkilna (Me, Bu, Oc,...)
Struktura R ali arilna skupina (Ph)

| X : anionska skupina (Cl/,
/Sn tey F O OH, Ac )
R Kratica  Spojina

R TBT tributil kositer

DBT dibutil kositer
. MBT monobutil kositer

= Razvoj: T

. o TPhT trifenil kositer

[ | S|ntet|Z|rane 1852 DPhT difenil kositer
m proizvodnja po 1950 MPhT  monofenil kositer

odkritje biocidnih in fungicidnih lastnosti TOcT  trioktil kositer

DOcT dioktil kositer

MOcT monooktil kositer

TPrT tripropil kositer

02; 19.4.06



Proizvodnja in poraba OTC

Uporaba v industriji Funkcija oTC *
o y Stabilizator proti svetlobnem in R,SnX,, RSnX,
PVC stabilizatorji toplotnem razpadu R= Me, Bu, Oc
Zascitni premazi za .. R,SnX
ladje Biogld R= Bu, Ph
o Fungicid, insekticid, sredstvo proti R3SnX
Agrokemikalije prSicam, sredstvo proti gorenju R= Bu, Ph, Cy
Zascita lesa = 60 -
o
= 50
Sredstva za obdelavo S
stekla > 40 -
; ; 2 30
Zascita materialov 5
(kamen, usnje, papir) 8 20
.. . ©
Impregnacija tekstila é 10 -
Vzreja perutnine o
e 0 -
1950 1998 2000
leto

* Ref.: Hoch, M., Applied Geochemistry, 16, 2001, 719-743 02; 19.4.06



Zascitni premazi

» "Free associated paint”
(~2 leti)

m "Self polishing copolymer
system” (~ 5 let)

Free Association Paint

tteett et
© o ©

"-

© Biocide (dispersed in aresinous matrix)

The biocide leaches freely from the resinous matrix. The initial release is rapid
and uncontrolled. Subsequesnt release declines steadily fram the matrix such that the
anti-fouling performance of the paint diminishes with time

Self Polishing Copolymer System

1ttt
o. ittt

- [ ]
@ TN .
- ®

o TBT @ Copolymer Resin

At the paint surface, sea water hydrolyses the TBT copolymer bond and the
TET biocide and copolymer resin is slowly released at a controlled rate
A uniform anti-fouling performance is achieved throughout the lite of the paint,

w Zakaj so tako pomembni?
= prihranki pri gorivu

= daljSe obdobje razpolozljivosti plovil

02; 19.4.06




Zascitni premazi
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Zascitni premazi

02; 19.4.06



Strupenost TBT

Koncentracija v S
morski vodi  |IMEEE  Strupeni vplivi

= 1ng TBT/L N
= 10ng TBT /L .

= 100 ng TBT /L

Imposeks pri morskih
polzih

Zmanjsana rast in
anomalije pri skoljkah
ZmanjSana rast rib

OKS v morskih sesalcih in vodnih pticah

02; 19.4.06



Razgradnji procesi TBT

= Mikrobioloska in UV razgradnja:

TBT _. DBT _. MBT _. Sn(IV)

strupenost pada

--—

= Elementaren Sn in njegovi anorganski produkti so
praktiCno nestrupeni

= Razpolovna doba OTC:
= Vv vodi reda velikosti nekaj tednov

“ v sedimentih reda velikosti nekaj let

02; 19.4.06



Krozenje OTC v morskem okolju

\ i Photochemical degradation ﬁ
" ;

‘Pﬂzuqy '
S\l Biclogical : %ﬂﬁ)
Y degradation



Priprava vzorca in detekcija

Ekstrakcija
Derivatizacija:

= NaBH4 R, Sn¢#w*+ _ NaBH,H" = R SnH, +H,

= NaBEt4 R Sn¢4w+ _ NaBEt, =~ R SnFEt,

- R'MgX \
R, Sn#-m+ % , R,SnR",,

= Grignard
Separacija: Sopina
m GC n=1-3
X - halogen
= HPLC

» Selektivna detekcija:
= MSD, AAS, FID, ICP-MS, FPD, PFPD

02; 19.4.06
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Predstavitev dosedanjega dela

= Derivatizacija:
= Grignarjev reagent (PeMgBr)
= NaBEt,
®m Separacija in analiza:
= GC-MS
= GC-PFPD

= Monitoring (2000-2005):
= Vode
= Sedimenti
= Skoljke

02; 19.4.06
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Primerjava Grignarda in NaBEt,

Ekstrakcija
* ca. 0.5 g vzorca

*+ 0.05 % raztopina tropolona v MeOH

*+ konc. HCI
* LLE z DCM v razt. NaCl

il

Menjava topila
* + 1-2 ml izooktan
* izganjanje DCM s tokom N,,

Derivatization

*+ 1 ml PeMgBr, UZ
*+1MH,SO,

*LLE s heksanom

I
Cisc€enje
* koncentriranj s tokom N,
* CiSCenje s heksan:benzen 1:1
 koncentriranj s tokom N2

il

Loc¢ba in detekcija
« GC-MS/SIM

Ekstrakcija

*ca. 0.5 g vzorca
* LLE z 10 ml topilal

Derivatization in ekstrakcija

» 1-2 ml ekstrakta

*+ 100 mL acetatnega pufra
(pH=4.810.2)

*+ 0.5 mL NaBEt4 (2%)
*LLE v isooktan

I

Locba in detekcija

* GC-MS/SIM

Konc. v Skoljkanh,
ng/g s.s.

TBT DBT  MBT

Grignard 519 174 44
NaBEt4 442 113 56

02; 19.4.06
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LocCba in detekcija

" lzopotska sestava Sn = Retenzursk!vca_ls_l in = Pogoji snemanja
karakteristicni ioni
Masno Delez Spojina t_,, min m/z nacin injiciranja | "splitless"
o o
Stevilo (%) MBT 5,2 231, 233, 235 nosilni plin helij
116 14,31 TPrT 6,0 249, 251, 253 pretocna hitrost
117 7,61 DBT 71 250 261, 263 nosilnega plina 1,2 ml/min
118 24,03 temperatura
o 6 55 MPhT 8,3 251, 253, 255 injektorja 260°C
’ TBT 9,0 287, 289, 291
120 32 85 temperatura
’ MOcT 10,3 287, 289, 291 vmesnika 280°C
122 4,72 DPhT 136 299,301, 303 ionizacija z
e 124 5,94 DOCT 15.1 371, 373, 375 nacin ionizacije elektroni (El)
s ez mmmess TPRT 16,5 347,349, 351 energya
200000 ionizacije 70 eV
°°°°°°° TOcT 18,2 371, 373, 375
280000 napetost
o detektorja 1,4 kV
R T temperatura vira | 150°C
m  Masni spekter TBT
. Mm 02; 19.4.06 14
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Ekstrakcijska shema

optimizacija topila, naCina ekstrakcije, Casa in temperature

Sedimenti - Skoljke - Oznaka Ekstrakciia

topilo topilo ekstrakcije J

100 % ocetna kislina HCl v MeOH (0,1; 0,5; 1 M) M Ekstrakpua S
stresanjem

ocetna kislina: metanol = 3: 1 AcOH v MeOH (0,5; 5; 13 M) | UZ UItrazvoEna
ekstrakcije

ocetna kislina: metanol: voda TMAH (25 % vodna razt.) MW Ekstrakcija s pomocjo

=1:1:1

mikrovalov

PACS-2 Cert.vred.,

ng/g
MBT 600*
DBT 1047+64
BT 890+105

cRlyy Sk % eg%
MBT 10124189
DBT 785+61
TBT 900478

02; 19.4.06

15



Ekstrakcijska shema - sedimenti

Ekstrakcija Topilo Cas ekstrakcije
100% AcOH (A) 8, 16 ur
y AcOH:MeOH = 3:1 (B) 8, 16 ur X neustrezni izkoristki
20°C, AcOH:MeOH:H,O = 1:1:1(C) 8, 16 ur
100% AcOH (A) 0.5, 4) 3 ure
gozoc AcOH:MeOH = 3:1 (B) 0.5, 1, 3 ure
AcOH:MeOH:H,0 = 1:1:1(C) 0.5,1, 3 ure
100% AcOH (A) 3,6,10 min
%ZVC AcOH:MeOH = 3:1 (B) 3, 6,10 min DBT
AcOH:MeOH:H,0 = 1:1:1(C) 3,6, 10 min,
30{\
1200 -
1100 - C3
1000 -
900 -

UZ, 1 ura, 50°C; 100 % AcOH o o0 3 10 g, 2
Izkoristek, % = 7004 >
zkoristek, % g 600 ]

MBT 100 S 500 1
400
DBT 94 200 |
TBT 101 200 |
02 100 -
0
M u MW




|zkoristki ekstrakcij skoljk (%)

uz M

MW

1 ura, 50°C: 04, 0.5, 1M 0,1 M: 8, 16 ur
HCI 0.5M, 50°C:0.5,1,3,6ur 0,5M:8,16 ur
0.5 M, 1 ura: 25, 50, 70°C

0.1M, 50°C: 3, 10 min
0.1 M 90°C: 3, 10 min

1 ura,50°C: 0.5, 5,13 M 8, 16 ur 50°C: 3, 10 min

AcOH
90°C: 3, 10 min
1 ura, 50°C 8, 16 ur 50°C: 3, 10 min

TMAH
90°C: 3, 10 min

UZ, 1 ura, 50°C; 0.1 M HCI v MeOH
Izkoristek, %
MBT 88

DBT 100
TBT 93 02; 19.4.06
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Zakljucki Monitoring

® Moznost uporabe vseh ®m Piranski zaliv
metod: M, UZ, MW = 2000-2005

® Moznost uporabe vseh = sedimenti, S$koljke, vode
topil in vseh ekstrakcijskih = 8 tock

tehnik T e

» Najoptimalnej$a metoda: e

= ultrazvocCna ekstrakcija i

N




300+
¢ 250
. . 0 ML
Monitoring
;8:" 1501 mDBT
> 100- mTBT
. : g SEC VML
= Onesnazenje z OKS se je € 50
Zmanjéalo 07‘600 1.01 6.02 7.05 6.00 1.01 6.02 7.05 6.00 1.01 6.02 7.05
® Do vnosa OKS prihaja v “000.
marini ¢ 3500 ML PORT
@ PhTin OcT so pod alitknad &
mejo detekcije € 000 o
= Tezava v marini: tockasto % 1500 aTeT
. . g 10001 SEC
onesnazenje 8 50 r‘
oL 'lE‘Fd!-‘!—F
400 6.00 1.01 6.02 7.05 6.00 1.01 6.02 7.05 6.00 1.01 6.02 7.05
c 0 600,0-
%E’ 200 500,01
=2 3 | lIlML
MBT DBT TBT g 000] BT
8 300,0 mDBT
g 200,0- - mTBT
5 SEC VML
100,0
02
0,0+

6.00 1.01 6.02 7.05 6.00 1.01 6.02 7.05 6.00 1.01 6.02 7.05



Nadaljnje delo

» Vpeljava metode izotopskega razredCenja za OKS

02; 19.4.06
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za pozornost!
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Problemi /alternative?!?

ni dovolj efektivnih alternativnin produktov

nekontroliran "fouling" vodi v korozijo in s tem zmanjSano
varnost

man;jsi interval med barvanji — vecji stroski

nepoznano okoljsko tveganje zaradi uporabe alternativnih
premazov

zviSanje toplogrednih vplivov: emisija CO, bi se zvecala
za 0,03% *

. 02; 19.4.06 22
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1. Dan MR O-2, 19. april 2006
2. Analizne metode

2.5. Uporaba matri¢nih modifikatorjev za dolo¢anje Cd, Pb in As v sedimentih z
elektrotermicno atomsko absorpcijsko spektormetrijo

Simona Murko

Institutski mentor: Janez S¢andar
Fakultetni mentor: Janez Scancar, Mednarodna podiplomska Sola Jozefa Stefana

Optimizirali smo parametre za dolocanje kadmija, svinca in arzena v vzorcih
sedimentov z ETAAS z Zeemanovo korekcijo ozadja. Uporabili smo zaprt mikrovalovni
razkroj in meSanico kislin HNOs, HCI in HF. Fluoride smo kompleksirali s H;BOs. H;BOs je
povzrocila povecano hlapnost kadmija, svinca in arzena, kloridi v vzorcu pa so prispevali k
visokemu ozadju, ki ga ni bilo mozno kompenzirati z Zeemanovo korekcijo ozadja. Za to¢no
in ponovljivo merjenje kadmija, svinca in arzena smo preverili uporabnost razli¢nih matri¢nih
modifikatorjev in optimizirali parametre elektrotermi¢nega temperaturnega programa.
Uporabili smo dusikovo kislino (1:3) paladijev nitrat ter meSanico paladijevega in
magnezijevega nitrata. Optimizacijo postopka za vsak posamezen element smo opravili v
mesSanici kislin, ki smo jo uporabili pri mikrovalovnem razkroju in pri analizi certificiranih
referencnih materialov vzorcev sedimentov. Najprimernej$i matri¢ni modifikator za dolo¢anje
kadmija in svinca v sedimentih je bila duSikova kislina (1:3). Z znizanjem ozadja, ki je
posledica kemijske pretvorbe kloridov v nitrate, je omogocila to¢ne in zanesljive doloCitve
obeh elementov pri temperaturi seziga 300 oziroma 400 °C. Uporaba mesanice paladijevega
in magnezijevega nitrata je omogocCila ucinkovit sezig matrice vzorca pri 1300 °C pri
dolo¢anju arzena v sedimentih. Optimizirane analizne postopke smo uporabili za dolo¢anje
vsebnosti kadmija, svinca in arzena v sedimentih reke Save. Rezultati kazejo, da v
analiziranih vzorcih sedimentov ni bistveno povisanih koncentracij omenjenih elementov.

Klju¢ne besede: kadmij, svinec, arzen, sedimenti, zaprt mikrovalovni razkroj vzorcev,
ETAAS, matri¢ni modifikatorji



1" MR 0O-2, April 19, 2006
2. Analytical methods

2.5. Use of various matrix modifiers for the determination of Cd, Pb and As by ETAAS
in sediments

Simona Murko

Supervisor at the Jozef Stefan Institute: Janez S¢ancar
Supervisor at the university: Janez S¢ancar, Jozef Stefan International Postgraduate School

Parameters for the determination of cadmium, lead and arsenic in sediments by ETAAS with
Zeeman background correction were optimised. Closed vessel microwave assisted digestion
was applied for decomposition of samples, using a mixture of HNO3;, HCI and HF acids.
H3;BO; was added to complex fluoride ions. H;BOs increased the volatility of cadmium, lead
and arsenic, while chlorides present in the samples contributed to the high background signal.
Therefore, it was not possible to compensate the background by Zeeman correction. The
applicability of various matrix modifiers for accurate and reproducible determination of
cadmium, lead and arsenic was evaluated. For this purpose the parameters of the
electrothermal temperature programme were optimised. The following matrix modifiers were
investigated: nitric acid (1:3), palladium nitrate and a mixture of palladium and magnesium
nitrate. The optimisation procedure was performed for each particular element in the mixture
of acids applied in the digestion of samples, and by the analysis of certified sediment
reference materials. Nitric acid (1:3) was found to be the most appropriate matrix modifier for
the determination of cadmium and lead in sediments. By reducing the background, as a
consequence of chemical transformation of chlorides to nitrates, accurate and reliable
determination of cadmium and lead was possible at ashing temperatures of 300 and 400 °C,
respectively. The use of a mixture of palladium and magnesium nitrate enabled the efficient
ashing of the sample matrix at 1300 °C and accurate and reliable determination of arsenic in
sediments. The optimised analytical procedures were successfully applied in the
determination of cadmium, lead and arsenic in sediments of the River Sava. Results indicate
that the sediment samples analysed did not contain elevated concentrations of the measured
elements.

Keywords: cadmium, lead, arsenic, sediments, closed vessel microwave assisted digestion,
ETAAS, matrix modifiers



UPORABA MATRICNIH MODIFIKATORJEV ZA DOLOCANJE Cd, Pb IN As V
SEDIMENTIH Z ELEKTROTERMICNO ATOMSKO ABSORPCIJSKO
SPEKTROMETRIJO

Simona Murko

Namen dela je bila optimizacija parametrov za dolocanje kadmija, svinca in arzena v vzorcih
sedimentov z ETAAS. Posebno pozornost smo posvetili optimizaciji temperature seziga
vzorca. Vzorce smo pripravili z mikrovalovnim razkrojem. Pri tem smo uporabili meSanico
kislin HNOs, HCI in HF. Dodatek H3BO; v drugem delu mikrovalovnega razkroja smo
uporabili za pretvorbo fluoridov v topne komplekse z borno kislino (HBF4). Uporabnost
razlicnih matriénih modifikatorjev (dusikova kislina, red¢ena z vodo v razmerju 1:3, paladijev
nitrat ter meSanica paladijevega in magnezijevega nitrata) za doloCanje koncentracij
posameznega elementa smo preverjali z analizo certificiranih referenénih materialov
sedimentov. Optimizirane analizne postopke smo uporabili za doloCanje vsebnosti kadmija,
svinca in arzena v vzorcih sedimentov reke Save.

Kadmij, svinec in arzen so kemijski elementi, ki so za Zive organizme lahko toksi¢ni Ze pri
nizkih koncentracijah. Obicajno so v zemeljski skorji prisotni v sledovih. Njihov glavni
antropogeni vir so razli¢ne vrste industrij in rudarstvo. Kadmij in svinec spadata v skupino
kovin medtem ko je arzen polkovina.

Zakonodaja o dovoljenih koncentracijah elementov v sledovih v vzorcih sedimentov ne
obstaja. Na voljo imamo Stevilna vodila, ki podajajo nivoje njihovih koncentracij v
sedimentih z vidika toksi¢nih u¢inkov. Uporabili smo vodilo ameriske agencije za varovanje
okolja.

Pri ETAAS je uporaba matricnih modifikatorjev pomemben del analiznega postopka. V
literaturi se najveCkrat omenja uporaba amonijevega fosfata, magnezijevega nitrata in soli
paladija, niklja in bakra. Glavna naloga modifikatorjev je stabilizacija relativno hlapnih
elementov, tako da so mozne visoke temperature seziga, ki sestavine matrice ucinkovito
pretvorijo v hlapno obliko Se pred fazo atomizacije. Modifikatorji omogocajo dvig
temperature seziga, ne da bi pri tem pri§lo do izgube prostih atomov merjenega elementa.
Visoka temperatura seziga ucinkovito zmanjsa interference matrice vzorca, kar posledicno

vodi do znizanja ozadja.



Optimizacija temperature seziga

Vzorce smo mikrovalovno razkrojili v meSanici kislin (HNOs;, HCI, HF in H3BO;). S
postopnim dvigom temperature smo dolo€ili najvi§jo temperaturo seziga za posamezen
element. Optimizacijo smo priceli brez uporabe modifikatorja, nato pa so se modifikatorji
vrstili vedno po enakem vrstnem redu; dusikova kislina (1:3 red¢ena z vodo) — paladijev
nitrat — mesSanica paladijevega in magnezijevega nitrata.

Rezultate postopka optimizacije faze seziga za kadmij, svinec in arzen pa prikazujejo grafi 1

do 6.

Cd - standard pripravljen v vodi

2000
1800
1600 -
1400 q
1200
1000

—&— brez modifikatorja

—O— duSikova kislina

Absorbanca

800 -
600 - —A— paladijev nitrat
400 7 —¥— mesanica-Pd/Mg
200 nitrat

0 T T T T T T

200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura (°C)

Graf 1: Optimizacija faze seZiga za vodno standardno raztopino kadmija (2,5 ng cm™).

Iz grafa 1 je razvidno, da se standardna raztopina kadmija, pripravljena v vodi, obnasa
podobno, ¢e ne uporabimo modifikatorja ali ¢e je kot matri¢ni modifikator uporabljena
dusikova kislina (1:3). Pri temperaturi visji od 300 °C pride do izgub prostih kadmijevih
atomov. Paladijev nitrat ter meSanica paladijevega in magnezijevega nitrata se obnaSata
podobno. V obeh primerih dodatek modifikatorja dovoljuje dvig temperature brez izgub

prostih kadmijevih atomov do 700 °C.



Cd - standard pripravljen v mesanici kislin

—&— brez modifikatorja
—O— dusikova kislina

—A— paladijev nitrat

Absorbanca

—X¥— meSanica-Pd/Mg
nitrat

200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Temperatura (°C)

Graf 2: Optimizacija faze seZiga za standardno raztopino kadmija (2,5 ng cm™), pripravljena v

mesanici kislin, ki smo jih uporabili za razkroj vzorcev.

Rezultati, ki jih prikazuje graf 2 kazejo, da se standardna raztopina kadmija, pripravljena z
mikrovalovnim razkrojem v meSanici kislin, obnasa podobno, ¢e kot matricni modifikator
uporabimo dusikovo kislino (1:3) ali ¢e modifikatorja ne uporabimo. Pri temperaturi visji od
400 °C pride do izgub prostih kadmijevih atomov. Prednost uporabljenega modifikatorja je v
tem, da nekoliko zniza signal ozadja hkrati pa omogoci tocno in ponovljivo merjenje
koncentracij kadmija v meSanici kislin. Dodatek paladijevega nitrata ter meSanice
paladijevega in magnezijevega nitrata vodi do velikih izgub prostih kadmijevih atomov.

Omenjeni ucinek je z viSanjem temperature izrazitejsi.



Pb - standard pripravljen v vodi

1600
1400
1200
g 1000 —e— brez modifikatorja
T 800 - —O— dusikova kislina
§ 600 1 —A— paladijev nitrat
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Graf 3: Optimizacija faze seZiga za vodno standardno raztopino svinca (40 ng cm™).

Podatki, ki jih prikazuje graf 3 kazejo, da se standardna raztopina svinca pripravljena v vodi
obnasa podobno, ¢e ne uporabimo modifikatorja ali ¢e uporabimo dusikovo kislino (1:3). Pri
temperaturi vi§ji od 400 °C pride do izgub prostih svincevih atomov. Paladijev nitrat ter
mesanica paladijevega in magnezijevega nitrata se obnasata podobno. Dodatek modifikatorja
dovoljuje dvig temperature brez izgub prostih svin¢evih atomov do 1200 °C v primeru

mesanice in do 1300 °C pri paladijevem nitratu.



Pb - standard pripravljen v mesanici kislin

—&— brez modifikatorja

—O— dusikova kislina

Absorbanca

—A— paladijev nitrat
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Graf 4: Optimizacija faze seZiga za standardno raztopino svinca (40 ng cm™), pripravljena v

mesanici kislin, ki smo jih uporabili za razkroj vzorcev.

Rezultati, ki jih prikazuje graf 4 kaZejo, da se standardna raztopina svinca, pripravljena z
mikrovalovnim razkrojem v mesanici kislin, obnasa podobno, ¢e modifikatorja ne uporabimo
ali ¢e uporabimo dusikovo kislino (1:3). Pri temperaturi visji od 400 °C pride do izgub prostih
svincevih atomov. Prednost uporabljenega modifikatorja je v tem, da nekoliko zniza signal
ozadja, hkrati pa omogoca to¢no in ponovljivo merjenje koncentracij svinca v meSanici kislin.
Dodatek paladijevega nitrata ter meSanice paladijevega in magnezijevega nitrata vodi do
velikih izgub prostih svinevih atomov. Omenjeni ucinek je z viSanjem temperature

izrazitejsi.



As - standard pripravljen v vodi

—&— brez modifikatorja
—O— duSikova kislina

—aA— paladijev nitrat

—¥— meSanica-Pd/Mg nitrat

Absorbanca

200 500 800 1100 1400 1700 2000
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Graf 5: Optimizacija faze seZiga za vodno standardno raztopino arzena (40 ng cm™).

Podatki, prikazani v grafu 5 kazejo, da so absorbance standardne raztopine arzena, ki smo jo
pripravili v vodi v primeru, ko modifikatorja ne uporabimo zelo nizke, zato lahko arzen z
ETAAS dolo¢imo le, ¢e uporabimo modifikator. Uporaba matri¢nega modifikatorja zviSa
merjene vrednosti absorbance. Temperaturo seziga lahko, brez izgub prostih arzenovih
atomov, dvignemo do 400 °C v primeru uporabe duSikove kisline ter do 1400 °C pri

paladijevem nitratu ter meSanici paladijevega in magnezijevega nitrata.



As - standard pripravljen v mesanici kislin
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Graf 6: Optimizacija faze seZiga za standardno raztopino arzena (40 ng cm™), pripravljena v

mesanici kislin, ki smo jih uporabili za razkroj vzorcev.

Iz grafa 6 je razvidno, da se standardna raztopina arzena, ki smo jo pripravili z mikrovalovnim
razkrojem v meSanici kislin, obnasa podobno, ¢e ne uporabimo modifikatorja ali ce
uporabimo dusikovo kislino (1:3). Pri temperaturi vi§ji od 400 °C pride do izgub prostih
arzenovih atomov. Dodatek paladijevega nitrata zniza absorbance arzena, ki z viSanjem
temperature pocasi upadajo. MeSanica paladijevega in magnezijevega nitrata zvisa absorbance
arzena za priblizno dvakrat v primerjavi z absorbancami, ki smo jih izmerili brez dodatka
modifikatorja. Temperaturo seziga lahko, brez izgub prostih arzenovih atomov, dvignemo do
1400 °C. Prednost uporabljenega modifikatorja je tudi v tem, da zniza signal ozadja v takSni

meri, da omogoca dolocanje arzena v meSanici kislin.



Analiza referen¢nih materialov in izbira matri¢nega modifikatorja

Z namenom, da bi preverili tocnost in natan¢nost uporabljenega analiznega postopka za
dolocitev kadmija, svinca in arzena v vzorcih sedimentov in izbrali optimalni matricni
modifikator, smo analizirali referencna materiala CRM 277 (Trace elements in estuarine
sediment) in SRM 2704 (Buffalo river sediment). Vzorce smo mikrovalovno razkrojili v ze
omenjeni meSanici kislin. Koncentracije kadmija, svinca in arzena smo dolocili z ETAAS pri
optimalnih pogojih merjenja. Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili standarde
pripravljene v mesanici kislin, ki smo jih uporabili za razkroj vzorcev in metodo standardnega
dodatka.

Na osnovi eksperimentalno dobljenih rezultatov smo izbrali najustreznejSe matri¢ne
modifikatorje. Za dolocanje kadmija in svinca v vzorcih sedimentov z ETAAS je to dusikova
kislina (1:3). MeSanica paladijevega in magnezijevega nitrata pa je najustreznej$i matrini

modifikator za dolo¢anje arzena v vzorcih sedimentov.

Analiza sedimentov reke Save

Optimizirane analizne postopke smo uporabili za dolocanje vsebnosti kadmija, svinca in
arzena v sedimentih reke Save. Vzorce smo mikrovalovno razkrojili v ze omenjeni meSanici
kislin.

Najvisje izmerjene koncentracije Cd, Pb in As v vzorcih sedimentov reke Save in
koncentracije, ki jih podaja vodilo ameriske agencije za varovanje okolja so navedene v tabeli
1.

Tabela 1: Koncentracije Cd, Pb in As v vzorcih sedimentov reke Save in vrednosti PEL

element Najvi§ja izmerjena PEL* (g g")

koncentracija (ug g™)

Cd 0,73 4,21
Pb 47,8 301
As 14,6 41,6

*PEL — Probable Effect Level; verjetne koncentracije za toksicne u¢inke

Koncentracije kadmija, svinca in arzena v vzorcih sedimentov reke Save so nizje od

koncentracij, ki jih podaja uporabljeno vodilo.




Optimizacija temperature seziga za doloCanje kadmija, svinca in arzena v vzorcih sedimentov
z ETAAS je pokazala da so najoptimalnejSe temperature seziga: Cd 300 °C, Pb 400 °C in As
1300 °C. Dusikova kislina (1:3) je naustreznej$i matricni modifikator za dolocanje Cd in Pb v
vzorcih sedimentov. Za dolocanje As v vzorcih sedimentov je naustreznejSi matri¢ni
modifikator meSanica paladijevega in magnezijevega nitrata. Rezultati analize sedimentov
reke Save kazejo, da v analiziranih vzorcih sedimentov ni bistveno poviSanih koncentracij

omenjenih elementov.
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Pore¢je reke Save je najve¢je v Sloveniji in obenem pritok reke Donave, druge
najve¢je reke v Evropi, ki predstavlja enega najvecjih snovnih tokov ogljika v svetu
(Pawellek et al., 2002). Podatke glavnih elementov in stabilnih izotopov ogljika v raztopljenih
in suspendiranih fazah (813CDIC, 613CPoc, 813Cp1c) smo pridobili tekom razli¢nih vzor¢nih
sezon v reki Savi in njenih pritokih. S pomoc¢jo masne bilance in difuzijskega modela smo
izraCunali najpomembnejSe procese, ki vplivajo na zaloge ogljika v reki Savi in ocenili
moznost uravnotezenja z atmosferskim COs.

Reka Sava je tipina HCO; -Ca’’-Mg”" reka, saj raztapljanje karbonatov (kalcit z
magnezijem) v glavnem vpliva na njeno kemijsko sestavo. Termodinamic¢ni izra¢un indeksov
nasic¢enja kaZe na prenasicenje karbonatov v re€nem sistemu. Izrac¢unani pCO, v porecju Save
so nad atmosferskim pCO,, kar pomeni da reka Sava in njeni pritoki predstavljajo vir CO; v
ozradje v vseh vzorénih sezonah. Vrednosti 8"°Cpyc se spreminjajo od —13,5 do —3,3 %o tekom
razli¢nih vzor¢nih sezon in so kontrolirani z geolosko sestavo porecja kot tudi s procesi v
terestricnem ekosistemu, kot je preperevanje kamnin, spiranje preperinskega CO; in
uravnotezenja z atmosferskim CO,.

Povpre¢ni dolgoletni snovni tok raztopljenega anorganskega ogljika (DIC)

ocenjujemo na podlagi podatkov pretokov in alkalnosti na 4,1x10'" g C/leto, ob upostevanju

odvodnjevalne povrsine pa na 3,3%x10" g C/(leto km?) na lokaciji Bregana na meji s Hrvasko.
Povprec¢ni letni snovni tok raztopljenega organskega ogljika (DOC) na lokaciji Bregana na
meji s Hrvasko ocenjujemo na 3,0x10' g C/leto, ob upostevanja povrsine poredja reke Save
pa na 2,8-10° g C/(leto-km?). Snovni tok partikulatnega organskega ogljika (POC) ocenjujemo
na 5.2x10'° g C/leto, ob upostevanju odvodnjevalne povrdine poretja reke Save pa na

4,8x10° g C/(leto km?).

Koncentracijski in izotopski difuzijski model (Broecker, 1974) kazeta, da ima proces
uravnotezenje recnega in atmosferskega CO; vecji pomen v porec¢ju Save, ki je sestavljeno iz
permo-karbonskih skrilavih glinavcev kot mezozojskih karbonatnih kamnin.

Anorganska masna bilanca k celotnemu snovnemu toku DIC na vzor¢ni tocki Bregana
kaze, da so prispevki: (1) pritoki, (2) izmenjava z atmosfero, (3) razgradnja organske snovi, in
(4) raztapljanje karbonatov v sledecih razmerjih: 70: —1:11:19 % v spomladanski vzor¢ni
sezoni 2004, 63: —7:17:26 % v septembrski vzor¢ni sezoni 2004 in 71: —=5:11:23 % v zimski
vzoréni sezoni 2005. Rezultati kazejo, da pritoki najbolj vplivajo na kemijsko sestavo vode in
na snovni tok ogljika v vseh vzorcnih sezonah.

Klju¢ne besede: recni sistem, snovni tok ogljika, stabilni izotopi ogljika
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The Sava catchment is the largest in Slovenia and at the same time one of the tributary
streams of the River Danube, the second largest river in Europe, which represents one of the
largest carbon fluxes in the world (Pawellek et al., 2002). Data on major elements as well as
carbon stable isotopes in dissolved and suspended species (813CDIC, 813CPOC, 813Cp1c) were
obtained during different sampling seasons in the River Sava and its tributaries. Mass balance
calculations as well as a diffusion model were employed to establish the most important
processes influencing Sava carbon budgets and to determine the probability of equilibration
with atmospheric CO,.

The River Sava in Slovenia is a typical a HCO; - Ca*" - Mg”" river where dissolution
of carbonate minerals (calcite with magnesium) controls its major chemistry. According to
their thermodynamic saturation state, the River Sava and its tributaries exhibit oversaturation
of calcite in their waters. The calculated pCO, in the River Sava and its tributaries is above
atmospheric CO; pressure (on average 5 times supersaturated) and acts as a source of CO; in
all sampling seasons. 8'°Cpyc values ranging from —13.5 to —3.3 %o during different sampling
seasons are controlled by the geological composition of the watershed, as well as processes in
the terrestrial ecosystem, such as dissolution of rocks (carbonate and clastics), leaching of soil
derived CO; and equilibration with atmospheric COs.

Cumulatively, the overall annual dissolved inorganic carbon (DIC) flux of the River

Sava at the border with Croatia is about 4.1x10"" g C/year, while according to the Sava

drainage area DIC flux would be 3.3x10" g C/(year km?). The average annual dissolved
organic carbon (DOC) flux at location Bregana at the border with Croatia is estimated to be
3.0x10' g Clyear, according to Sava drainage area the DOC flux would be 2.8%10° g C/(year

km?). Annual particulate organic carbon (POC) flux is estimated to be 5.2x10' g C/year,

according to the drainage area of the Sava basin POC flux would be 4.8%x10° g C/ (year km®).

Concentration and isotope diffusion models (Broecker, 1974) showed that exchange
between atmospheric and river CO; takes place in impermeable shale and clays rather than in
the carbonate watershed, where dissolution of Mesozoic carbonates is preferential.

Inorganic carbon mass balance calculations showed that the relative contributions of
(1) tributaries, (2) exchange with the atmosphere, (3) decay of organic matter, and (4)
dissolution of carbonates to the total DIC flux at the border with Croatia were 70: —1:11:19 %
in the spring of 2004, 63:—7:17:26 % in autumn of 2004 and 71: —5:11:23 % in the winter of
2005. The results indicate that the tributaries principally control River Sava chemistry and
813CDIC values during all sampling seasons.

Key words: river system, carbon flux, stable isotopes of carbon
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ZNACILNOSTI PORECJA SAVE V SLOVENIJI



\VZORCENJE

Dodatno vzorcenje za
izraCune masne bilance

41 vzor¢nih tock (20 vzorénih
tock na reki Savi, 21 vzorénih
toCk na pritokih reke Save,

glej Sliko 8)

Vzoréenje podzemne vode
na Kranjsko-Sor§kem polju
Ljubljansijkem  polju in
Kr8ko-BreziSkem polju, v
letu 2004.

Vzoréenje v  Zasavju
(rudniska, industrijska
odpadna voda in odpadna
voda z nasipov), avgust

2004

in interpretacije

Razlicne vzoréne sezone
(april 2004, september 2004,
januar 2005)

POVRSINSKA VODA Na terenu T, pH,

PORECJA SAVE konduktivnost,
raztopljen kisik (DO) —

:

Vzorce prefiltrirali preko 0,45 pm PTFE
filtra, hranjenje le-teh v hladilniku do
analiz v HDPE posodicah za meritve
kationov, anionov, alkalnosti, 80 in
8D

Vzorce za meritev konc. kationov
(predhodno kislinjenje s HNO;)

Vzorce za DIC (CuCly), DOC (HCI),
8"Cpyc shranili v steklenih posodicah in
napolnili do vrha

Za meritev §>*Sgo, vzor¢ili 4,51 vode v
plastenke, predhodno kislinjenje in
obarjanje BaCl, v BaSO,

Vzoréenje suspendirane
snovi (613Cpoc, SISN) \4
plastenke (1 1), filtriranje
preko  GF/F filtra,
predhodno kislinjenje z
IM HCI

Vzorcenje
suspendiranega
anorganskega  ogljika
(613CPIC), prefiltrirano
preko GF/F filtra (cca.
1,5 litra)

Vzorcenje
mezozojskih
karbonatov
(6"Ceun), ki gradijo
pobocja reke Save in
grus¢ v reki Savi,
rastlin, ki sestavljajo
obrezje  Save in
preperin

Vzorcenje  padavin
socasno z vzorcenjem
reke Save
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Podatke o pretokih smo
dobili z Agencije za okolje

IRMS Europa Scientific 20-
20 CF SL:

15 15 15
. 634Nsus.a 0 Nrastl.a 0 Nprep.
® 0" 'Sso4

13 13 13
®d CPOC,8 Crastl.a8 Cprep.

Institut Jozef Stefan, /

Laboratorij za izotopsko
geokemijo

Termodinamsko modeliranje s
programom PHREEQC for
Windows (Parkhurst & Appelo,
1999)

Ostali podatki J

<= Analizne metode

L

MS Varian
Mat 250:
" IRMS Europa
¢ 570 Scientific 20-20 CF
e 6D TG:
. 5]3CDIC
, = SISCPIC
) ® 8BCkarb

Glavne elemente (Ca,
Mg, K, Na, Si, Al, SO,>,
CI', NOy3’) in elemente v
sledovih smo dolo¢ili z
ICP - OES in IC.

DIC smo doloc¢ili
kolumnometri¢no z UIC
Model 5014

DOC smo dolo¢ili s
Shimadzu TOC-5000A
analizatorjem

University of Michigan,
USA

Celokupno alkalnost smo
dolo¢ili s pomocjo
Granove titracije (Gieskes,
1974)




OGLJIKOV CIKEL V RECNIH SISTEMIH
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DIFUZIJSKI MODEL
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Masna bilanca DIC na meji s Hrvasko (vzorcna tocka 41):

Kjer je,

Relativni prispevki razlicnih procesov, ki vplivajo na recni DIC
v razlicnih vzorcnih sezonah:




| Atmosferski CO,
Pcoz = 1073° ppm (Clark in Fritz, 1997)
53Cco2 = -7,8 %o (Levin et. al., 1987) | I

Karbonatne Feon = 8,3 x10° gC/letc
kamnine Pco2 = 10°°° ppm

8'*Cearb. = 1,4 %o (n = 11)
J
— L ]
/C recni

Rastline (Cs3)

513C = -31,4 %o (n = 28)

C recni
anorganski cikel

|:I ‘%nski cikel
| I
I

8*3Cp1c = -10,5 %o
= 10 8'3Cpoc = -27,3 % o !
Fooc =3,03x10"" gC /leto Froe = ;05 <1015 gC??eto Forc = 4,11 x 10'! gC/leto

Slika 122 MroZanjz ogljika v radnam sistamu rale Sava na majl s rlrvashio (4)
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Zivemu srebru v okolju je v zadnjih desetih letih posvedena velika pozornost
predvsem zaradi njegove velike kemijske aktivnosti, globalnega razSirjanja,
biogeokemijskega kroZenja, njegovih pretvorb v okolju, kopicenja v prehrambenih verigah ter
njegove toksicnosti. Med najpomembnejSa svetovna rudis€a s priblizno 150.000 tonami
pridobljenega zivega srebra spada rudnik Hg v Idriji. Ocenjeno je, da je bilo v 500-letni
zgodovini rudarjenja zaradi neucinkovite topilniske tehnologije ter odlaganja rudniskih
ostankov v okolje izpusceno vec¢ kot 37.000 ton Hg. Postopki pridobivanja in predelave rude
so moc¢no povisali koncentracije Hg v tleh, zraku, vodah, vegetaciji ter zivalstvu in ljudeh na
sirSem obmocju Idrije. Obmocje Idrije in okoliskih hribov je gosto posejano s Stevilnimi
Stevilnih malih retortnih topilnic iz zgodnjega obdobja rudarjenja.

Z 7ivim srebrom onesnazene deponije Zgalniskih ostankov in tudi naravno onesnazene
zemljine na obmocju SirSe Idrije so torej Se danes stalni in izdatni vir Zivega srebra v povodju
Idrijce, spodnjem toku reke Sode in Trzaskem zalivu. Zivo srebro se po re¢nem sistemu
premesca v raztopljeni obliki ali vezano na delce plavin.

Glavni cilj reSevanja okoljskih problemov, povezanih z Zivim srebrom na obmocju
Idrije, je preprecCitev dotoka in kasnejSega transporta Hg v vodnem okolju, predvsem najbolj
toksi¢ne oblike - monometil zivega srebra (MMHg). Eden izmed nacinov za dosego tega cilja
je uporaba matemati¢nih modelov, ki opisujejo transport in usodo Zivega srebra v porecju.

V prispevku bom predstavil razline pristope k modeliranju procesov erozije,
odplavljanja zemljin ter povrSinskega odtoka vode s pomocjo geografskega informacijskega
sistema (GIS) za potrebe dolocanja koli¢ine odplavljenega Zivega srebra v reko Idrijco ter
nacrtovanja sanacijskih/remediacijskih ukrepov. Predstavil bom tudi nacine validacije in
kalibracije takSnih modelov. Hkrati bom ovrednotil vhodne podatke o koncentracijah in
oblikah Zivega srebra (celokupne vrednosti Hg, MMHg, vodotopne oblike Hg, Hg vezan na
organsko snov...).

Klju¢ne besede: erozija, zivo srebro, odplavljanje zemljin, povrSinski tok, GIS
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3.2. Development of an erosion model for transport of mercury in the Idrijca catchment
— GIS based soil errosion model

David Kocman

Supervisor at the Jozef Stefan Institute: Milena Horvat
Supervisor at the university: Milena Horvat, JoZef Stefan International Postgraduate School

The Idrija mercury mine in Slovenia was exploited for about 500 years. It has been
estimated that during this time approximately 37,000 tons has been dissipated into the
environment. In the last 20 years mercury concentrations in water, sediments, air and soil in
the wider Idrija region were monitored intensively, suggesting that the main sources of
contamination are natural rocks containing mercury, deposits of residues from combustion
and erosion/deposition of contaminated soils and sediments in the Idrijca River system.

The present research is mainly focused on surface runoff and erosion of mercury from
contaminated soils and sediments in order to develop measures to prevent Hg emissions to the
river system, reduce Hg concentrations in all environmental compartments and avoid its
transport in the watershed with ultimate accumulation in the coastal sea. The priority
objective of research in this mercury contaminated site is reduction of the formation and
bioaccumulation of methylmercury. To reach this target the advantages of the geographical
information system (GIS) were used. On basis of the Gavrilovic soil erosion equation and the
spatial distribution of mercury in soils, it was possible to estimate the average annual mercury
input to the River Idrijca. Maps of sediment production, sediment delivery ratios and the
content of mercury in the soil were combined to produce a risk map. Validation and
calibration of these models is also presented. Further optimization of the erosion model
included differentiation of Hg compounds in soils into different behavioural classes (T-Hg,
MMHg, water soluble, organo-chelated Hg...) by a sequential extraction scheme.

Key words: erosion, mercury, sediment delivery, surface runoff, GIS



Dan miladih raziskovalcev O-2

Razvoj erozijskega modela za transport Zivega srebra
v poredju ldrijce

David Kocman
Mentor: prof.dr. Milena Horvat



Vsebina:

Modeliranje transporta in pretvorb zivega srebra v porecju
reke Ildrijce

Uporaba geografskega informacijskega sistema (GIS) pri
modeliranju procesov erozije, odplavljanja zemljin in
povrsSinskega odtoka za potrebe dolo¢anja koli¢ine
odplavljanja Hg v reko Idrijco ter nacrtovanje
sanacijskih/remediacijskih ukrepov

Postopki pri modeliranju okoljskih procesov (validacija,
kalibracija, vhodni podatki...)



UvOD

¢ V 500 letih rudarjenja v
rudniku zivega sredra Idrija

pridobljenih 107.000 t Hg

e V okolje izpuscenih cca.
40.000 t Hg

J

® Okolje (prst, sedimenti,

vode, biota) je se vedno
izjemno obremenjeno z
zivim srebrom



CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE

¢ CILJ): zmanjsanje vsebnosti zivega srebra v vseh
segmentih okolja na sirsem obmocju rudnika zivega
srebra Idrija

¢ KAKO DO CILJA ?:

. Modeliranje erozije in procesov povezanih z erozijo
ter modeliranje transporta in pretvorb zivega srebra v
porecju reke Idrijce z namenom dolocitve ustreznih
remediacijskih ukrepov za preprecitev dotoka zivega
srebra (Se posebno MeHg) v vodno okolje



MODELIRANJE OKOLJSKIH PROCESOV - definicije in postopki

@ MODEL - “poenostavljena” slika resni€nega sveta.

:l—p Selection of complexity

Definifion of problem
—— W Bownding af the problem
Dafa requirement
EE—

—» Cuality of available data

Concepiual diagram

Equations

Revision requived

‘—

&

Ferification

Sensifiviy analysis

Quality

Calibration

assurance

Validaion

&

Kaj modeliramo in zakaj ?
Dolocitev robnih pogojev sistema

Kompleknost sistema, kateri so
najpomembnejsi procesi

Izdelava konceptualnega modela

Odnose med parametri prevedemo v
enacbe

Verifikacija — primerjava z
meritvami/opazovaniji

Analiza obcutljivosti — dolo€itev
parametrov na katere je model
obcutljiv

Kalibracija — prilagoditev
parametrov/enacb na razlicne pogoje

Validacija — zmoznost modela za
napovedi



UPORABA GEOGRAFSKEGA INFORMACIJSKEGA SISTEMA

Gaografsid Informeclisid sistam (G135) je sistem za urejanje in upravljanje
prostorskih podatkov, ki omogoca shranjevanje, urejanje in analizo ter prikaz
geografsko orientiranih podatkov.
Osnovni tipi podatkov v GIS:

Rastrski podatki: Pravokotna mreza celic ali slikovnih elementov (pixiov),
kjer je vsaki celici prirejena ena vrednost (Stevilka, lastnost ali opis) in njen

>

geografski polozaj.

Velktorski podatlki: Linijski segmenti nekega podatka, kateremu je dodan

spisek opisnih atributov.

Database podatki: Tabelaricni podatki, ki vsebujejo referencne atributivne

informacije o graficnih elementih v GIS-u.

The Vector View of the World

Region O Paints

ACS

Region

Regions

Thewvector GI1S builds a model of the real waorld frorm points, lines, and regions.

Foints are positioned according to a location reference sytem such as latitude-
longitude, UTM, or SPC. The application determines the level of precision.

The Raster View of the World

D E:‘n"lmnmenl
. WVéatzi

. Fonest
. Wistlands

The Raster GIS references phenomena by grid cell location
inamatrix. The grid cell is the smallest unit of resolution and
may vary from centimeters to kilometers depending on the

application



EROZIJSKI MODEL

e Gavriloviceva enacba za izracun srednjega letnega sproscanja zemljin (m3/leto)
zaradi vodne erozije:

S=20PM * E15* A

S...srednje letno sproscanje zemljin, A...povrsina, PM...najvecje dnevne padavine
in E...erozijski koeficient E=G*VP*(V+SL%5) pri cemer je G...koeficient
erodibilnosti, VP...zascitenost tal zaradi porascenosti, S...nagib terena

Letno sproscanje zemljin

-
DMR pa
= Naklon  —

povrsja
- Koeficinet
erodibilnosti
Pedoloska
karta
Koeficient

— zaséitenosti tal —

Pokritost
tal



DOTOK PLAVIN V RECNI SISTEM

SDR (sediment delivery ratio) = SY / E
SY...odplavljene zemljine
E...erodirane zemljine

Reclass
Reclass

Weighted
7. Overlay

Reclass



LETNI VNOS T-Hg V REKO IDRIJCO

Letni vnos T-Hg v reko Idrijco izracunan s pomocjo erozijske karte, karte dotoka
plavin ter karte porazdelitve T-Hg v tleh na omocju Idrije znasa 840 kg/leto.

i@
S
}

- N
Sediment préan(kg) q T
N ;’"_ e
-i._ I\I; T
y ‘If\;; T 0 /
: g [ ]020
3 - © . []2040
Sed. Del. Ratio (%) =l
. | o- 80-100

Letni vnos T-Hg v
reko Idrijco (g/year)

Hg concent. (mg/kg)



KARTA TVEGANJA VNOSA Hg V RECNI SISTEM
ZARADI EROZIJE

Karta tveganja vnosa Hg v recni sistem narejena s funkcijo “obtezenega prekrivanja”
treh kart: karte sproscanja zemljin, SDR in porazdelitve Hg v prsti preklasificiranih
na stiri-stopenjsko skalo.

A
Hg classes
_

d

Risk
Assessment
Map

Reclass SDR classes

Weighted
$. Overlay

- @@

d

Soil loss

Reclass
classes

¢i¢

- @@



ZAPOREDNA EKSTRAKCIJA PRSTI

Rezultati sekvencne ekstrakcije razlicnih prsti (gozdna tla, travniska tla, zgalniski
ostanki, aluvijalni nanosi) vkluceni v erozijski model glede na prostorsko
porazdelitev posameznih prsti in vsebnosti T-Hg.

Zaporedna sekvencéna ekstrakcija: koraki, reagenti in opis frakcij

STEP REAGENTS FRACTION DESCRIPTION TYPICAL HG SPECIES
F1 milli-Q water water soluble HgCl,, HgSO4
F2 PH 2 HCI/HOACc stomach acid soluble HgO
F3 1IN KOH organo-chelated Hg in humic acids, Hg>Cl»
F4 12 N HNO3 elemental Hg? Hg>Cl>
F5 aqua regia cinnabar HgS, m-HgS, HgSe, HgAu
F6 HF/HCI/HNO3 residual mineral lattice bound
water soluble
"stomach acid" soluble |

é organo-chelated |:|

E slomental |f J

- e | \ \ \ g

s | \ \ g

0,1 1 10

Hg concentrations (mg/kg) - log scale

100

Primer rezultata sekvenéne ekstrakcije

Hg fraction Hg reaching Idrijca
(kglyear)

water soluble 4.2
stomach acid soluble 0.42
organo-chelated 0.84
elemental 210
cinnabar 607
residual 1.68

sum 840




REMEDIACIJA — SANACIJSKI UKREPI

e GIS orodja omogocajo nacrtovanje prostorskih sanacijskih ukrepov
e Sanacijski ukrepi na obmocju Idrije zajemajo

®¢ Sprememba namembnosti tal (npr. pogozditev)

e Zascita strmin (zascitne pregrade...)

¢ Fizicna odstranitev t.i. vrocih tock

Porazdelitev rudniskih ostankov in
predlagani sanacijski ukrepi

Zascita
strmin

Kamnita
bankina

Fizicna
5 odstranitev

Pogozditev



MODELIRANJE POVRSINSKEGA ODTOKA V OKOLJU GIS
(SCS Curve Number Method)

Metoda za dolocanje povrSinskega odtoka

Zmoznost odtoka izrazena stevilcno (0-100) kot kombinacija hidroloske
klasifikacije tal in pokritosti tal

5= e — 254
CN
—0.35)°
0 (P=038)
~ T (P+0.75)

Q...povrsinski odtok (mm)
P...padavine (mm)
S...infiltracija

CN...curve number (tabelirano)



MODELIRANJE POVRSINSKEGA ODTOKA V OKOLJU GIS

(Pridobivanje podatkov za hidroloski model)

Smer toka
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MODELIRANJE POVRSINSKEGA ODTOKA V OKOLJU GIS
(Shema hidroloskega modela)

FlowChart for Water Available For Runoff Calculation

| Hydrologic Seoil
Group
. i : Curve-Runoff .
COMBINET™1 “Number (¢)
| Land UserCover| . . . . . . . . | MAPCALCULATOR .
| a=(p-0.2*(1000/c-10)).5a0r/
| fer0g T rroooe-ie))
. RainFall {p} .
|1 Water Available -
. for.
Runoff
o e | FEOWACCUMULATION
. Elevation | | |{hJo as weighf grid) |
FilL -
|IFilled Elavation to] o ol e e e G Accumulated Water |-
Remove Sinks | - - Flow Direction .. . . . |Awvailable for Runoff |
FLOWY

" DIRECTION



MODELIRANJE POVRSINSKEGA ODTOKA V OKOLJU GIS
(Rezultati hidroloSkega modela v porecju Idrijce)

Rezultat hidroloSkega modela je karta, katere celice (povrsine
25x25m) predstavljajo visino akumuliranega povrsinskega odtoka

Metoda je enostavna in ucinkovita:edini potreben vhodni podatek je
kolicina padavin

Omogoca napovedovanje odtoka
vode v poljubni tocki drenaznega
sistema

Mozen je izracun koli¢ine e
odplavljenega Hg v primeru nevihte '
(t.i. storm event) pri podani kolicini

padavin in koncentraciji Hg v =
poljubni tocki sistema —



NACRTI ZA NADALJNE DELO

Validacija erozijskega modela z mertivami Cs'37 v prsteh
(obmocja erozije, transporta in depozicije)

Validacija modela povrsinskega odtoka vode z rezultati meritev
koncentracij razlicnih oblik Hg v lizimetrih

Uporaba novejsih procesno utemeljenih erozijskih modelov (npr.
WEPP) in primerjava z obstojecimi modeli

Izboljsanje geokemicnega dela obeh modelov
® speciacija in frakcionacija Hg v prsti in vodni raztopini (THg, Hg?,
MeHg, vodotopne oblike, Hg vezan na organsko snov...)

¢ Primerjava rezultatov pridobljenih z eksperimenti v laboratoriju in na
terenu

Hg vezan na razlicnhe teksturne razrede v prsti (glina, melj, pesek)
Hg v globinskem profilu (humusni sloj, mineralna podlaga)
Transport Hg po pobocju

Geokemijske pretvorbe Hg v povezavi s parametri, ki vplivajo na
kemijo in transport zivega srebra v tleh (% organske snovi, DOC, SO,
, ClI-, izotopska sestava O, C ter N)



ZAKLJUCKI

GIS se je izkazal kot zelo primerno orodje pri modeliranju
prostorsko pogojenih procesov kot sta erozija in hidrologija v
porecju.

Tako pridobljeni podatki se lahko vkljucijo v kompleksnejse
hidroloske modele (npr. MIKE SHE, HEC-RAS, RIVMOD...). To je
zlasti pomembno na obmocjih kot je porecje Idrijce, kjer ni
zadostnega stevila merskih postaj (pretokov, meteroloskih
parametrov...)

Kompleksni okoljski procesi kot sta erozija in hidrologija
zahtevajo interdisciplinaren pristop. Pri modeliranju v okolju GIS
se v Sloveniji pojavlja problem dostopnosti GIS podatkov, ki so v
lasti razlicnih institucij.

Modeliranje okoljskih procesov je primerno dopolnilo okoljskim
meritvam, vendar eno brez drugega ni mozno (zlasti v fazi
validacije in kalibracije modelov).

Pri modeliranju transporta Hg v porecju Idrijce je nujno potrebno
izboljsati poznavanje kemije Hg v prsti in vodni raztopini ter nova
znanja vkljuciti v obstojece modele.
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3. Mass cycling in river catchments

3.3. Geochemical investigation of the Sava river basin: Stable isotope approach
Roland Markovics

Supervisor at the JoZef Stefan Institute: Nives Ogrinc
Supervisor at the university: Nives Ogrinc, JoZef Stefan International Postgraduate School

The goal of this research work was to get a broader and transparent overall picture of
the hydrogeochemical dynamics, material transport processes and possible anthropogenic
influences to the Sava river basin using major elemental, stable isotope, and
hydrogeochemical tracers. The research is focused on the lower Sava river basin from the
Croatian border (from Bregana) down to its confluence with the River Danube at Belgrade,
Serbia. The sampling was and will be performed at a total of 25 locations, depending on
various anthropogenic activities and the main tributaries of the river in October 2005 and
April and September 2006. This presentation includes the evaluation of the first results from
the sampling period in October 2005.

We can observe differences, changing trends in natural (climate, precipitation,
bedrock, soils, vegetation) and direct anthropogenic (land-use, industry, population, water and
waste water management, agriculture) influences moving along the lower Sava down tol its
confluence. The first results indicate that the lower Sava watershed is influenced not only by
weathering processes, but also by other effects, mainly human activities, which are reflected
in the C:12+/Mg2+ ratio and 8" Cpic values. Further, biological and biochemical processes are
probably more dominate than in the upper course of the Sava, driven by transport and
transformation processes. Higher concentrations of NO;s ions are observed in Croatia
reaching up to 7.39 mg/l which could indicate the influence of agricultural activities, while
the highest concentrations of SO42', Na' and CI ions were determined in the river Bosna, the
main tributary of the river Sava. The Bosna seems to be the most polluted tributary of the
river Sava. Therefore, more analyses will be performed on this river, including &*Ssos
measurements in order to determine the possible source of sulfate pollution.

There are some results on the behaviour of riverbed sediment and rivershore soils to
be evaluated to draw up the trends and observations. Later, all obtained data will be
statistically evaluated in order to determine the influence of geological, biological and human
factors in the Sava river basin.

Further directions of the investigation are:

» Detailed particulate attributes (physico-chemical properties of sediments)

» Investigations of interaction and material transport channels between water-sediment-
river bank soil

» Environmental buffer capacity of soil-sediment interafce (humus properties, quality)

» Trace metal and nutrient transport between Sava water-particulates-sediments-soils

* Organic and inorganic carbon content and mass balance between water, particulates
and sediments

 Identification of anthropogenic influences (nitrate, sulphate, chloride levels and their
relationship with human activities)

* Modelling (statistical methods, special modelling program)



Evaluation of results of sampling fall 2005

Roland Markovics, 2nd year student

Supervisor: Dr. Nives Ogrinc

19. April 2006



Short introduction of the examined area

15 allocated sampling locations from Croatian border till Belgrade confluence with
Danube (Cro, Cro/BiH, BiH and SM), sampling was performed 18-19 Oct. 2005

Pannonian (continental) climate, descending annual precipitation (Cro: 1000-600
mm, BiH: 900-700 mm, SM: 700 -600 mm)

Flat regions, decreasing elevation (at SI/CRO border 130m, at CRO/BiH border
86,8 m, at BiH/SM border 83 m, at mouth 74,4 m) ->hydrogeochemical infl.

Pannonic fluvial-alluvial sediment bedrock (Cro: alluvial terrain with fertile cover,
BiH: sandy-gravel deposits, SM: sands and silty clays, sandy gravels & some
igneous rocks) ->hydrogeochemical infl.

Fertile fluvo- and mesosoils are dominating->hydrogeochemical infl.

Agricultural land-use dominated areas (Cro: 40%, BiH: 30%, SM:100%)
->

Influence of industrial activity areas (metal, chemical, food, leather, paper, olil
industry branches) ->

Variable population density (70-200 head/km?)->






Geochemical conditions
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BOSNIA & SERBIA AND
SLOVENIA CROATIA HERZEGOVINA MONTENEGRO
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Tracing processes with stable isotopes
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Riverbed sediments
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Conclusion

The lower part of Sava watershed is less
iInfluenced by geochemical conditions than
upper part

Anthropogenic activities and land-use are the
main influencing powers and source of pollution

Tributaries are the main vectors of influence
effect

River Bosna basin probably is the most
anthropogenically exposed tributary basin in the
examined area



Future investigation plans

Geological, geoecological point of view of the lower basin
Detailed particulate attributes (physico-chemical properties of sediments)

Investigate interaction and material transport channels between water-
sediment-river bank soil

Environmental buffer capacity of soil-sediment connection (humus
properties, quality)

Trace metal and nutrient transport between Sava water-particles-sediments-
soils

Organic and inorganic matter content and mass balance (DIC, DOC)
between water, particles and sediments

|[dentification of anthropogenic influences (nitrate, sulphate, chlorine levels
and relationship of them with human activities)
-> especially focusing on tributaries

Setting up model of seasonal variation of dissolved material content

Modeling (using statistical methods to evaluate data)
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4. Ocena vplivov na okolje

4.1. Industrijsko tveganje in upravljenje z okoljem
Davor Konti¢

Institutska mentorica: Nives Ogrinc
Fakultetni mentor: Mladen Franko, Fakulteta za podiplomski $tudij, Univerza v Novi Gorici

Namen tega prispevka je opozoriti na nastajajoce konflikte v postopkih upravljanja
okolja za dejavnosti, ki so opredeljene kot potencialni vir nevarnosti (tveganja). Prispevek se
osredotoca na upravljanje okolja kot orodja za doseganje skladnosti v okolju s poudarkom na
tezavah in problemih, ki ob tem nastajajo.

Prostorsko planiranje oziroma upravljanje z okoljem je usklajevanje nasprotujocih si
interesov v prostoru in kot tako dodobra zasidrano v slovenski praksi. Pri tem je poudarek
usmerjen k maksimiranju dobicka in obenem minimiziranju negativnih vplivov na okolje
rednega obratovanja dejavnosti (npr. kontinuirane emisije snovi, hrupa, ipd.). Z eksplozijo
potros$niStva druzbe, in s tem povezanim poveCanjem proizvodnih in distribucijskih
dejavnosti, je v zadnjem ¢asu vzklil nov vir vplivov na okolje — izredni dogodki, predvsem v
industrijskem sektorju, z nezazelenimi posledicami na okolje — industrijske nesrece. Vplivi
oziroma posledice, katerih viri so izredni dogodki v procesni industriji so postali, poleg
vplivov rednega obratovanja dejavnosti (npr. kontinuirane emisije snovi), pomemben
dejavnik pri varstvu in upravljanju okolja. Ta v preteklosti ni bil vkljuevan v analize vplivov
na okolje, zato je optimizacijski del planerskega procesa (tehnoloski, predvsem pa prostorski)
obsel tovrstne postopke. Posledice slednjega se kazejo v vec tiso¢ zrtvah izida vecjih nesre¢ v
svetu v zadnjih desetletjih. To podpira dejstvo, da se v svetovni industriji pripeti letno v
povprecju kar 4900 primerov smrtnih zrtev (ena smrtna zrtev vsake dve uri) ter 7,6 milijonov
poskodb. Materialna Skoda oziroma stroski incidentov znaSajo med 2,8 in 3,6 % BDP.

Glavni vzrok za nastalo situacijo je ne-vkljuevanje ocenjevanja tveganja v postopek
prostorskega planiranja — okoljevarstvene presoje v postopku so bile osredotoCene primarno
na vplive rednega obratovanja. Postopna tovrstna praksa je pripeljala do konfliktnih rab
prostora v blizini nevarnih obratov. Razlog za slednje je predvsem v neustrezni metodologiji
ocenjevanja tveganja in pristopu prostorskega planiranja (rezultati obstoje¢ih metod za
ocenjevanje tveganja niso uporabni v kontekstu prostorskega planiranja).

Ustrezno integracijo je mo¢ doseci z razvojem metodologije za ocenjevanje tveganja,
ki podaja rezultate uporabne za prostorsko planiranje — v kartografski obliki kazalnika
ogrozenosti na eni strani ter z modifikacijo obstojecih postopkov prostorskega planiranja na
drugi strani. Na ta nacin je doseZena optimizacija, pomembno orodje v upravljanju z okoljem.
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4. Assessment of environmental impact

4.1. Hazardous industrial installations and environmental management
Davor Konti¢

Supervisor at the JoZef Stefan Institute: Nives Ogrinc
University supervisor: Mladen Franko, Graduate School, University of Nova Gorica

The focus of this research is existing conflicts in spatial/land-use planning for
hazardous installations. These encompass the risks encountered by subjects and objects
located in the vicinity of hazardous installations, as well as the aversion towards such
installations, which stems from the fact that impact zones of incident scenarios often greatly
exceed the installation's premises. The consequent outcomes (mortality, injuries, structural
damage), therefore covera much vaster area than the close vicinity of an installation.

Environmental management is negotiation of conflicting interests in space and is well
established in Slovene planning practise. Hereby the main idea is to maximise the income
from a certain activity while minimising potential negative effects of continuous point-source
pollution to the environment (emissions, noise, etc.). However, recently a new category of
environmental nuisance has evolved — accidents involving hazardous substances. The
consequences of the latter events have become, beside normal operation-associated nuisances,
an important issue in environmental protection and management. These factors have not been
implemented in environmental impact assessment, therefore the optimisation aspect of
allocating such establishment was absent from administrative procedures. The consequences
of such events are several thousand casualties in the last decades. This is supported by the fact
that in world industry there annually occur on average 4900 casualties (one casualty every
two hours) and approximately 7.6 million injuries. Material damage averages between 2.8 and
3.6 % of gross production annually.

The main cause for the occurrence of conflicts is the absence of integration between
risk assessment and spatial planning. In the past, the impact zones of incident scenarios have
not been taken into consideration as one of the important factors in spatial planning, as
opposed to the nuisance associated with normal operation of the installations (for ex.
continuous point-source pollution). This resulted in development of conflict land-uses in the
immediate vicinity of hazard sources, i.e. into the incident impact zones. The main reason for
this was the lack of integration potential in risk assessment methodology and spatial planning
methodologies (results of risk assessment not being useful in spatial planning).

The approach required for successful integration of risk assessment and spatial
planning is to present the risk assessment results in a spatially comprehensive form (threat
index map) and modification of the spatial/land-use planning procedure, with the goal of
intermediate control in the phase of determining the most suitable location for the proposed
project; in this manner spatial optimisation is achieved.
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Problem

Pretekle nesreCe — vzrok je neustrezna prostorska
razmestitev nevarnih dejavnosti — pomanijkljivosti v
prostorskem planiranju (industrijsko tveganje je novo
podrocje v upravljanju z okoljem)

Neucinkovito povezovanje ocenjevanja tveganja in
prostorskega planiranja (ni meril, izhodiSC)

Znacilnosti nevarnih dejavnosti in izguba kontrole nad
njimi



Hipoteza

Uspesna integracija ocenjevanja industrijskega tveganja
In prostorskega planiranja temelji na:

Rezultatih analize tveganja, ki so uporabni v
postopku nacCrtovanja namenske rabe prostora

Modifikaciji obstojeCih pristopov nacrtovanja
namenske rabe prostora — prostorskega planiranja



Pristop

Problem

Industrijsko
tveganje

Prostorsko
planiranje

Pomanijkljivosti

Pomanijkljivosti

Mozne resSitve

\ 4

Mozne resSitve

\ 4

Prostorski plan z integrirano oceno
tveganja




Industrijsko tveganje

Tveganje = f (nevarnost, izpostavljenost—posledice)
Tveganje = f (inteziteta izrednega dogodka, ranljivost)

Postopek ocenjevanja tveganja za nevarne industrijske
obrate za potrebe prostorskega planiranja:

a) doloCanje velikosti vplivnega obmocja

b) ugotavljanje ranljivosti okoljskih sestavin v vplivnem
obmocju

(c) dogovor o varstvenem rezimu v vplivnem obmocju

(d) optimizacija in odloCanje o sprejemljivosti posledic
potencialnih nesreC — sprejem prostorskega plana



Industrijsko tveganje

PROBLEM / POMANJKLJIVOSTI

Pridobivanje znanja o moznih vplivih (izrednih
dogodkih)

Prilagoditev rezultatov in metode ocenjevanja
tveganja za potrebe prostorskega planiranja — indeks
ogrozenosti

Ni meril, kriterijev, izhodisc, ki bi opisovali tveganje za
potrebe prostorskega planiranja



Industrijsko tveganje

PRIDOBIVANJE ZNANJA O MOZNIH VPLIVIH -
DOLOCANJE VPLIVNEGA OBMOCJA

V splosnem se obravnavajo eksplozije, pozari in
izpusti nevarnih snovi.

Za vsak takSen dogodek se oceni (izraCuna) vplivho

obmocje posledic, upostevajoc vrsto in koliCino snovi
ter pogoje, pri katerih pride do izpusta (v zrak,vode),

pozara eksplozije.

Verjetnost — psiholoski vidik; zmanjsevanje tveganja

Analiza scenarijev, analiza obcutljivosti



Industrijsko tveganje
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Industrijsko tveganje
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Industrijsko tveganje
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Industrijsko tveganje

ANALIZA RANLJIVOSTI OKOLJA

Potencial za nastanek negativhega vpliva na okolje, Ce
bi se doloCena dejavnost / izredni dogodek realiziral.

Ranljivost se oceni za:
populacijo (zaposleni v obratu, okoliski prebivalci)

Okolje
Materialne vrednote






Industrijsko tveganje

OBLIKA REZULTATOV OCENE TVEGANJA

Analiza obstojeCih metod za ocenjevanje tveganja:
Rapid Risk Assessment (RRA)
Quantitative Risk Assessment (QRA)

Accidental Risk Assessment methodology in the
Context of Seveso Il Directive (ARAMIS)



METODA Prednosti Pomanjkljivosti Oblika rezultata Uporabnost v prostorskem
planiranju
Rapid Risk Hitra in enostavna. Robustna, Ocena Stevila zrtev. Ni uporabna
Assessment podaja presezene
(RRA) Uporabna za dolo¢anje rezultate (Stevilo Verjetnosti za smrtne

prioritet ukrepanja.

zrtev)

izide nesrece.

Quantitative
Risk

QRA je zanesljiva metoda
za ocenjevanje tveganja.

Kompleksna,
¢asovno zahtevna

Verjetnost izrednega
dogodka.

Assessment | Omogoca sistemati¢no izvedba, potreben
(QRA) ocenjevanje nevarnosti in velik nabor Vplivho obmocje
posledic. informacij podano v obliki
razdalje (radij vpliva).
Podaja rezultate uporabne
za izdelavo varnostne
politike, NZR in prostorsko
planiranje.
Accidental ARAMIS metoda je jasna in Zahteva Verjetnost izrednega
Risk zanesljiva. poznavanje dogodka.
Assessment razli¢nih orodij za
Methodology | Podaja rezultate uporabne analizo tveganja. Vplivho obmocdje
in the za dovoljevanje in podano v obliki
Context of prostorsko planiranje. Robustna analiza Severity indeksa in
Seveso Il ranljivosti. Vulnerability indeksa
Directive Namenjena je razli¢nim —izraZzenega v
(ARAMIS) uporabnikom. rastrskem prikazu.




Industrijsko tveganje

OBLIKA REZULTATOV OCENE TVEGANJA

Indeks ogrozenosti — vpeljava

IZID IZREDNEGA

DOGODKA
(rezultat analize
scenarijev)
Matrika 1 POSLEDICE/UCINKI R SNOVNO-BILANCNO
OKOLJE Mejne vrednosti (kPa, W, ppm) MODELIRANJE
Matrika 2 POSLEDICE/UCINKI : MODELIRANJE
OKOLJE Razdalje (m) RANLJIVOSTI OKOLJA

\ 4

OCENA/INDEX
OGROZENOSTI




Industrijsko tveganje

Indeks ogrozenosti - osnovno izhodisce (podlaga) za
izdelavo prostorskih planov ter doloCanje odmika

med nevarnimi obrati in ranljivo okolico






Prostorsko planiranje

Kje v prostoru je mesto, ki bi skladno z
razlicnimi cilji ustrezalo doloCeni dejavnosti?



Prostorsko planiranje

PROBLEM / POMANJKLJIVOSTI

Praznina/neupostevanje tveganja v PP, napaka pri
izvajanju PP — dovoljevanje

Postopek priprave prostorskih planov in dovoljevanja
posegov Vv prostor (okolje) — problem negotovosti pri
pripravi strokovnih podlag za izdelavo prostorskega
plana



Prostorsko planiranje

PROBLEM

Novi obrati — ocene tveganja so prepozno vkljuCene v
planerski postopek (ni podlage za rezervacijo prostora
za novo nevarno dejavnost, ki je dovolj daleC od
obmodij, ki jih zelimo varovati).

ObstojeCi _obrati — problem odmika od obstojecCih
ranljivihn obmocCij — priblizevanje nevarnih in ogrozenih
obmocCij (odstranitev dejavnosti).
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Prostorsko planiranje

Prostorsko planiranje lahko prispeva naslednje za omilitev
problema:

zagotovimo zadosten odmik med nevarnim
iIndustrijskim obratom in ranljivo okolico

nacrtujemo in oblikujemo obmocja na nacin, da
zmanjSamo posledice



Prostorsko planiranje

NACINI VKLJUCEVANJA OCENJEVANJA TVEGANJA
V PROSTORSKO PLANIRANJE:

Industrijsko obmocje + pogojna gradnja obratov

Analiza ranljivosti na podlagi izkusenj za posamezne
industriske branze + Kkontinuiran monitoring
prostorskega razvoja ob izvajanju plana

CPVO - projekt na ravni pobude, politik, izdelave
strategije
Nevarne dejavnosti — posebna planska kategorija



Prostorsko planiranje

Strokovne
podlage —
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Zakljucek

Integracija  prostorskega in snovno bilanCnega
modeliranja se tako izkaze kot znanstveno podprto
orodje, neposredno uporabno tudi v upravljanju z
okoljem.

Rezultati so tako lahko neposredna opora za izdelavo in
morebitno spreminjanje prostorskih planov.

V prihodnje je nacCrtovano testiranje metode na
prostorskin planih (Mestna obcCina Koper) — tudi v
kontekstu interdisciplinarnega dela med strokovnjaki, ki
izdelujejo ocene tveganja in nacrte namenske rabe
prostora
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4. Ocena vplivov na okolje

4.2. Vloga povrsinskih kriterijev pri usmerjanju postopka iskanja lokacij posega v
podzemlje

Spela Ursej

Institutski mentor: Brank Konti¢
Fakultetni mentor: Mladen Franko, Fakulteta podiplomski studij Univerze v Novi Gorici

Raba podzemnega prostora se v svetu in tudi pri nas povecuje zaradi vzrokov, kot so:
pomanjkanje prostora na povrsju (zlasti v urbanih sredi§¢ih), zmanjSevanje vplivov posegov
na prostor in konfliktov novih dejavnosti z obstoje¢imi, ter razvoj gradbeno-tehni¢nih metod
podzemne gradnje, ki zagotavljajo vec¢jo varnost, trajnost in rentabilnost podzemnih objektov.
Kljub temu ostajajo metode nacrtovanja posegov v prostor, pri katerih obstaja realna moznost
umestitve v podzemlje, heterogene, nedorecene in pogosto ne dajejo rezultatov — preverljivo
najboljsih in druzbeno sprejemljivih lokacij ter tehni¢nih resitev posegov.

Predpostavljamo, da so podzemne alternative nacrtovanih posegov tehni¢ne resitve s
cilji zmanjSevanja vplivov na prostor in konfliktov z obstojec¢imi rabami na povrsju ali pa
sploh predstavljajo edino tehni¢no izvedljivo alternativo. Zato mora postopek nacrtovanja
posegov v podzemlje izhajati iz vrednotenja primernosti povrs$ja; tudi zato, ker je znanje o
podzemlju pomanjkljivo in negotovo. Torej so povrSinski kriteriji klju¢ni pri odlocanju o
usmeritvi postopka iskanja lokacij posega v podzemlje, metoda pa sestoji iz treh zaporednih
faz: vrednotenje primernosti prostora za poseg, analiza prostorskih kriterijev neprimernosti
povrsja in njihove potencialne vloge pri usmerjanju postopka nacrtovanja v podzemlje ter
vrednotenje primernosti podzemlja za poseg. Metoda je bila preizkuSena na dveh aktualnih
slovenskih nacrtovalskih problemih, in sicer naértovanje in prostorsko umescanje zelezniske
proge za visoke hitrosti v Sloveniji in nacrtovanje in prostorsko umescanje odlagalisca
NSRAO.
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4. Assessment of environmental impact

4.2. The role of surface characteristics in directing underground spatial planning
process

Spela Ursej

Supervisor at the JoZef Stefan Institute: Branko Konti¢
University supervisor: Mladen Franko, Graduate School, University of Nova Gorica

The use of underground space has been intensifying recently. Reasons could be found
in the lack of surface space (mainly in urban centres), attempts to decrease environmental
impacts and conflicts between different land-uses, and development of technical and
constructional methods assuring the safety, sustainability and profitability of underground
projects. As yet, planning methods of projects with possible underground solutions remain
undefined, heterogeneous and often do not result in optimal and socially acceptable spatial
alternatives and technical solutions for such projects.

We presupose that the underground project alternatives are technical solutions
intended to avoid great negative environmental impacts at the surface, conflicts with existing
land-uses on the surface or are the only technically and operationally feasible project
alternatives. That is why the planning process has to proceed from initial surface suitability
analyses, also because a knowledge about the underground is deficient and uncertain. For this
reasons we hypnothesize that surface criteria of surface unsuitability have a crucial role in
decision-making about re-directing a planning process towards an underground solution. This
method itself, however, consists of three sequential phases: surface suitability analysis for
planned project, analysis of surface unsuitability criteria and their potential role for re-
directing the project planning process towards the underground, and analysis of subsurface
suitability for the planned project. The proposed method was tested on two recent Slovene
planned projects: planning and spatial alignment of a high-speed railway, and planning and
spatial alignment of a LILW repository.



Vloga povrsinskih kriterijev pri usmerjanju postopka iskanja lokacij posega v
podzemlje

Spela Ursej, univ.dipl.ing.kraj.arh.
Institutski mentor: doc.dr. Branko Konti¢
Fakultetni mentor: prof.dr. Mladen Franko, Politehnika Nova Gorica

Povzetek

Raba podzemnega prostora se v svetu in tudi pri nas poveCuje zaradi vzrokov, kot so: pomanjkanje
prostora na povrsju (zlasti v urbanih srediscih), zmanj$evanje vplivov posegov na prostor in konfliktov
novih dejavnosti z obstojeCimi, ter razvoj gradbeno-tehnicnih metod podzemne gradnje, ki zagotavljajo
ve€jo varnost, trajnost in rentabilnost podzemnih objektov. Kljub temu ostajajo metode nacrtovanja
posegov v prostor, pri katerih obstaja realna moznost umestitve v podzemlje, heterogene, nedorecene
in pogosto ne dajejo rezultatov — preverljivo najboljSih in druzbeno sprejemljivih lokacij ter tehniCnih
reSitev posegov.

Predpostavljamo, da so podzemne alternative nacrtovanih posegov tehni¢ne resitve s cilji zmanjSevanja
vplivov na prostor in konfliktov z obstojeCimi rabami na povrsju ali pa sploh predstavljajo edino tehni¢no
izvedljivo alternativo. Zato mora postopek nacrtovanja posegov v podzemlje izhajati iz vrednotenja
primernosti povrsja; tudi zato, ker je znanje o podzemlju pomanjkljivo in negotovo. Torej so povrsinski
kriteriji kljuéni pri odlo¢anju o usmeritvi postopka iskanja lokacij posega v podzemlje, metoda pa sestoji
iz treh zaporednih faz: vrednotenje primernosti prostora za poseg, analiza prostorskih kriterijev
neprimernosti povr§ja in njihove potencialne vloge pri usmerjanju postopka nacrtovanja v podzemlje ter
vrednotenje primernosti podzemlja za poseg. Metoda je bila preizkuSena na dveh aktualnih slovenskih
nacrtovalskih problemih, in sicer nacrtovanje in prostorsko umesCanje ZelezniSke proge za visoke
hitrosti v Sloveniji in naCrtovanje in prostorsko umesc¢anje odlagalis¢a NSRAO.

Abstract

The use of subsurface space has been intensifying recently. Reasons could be found in lack of surface
space (mainly in urban centres), attempts to decrease the environmental impacts and conflicts between
different land-uses, and development of technical and constructional methods, assuring safety,
sustainability and profitability of subsurface projects. But yet, the planning methods of projects with
possible subsurface alignments remain undefined, heterogenic and often not result in authenticatably
optimal and socially acceptable spatial alternatives and technical solutions of projects.

We presume that the subsurface project alternatives are technical solutions of great negative
environmental impacts on surface, conflicts with existing land-uses on the surface or are at all the only
technically and operationally feasible project alternatives. That is why a planning process has to be
proceeded from surface suitability analyses, also because a knowledge about subsurface is deficient
and uncertain. From that reasons we hypnotise, that surface criteria of surface unsuitability have crucial
role in decision-makings about re-directing a planning process of project alignment towards subsurface,
a method itself however consists of three sequential phases: surface suitability analysis for planned
project, analysis of surface unsuitability criteria and their potential role for re-directing a planning
process of project alignment towards subsurface, and analysis of subsurface suitability for planned
project. Proposed method has been tested on two recent Slovene planned projects: planning and spatial
alignment of high-speed railway and planning and spatial alignment of LILW repository.



1. Izhodis¢a nacrtovanja

IzhodiS¢e nacrtovanja je bila identifikacija neuspeSnosti nacrtovalskih postopkov posegov v prostor,
zlasti dveh analiziranih nacrtovalskih problemov v Sloveniji:
1. Zeleznidka proga za visoke hitrosti (ZPVH) [1]:

— vecC kot 10-letno nacrtovanje ni dalo preverljivo najboljSih prostorskih alternativ

- Opuscanje Se ne do konca preverjenih alternativnih tras iz nadaljnjega postopka

- Prevlada enostranskih staliS¢

- Spreminjanje naértovanih hitrosti ZPVH in njene namembnosti (potnidki ali mesani
transport), kar ima za posledico spreminjanje gradbeno-tehni¢nih parametrov proge in
zato mozne drugacne prostorske resSitve.

- Nedosledna metoda ocenjevanja vplivov na okolje (zanemarjanje podzemnega znacaja
odsekov ZPVH — neto&no ocenjevanje vplivov, netoéno in nekompletno ocenjevanije ter
nedosledno dolo¢anje najboljSe trase)

- Neupostevanje prostorskih kakovosti in vrednot pri dologanju alternativnih tras ZPVH

- Neustrezen Casovni okvir strateSke presoje vplivov na okolje in poudarki (namesto
izhodiSCa nacrtovalskega postopka je bil poudarek na primerjalni Studiji)

2. (Odlagali$¢e nizko in srednje-radioaktivnih odpadkov v Sloveniji (odlagalis¢ée NSRAO):
— V ve€ kot 20- letnem postopku nacrtovanja so bile uporabljene in ovrZene razlicne
metode nacrtovanja odlagalis$¢a NSRAO [2]
— Reazultati prostorskega nacrtovanja niso dali reSitve —druzbeno sprejemljive lokacije:

» Poudarek na upostevanju gradbeno-tehnicnih in varnostnih prostorskih zahtev
odlagalis¢a NSRAO

» Prepozna vkljucitev javnosti v postopek nacrtovanja odlagalis¢éa NSRAO

— SEDAJ[2, 3]:

« Sedanji postopek nacrtovanja odlagalis¢a NSRAO ne omogoda izbora
najboljSe lokacije odlagalis¢a NSRAO na obmocju moznih alternativ (slovensko
ozemlje)

» Z lokalnimi partnerstvi in denarnimi odSkodninami skuSa zagotoviti druzbeno
sprejemljivo lokacijo

» Prostorskim znaCilnostim (neugodnim lastnostim) predlaganih lokacij se
prilagaja s tehnicnimi reSitvami (NI PROSTORSKE OPTIMIZACIJE)

*  Problemi z neprimernimi dimenzijami predlaganih lokacij

» Moznost izstopa ob€in iz postopka nadrtovanja (izguba potencialnih lokacij)

2. Opredelitev problema

Problem nacrtovanja posegov v podzemlje je vecplasten. V prvi vrsti je tezavno in negotovo iskanje
ustreznih lokacij v podzemlju zaradi visoke stopnje negotovosti in pomanjkljivega znanja o podzemlju ter
nejasnosti Casovnega okvirja identifikacije podzemnih alternativ posega v nacrtovalskem postopku. V
drugi vrsti je zaradi tipoloSko razliénih izhodiS¢ nedosledno primerjanje povrSinskih in podzemnih
lokacijskih alternativ posega. Nejasnosti nastopajo pri primerjanju tipolosko razlicnih parametrov ter
vplivov na prostor podzemnih in povrsSinskih lokacijskih alternativ posegov. Tudi prostorski kriteriji, ki naj
usmerjajo in utemeljujejo odlocitve o podzemni ali povrsinski umestitvi posega, so strokovno nejasni. In
nenazadnje imamo v nacrtovalskem postopku opraviti tudi z vprasanjem, kak$na je vloga tehnicnih,
ekonomskih, druzbenih in drugih kriterijev pri umes¢anju zahtevnih posegov v prostor.

Torej je nejasnosti pri umesCanju zahtevnih posegov v prostor, pri katerih se kaze tudi potencialna
moznost umesc¢anja v podzemlje ve€. Poleg nejasnih strokovnih in znanstvenih izhodiS¢ na podrocju



prostorskega nacrtovanja posegov v podzemlje in uporabe prostorskih parametrov so to tudi
metodoloSka vpradanja glede postopka takSnega nacrtovanja s kon¢nim ciliem opredelitve
najprimernejSe umestitve posega v prostor. Nenazadnje gre tudi za druzbeni odnos do velikih in
zahtevnih posegov v prostor, pri katerih v javnosti pogosto naletimo na nerazumevanje SirSega
nacrtovalskega problema in koncepta ter zato nestrinjanje z negativnimi vplivi na prostor, ki jih tak
poseg utegne povzrociti. Po drugi strani pa so podzemne umestitve posegov v prostor vecinoma odraz
druzbenega nestrinjanja s Skodami, ki bi jih tak poseg utegnil povzro€iti na zate¢ene razmere in rabe
povrsja.

3. Cilji raziskave

Cilj raziskave je konceptualno opredeliti in praktiéno preskusiti postopek nacrtovanja in umescanja
podzemnih posegov v prostor. Namen raziskave je identificirati cilje, kriterije in vidike, ki potencialno
usmerjajo postopke nacrtovanja posega v podzemlje, analizirati njihovo relevantnost za obravnavan
nacrtovalski problem in jih pomensko razvrstiti.

Konéni cilj magistrskega dela je osvetlitev in razlaga postopka (metode) nacrtovanja posegov v
podzemlje, ki je potekal na osnovi znanja o lastnostih povr§ja. S tega vidika je namen izlusciti kriterije za
prostorsko nacrtovanje — umesc€anje podzemnih posegov v prostor s poudarkom na uporabnosti znanja
o povr§ju. Konéni namen magistrskega dela je analizirati rezultate eksperimenta v smislu razlik z
rezultati drugacnih postopkov in oceniti metodo in kriterije v smislu $irSe uporabnosti za podzemne
posege z razlicnimi prostorskimi pojavnostmi in zahtevami.

4. Delovna hipoteza

Kot reSitev opisanih nacrtovalskih problemov je treba opredeliti poenoten in ponovljiv postopek
naCrtovanja posegov v prostor, ki bo v kon¢ni fazi omogocal identifikacijo najugodnejSe lokacije v
prostoru. V postopku je treba identificirati in uporabiti prostorske kriterije, ki so opisljivi z obstoje€imi
podatki in imajo vlogo pri potencialni usmeritvi posega v podzemlje. Ker so parametri podzemlja
negotovi in le delno opisljivi z obstojeCimi podatki, gre takSne kriterije iskati med povrSinskimi
sestavinami prostora; tudi zato, ker je veCinoma cilj umeS¢anja posegov v podzemlje zmanjSevanje
interakcij druzbe s posegom in varovanje zate€enih rab prostora na povrsju. Predpostavljamo torej, da
gre klju¢ne prostorske parametre odloCanja o umestitvi posega v podzemlju iskati v lastnostih povrsja. V
skladu s tem so podzemne alternative tehni¢ne reSitve negativnih vplivov povrinskih alternativ na
prostor in niso neodvisne alternative posega.

5. Metoda iskanja ustrezne lokacije posega

Metoda iskanja ustrezne lokacije posegov, pri katerih obstaja tudi moZnost umes¢anja v podzemije,
obsega naslednje faze:
e Analiza primernosti povr§ja za nacrtovani poseg v prostor
e Analiza primernosti prostora za povrSinsko oziroma podzemno izvedbo nacrtovanega posega v
prostor
e Analiza rezultatov in njihova primerjava z rezultati drugacnih postopkov prostorskega
nacrtovanja

V nadaljevanju nacrtovalskega postopka bi metoda obsegala $e naslednji dve fazi:
o Detajlna analiza primernosti podzemlja za nacrtovani poseg z vkljucitvijo podatkov in kriterijev
podzemlja v prostorski model.
e Terenske raziskave in dodatne tehniéne Studije



6. Postopek prostorskega nacrtovanja in vloga prostorskega modeliranja

Prostorsko nacrtovanje je postopek analize in vrednotenja prostora z namenom umestitve nacrtovanega
posega s ¢im manjSimi negativnimi vplivi na prostor ter ¢im manjSimi stroki realizacije posega. Poleg
tega je treba poseg v prostor umestiti v skladu z gradbeno-tehni¢nimi in obratovalnimi zahtevami.
Prostorsko nacrtovanje obsega vec faz, ki si hierarhi¢no sledijo od generalnega strateSkega nacrtovanja
do bolj detajinega nacrtovanja. Kon¢ni cilj prostorskega nacrtovanja posega v prostor je izvedbeni nacrt,
v katerem je opredeljena toCna lokacija posega v prostor ter njegova gradbeno-tehni¢na reSitev, ki je
neposredna osnova za zacetek izvajalskih del.

Prostorsko modeliranje je orodje, ki se uporablja v zadetnih fazah nacrtovalskega postopka, ko se
analizira celotno obmocje moznih alternativ z namenom opredelitve alternativnih lokacij posega, ki so v
nadaljevanju nacrtovalskega postopka strokovna osnova za sprejemanje odloitve in izbor
najprimernejSe lokacije nacrtovanega posega. Cilj prostorskega modeliranja je torej lokacijska
optimizacija nacrtovanega posega v prostor.

Prva faza prostorskega modeliranja je analiza potencialnih negativnih vplivov faz posega na sestavine
prostora. V ta namen se prostor in poseg Clenita na posamezne sestavine, katerih medsebojni vplivi so
analizirani v matriki interakcij. Glede na rezultate interakcijske matrike izloimo sestavine prostora, za
katere je priCakovano, da jih bo realizacija posega spremenila — prizadela. Ranljivost posamezne
sestavine prostora vrednotimo v konceptu modela ranljivosti, ki je neposredna osnova za pripravo
modela.. Karte ranljivosti posameznih lastnosti zdruzimo v skupno karto ranljivosti posamezne sestavine
prostora (slika Error! Reference source not found.).

1 - Zelo majhen negativen vpliv
|:> 2 - Majhen negativen vpliv

3 - Dokaj velik negativen vpliv
4 - Velik negativen vpliv
5 - Zelo velik negativen vpliv

Slika 1: Opis ranljivih lastnosti prostora s prostorskimi podatki, vrednotenje pri¢akovane jakosti vpliva
naértovanega posega s pet-stopenjsko vrednostno lestvico ter konéno zdruzevanje kart ranljivosti lastnosti
prostora v karto ranljivosti posamezne sestavine prostora.




Vse karte ranljivosti posameznih sestavin prostora zdruzimo v skupno karto ranljivosti prostora.
Podobno analiziramo tudi priviatnost prostora za na¢rtovan poseg. Obe karti zdruZimo v karto
primernosti prostora, ki je konéni rezultat prostorskega modeliranja ter sluzi za identifikacijo primernih
alternativnih lokacij naCrtovanega posega - slika 2.

Slika 2: Kon¢ni karti modelov ranljivosti in privlianosti (levo), zdruzeni v karto primernosti prostora za naértovani
poseg (desno) — primerne lokacije posega so na karti primernosti prostora oznacene z rdeco barvo.

7. Prikaz uporabe metode na primeru naértovanja odlagaliSs¢a nizko in srednje radioaktivnih
odpadkov

Opredelieno metodo nacrtovanja posegov v prostor, za katere obstaja tudi moZnost umestitve v
podzemlje, smo preskusili na primeru naértovanja in prostorskega umes¢anja odlagalis¢éa NSRAO.

Analiza primernosti povrsja za nacrtovani poseg v prostor

V prvi fazi naCrtovanja smo analizirali primernost povr§ja za odlagalis¢e NSRAO. Glede na interakcijsko
matriko priCakovanih vplivov posega na sestavine prostora smo izvedli naslednje delne modele
ranljivosti:
Modeli ranljivosti naravnih sestavin okolja

»  Model ranljivosti naravnih pojavov

»  Model ranljivosti naravnih procesov

»  Model ranljivosti izrednih naravnih dogodkov
Modeli ranljivosti bivalnih kakovosti

»  Model ranljivosti mirnosti v prostoru

*  Model ranljivosti vizualnih kakovosti v prostoru

»  Model ranljivosti kulturnih kakovosti v prostoru
Modeli ranljivosti rab prostora

»  Model ranljivosti potencialov prostora za rabo in razvojnega potenciala

»  Model ranljivosti $portno rekreacijskega potenciala v prostoru

»  Model ranljivosti potenciala prostora za poselitev




»  Model ranljivosti potenciala prostora za kmetijstvo
»  Model ranljivosti potenciala prostora za gozdarstvo
»  Model ranljivosti vodnih virov

Delne modele smo zdruZili v skupni model ranljivosti povrSja za odlagaliS¢e NSRAO, katerega rezultat
prikazuje slika 3.

Slika 3: Rezultat skupnega modela ranljivosti povrsja za odlagalis¢e NSRAO.

Privla¢nost lastnosti prostora za odlagali$¢e NSRAO smo opisali z naslednjimi delnimi modeli:
»  Model privlacnosti prostora z vidika ¢im manj$ih transportnih stroSkov
»  Model privlacnosti z vidika ¢im manjsih gradbenih stroskov
»  Model privlanosti prostora z vidika ¢im manjsih stroskov odkupa zemljiS¢

Rezultat skupnega modela privianosti prostora prikazuije slika 4.

Slika 4: rezultat skupnega modela privlanosti prostora za odlagalis¢e NSRAO.

Oba modela smo zdruzili v model primernosti povrsja za povrSinsko odlagalis¢e NSRAO. Rezultat
modela je prikazan na sliki 5.



Slika 5: Primernost povrsja za povrsinsko odlagaliSée NSRAO.

Iz gornjih prikazov je razvidno, da je slovensko ozemlje ve¢inoma zelo ranljivo za povrsinsko
odlagalis¢e NSRAO. Kijer je ranljivost manjSa, pa rezultat modela privlacnosti prostora kaze, da
obstojeCe lastnosti prostora ne omogocajo relativno stroskovno ugodne izgradnje odlagalisca ter
ugodnih obstojecih transportnih poti od vira radioaktivnih odpadkov (nuklearna elektrarna Krsko) do
potencialne lokacije odlagalis¢a NSRAQ. Zato sklepamo, da je smiselno analizirati tudi podzemlje kot
potencialno obmocje umestitve odlagalis¢éa NSRAO.

Analiza prostorskih kriterijev neprimernosti povrsja v smislu njihovega pomena za usmeritev
postopka iskanja lokacij posega v podzemlje

Opravliene modele ranljivosti povrsja smo analizirali z vidika mejnih vrednosti lastnosti prostora, nad
katerimi so priCakovani negativni vplivi na povrsje zelo veliki in bi bila zato primernejSa umestitev
odlagalis¢a NSRAO v podzemlje. Te vrednosti neprimernosti povrsja za umestitev odlagali$¢a NSRAO
zato dobijo pomen kriterijev za usmeritev postopka iskanja lokacij posega v podzemlje. Lastnosti
prostora in kriteriji povr§ja so nasteti v preglednici 1.



Preglednica 1: Nabor kriterijev, ki usmerjajo postopek iskanja lokacije odlagaliSéa NSRAO v podzemlje. Pri
navedenih vrednostih kriterijev pri€akujemo, da je podzemna umestitev odlagaliSéa NSRAo boljSa od povrsinske
glede na izhodi$¢a prostorske analize - vidike primernosti lokacije za odlagaliS¢e NSRAO.

Vidiki primernosti lokacije
za odlagalis¢e NSRAO
3 2
= = . 5|2 |3
Sestavina ali 22 8|cG|e |8
lastnost Kriterij za usmeritev lokacije odlagaliSce S 3 § SE |8 §
prostora Lastnost prostora v podzemlje Q3> |C8 o
Morfologija Nakloni > 30°
terena Izpostavljene reliefne oblike Grebeni, vrhovi
grape, soteske
Dolzina pobodij > 200 metrov
Nadmorske visine > 1800 metrov nad morjem
Velikost lokacije 200 x 300 metrov
Hidrologija StojeCe in tekoCe vode Prisotnost
Obmogja poplav Prisotnost
Erozijska obmocja Kombinacija padavinskega reZzima in
lastnosti terena
Meteorologija Povprecne letne koli¢ine padavin > 2000 mm padavin/leto
Koli¢ina padavin v padavinskih viskih | Nad 18 mm/dan; v povezavi z lastnostmi
terena
Trajanje snezne odeje > 150 dnilleto
Biosfera Kopenski ekosistemi Ekolo3ki kriteriji
Vodni ekosistemi Ekoloski kriteriji
Varstvena obmodja Natura 2000 Varstveni rezimi ekolosko pomembnih
obmodij
Zavarovane naravne vrednote Varstveni reZimi naravnih vrednot
Zavarovani parki
Poselitev Strnjena naselja Pas oddaljenosti 500 m
Gostota poselitve Nad 100 prebivalcev/ km?
Kmetijstvo Potencial prostora za kmetijstvo NajboljSa kmetijska zemljisca
Gozdarstvo Gozdne povrsine Globina koreninskega sistema
Vodni viri Viri pitne vode NajstroZji in strog rezim varovanja
podzemnih virov pitne vode
Rekreacijske Javni parki Raba prostora v bliZini
povrsine Sportni objeki Velikost in lega objektov (podzemno-
nadzemno)
Infrastruktura Prometna infrastruktura (avtoceste in | Gradbeno-tehnicni kriteriji za trasiranje cest
Zeleznice) in Zeleznic
Energetska infrastruktura (daljno-, Varstveni pasovi energetske infrastrukture
plino- in naftovodi)
Komunalna in vodo-oskrbna Varstveni pasovi komunalne in vodo-
infrastruktura oskrbne infrastrukture
Energetski objekti (elektrarne in Meje lokacije
distribucijske postaje)
Kakovosti Vizualne kakovosti prostora Vizualna izpostavljenost lokacije
bivanjskega odlagali$¢a
prostora Kulturne kakovosti prostora Objekti in obmogja kulturne dediscine

Legenda:

Izlogilni kriterij!

Usmeritev v podzemni umestitev odlagali$¢a
Ni neposredne zveze med kriterijem in izborom
podzemne lokacije

! Izlogilni kriteriji veljajo tako za povr§insko kot podzemno umestitev odlagalii¢a NSRAO. Namre¢, na
obmocju varovanih vodnih virov, na grebenih in vrhovih ter nad nadmorskimi vis§inami 1800 metrov odlagalisc¢e
NSRAO ni mozno, bodisi zaradi druzbene nesprejemljivosti, gradbeno-tehni¢nih razlogov ali pa zahtev po
ustreznih transportnih povezavah (blagi nakloni in horizontalne krivine).



Analiza primernosti prostora za povrsinsko oziroma podzemno izvedbo nacrtovanega posega v
prostor

V naslednji fazi so bile vrednosti prostorskih lastnosti ali pojavov analizirane v modelu primernosti
prostora za podzemno in povrsinsko umestitev odlagali$¢e NSRAO. Namen je bil ugotoviti, kje v
prostoru so obmocja, ki so primernejSa za podzemno umestitev odlagalis$¢a NSRAO in, ali razSiritev
obmodja moznih alternativ v podzemlje prispeva k razsiritvi nabora potencialnih lokacij za odlagalisce
NSRAO. Postopek priprave je shematsko prikazan na sliki 6, slikovni rezultat prostorskega modela pa
na sliki 7.

- Gozdne )
Morfologija terena povr&ine Poselitev
Matrika1 1| Matrika4 J | Matrka8 .l
11231415 s 1]12]3]4]5 - - = 112131415
T Najboljsa —— = Bivanjske in BRI
1 11213415 - 1 1 21315 . 1 112123153
Hidrologija [ 21 12345 kmetijska |[—)[ 5] 4[4 E][5]5 krajinske A PR
K F ENEAEN zemljisca L kakovosti H IFERER
[l Kl EA RN N Matrika 2 O EIEEER N
5]15]5(5]5]5 11213415 HEEEEE
Matrika 2 | Zavarovani _:) ; ; g g i g
21314 5 vodni viri 333345
- 1 11213158 AL 412415
Meteorologija )] 2 ! 2 g j g 51 5[5]5[5]5
3 Z ,
B é R R Matrika 6 J_L ]
513]4]5]5]5 - 1 213 j :;
; = 213
Matika3 [ Rekreacijske | 517 j 1215
11213145 povréine [ '[3f2[3]4[4]5
i I I TN B 515 (515]5]5
i 211121345 ”
Biosfera ED 32 é 31215 Matrika 7 J,_,
42134475 112131415
5155555 11112 :- 415
Infrastruktura [=) g % 213 i 3
J | 3 J
41414141415
505555158
Naravno ohranjen prostor Raba prostora Bivanjski prostor
Matrika 9: Rezultat modela Matrika 3 ‘ Matrika 7 J L“"ﬁtr‘kag
sovpadanja in sinergijskih R FA 23415
uéinkov povrsinskih kriterijevzal 1 {11 2031415 | Matrika 1 21314109
itev postopka iskanja 7l M N N R LR R NN
usmeritev postop ) 313121314151 s3]3]3(4]58 ;
lokacije odlagaliséa NSRAO v s[ele[2 |25 4 [ 4[4 4] &[5 |Matrika 9 Clovekove
podzemlje s|5]s]5f5]5 51515151515 |dejavnosti v prostoru

Slika 6: Shema postopka priprave prostorskega modela primernosti prostora za podzemno in povrsinsko
umestitev odlagalis¢e NSRAO.



Slika 7: Rezultat modela primernosti povrs§ja in podzemlja za odlagali§¢e NSRAO glede na kriterije
neprimernosti povrsja.

Iz prikaza rezultata modela je razvidno, da je veCina slovenskega ozemlja zaradi zateCenih lastnosti na
povr§ju bolj primerna za podzemno umestitev odlagali$¢a NSRAOQ. V nadaljevanju raziskave smo tudi
preverili pomen dveh filozofsko razli¢nih varnostnih zahtev za prostorsko pojavnost vecje primernosti
podzemlja za odlagalis¢e NSRAO. Prva varstvena zahteva poudarja varstvo ¢lovekovega prostora in
dejavnosti v prostoru (antropocentriéni vidik), druga pa varstvo narave (naturocentriéni vidik). Skladno s
to opredelitvijo smo izvedli locena prostorska modela z vkljuCitvijo le tistih kriterijev povrSja, ki so skladni
z opisanima varnostnima zahtevama. Rezultata modelov sta razvidna iz slike 8. Ocitno je, da se
obmocja varstva bivanjskega prostora ter varstva narave prostorsko ne ujemajo. TakSna analiza lahko
prispeva h kasnejSim diskusijam v postopku sprejemanja odlocitev o izboru najprimernejse trase o
pomenu na eni strani lovekovega bivanjskega prostora in njegovem varstvu ter na drugi strani varstvu
narave in njenem varstvu.
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Slika 8: Primerjava obmoCcij, kjer je predlagana usmeritev postopka iskanja lokacij za odlagalisce
NSRAO v podzemlje zaradi varstva bivanjskega prostora (zgoraj) in varstva narave (spodaj).
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Analiza rezultatov in njihova primerjava z rezultati drugacnih postopkov prostorskega
nacértovanja

V zadniji fazi raziskovanja smo kon¢ni rezultat — karto primernosti povrsja in podzemlja za odlagalis¢e
NSRAO glede na kriterije neprimernosti povrsja — primerjalno analizirali z rezultati drugaénih postopkov.
ARAO je namre€ pripravila idejne resitve odlagalis$¢éa NSRAO za tri potencialne lokacije, pridobljene na
podlagi ob€inskih prijav za sodelovanje v postopku umesc¢anja odlagalis§¢a NSRAO v prostor v letu
2005: Cagos$ v obgini Sevnica, Vrbina v ob&ini Kréko in Globoko v obgini BreZice [3], in jih prikazuje slika
9.

Slika 9: Prikaz alternativnih lokacij za odlagaliS$¢ée NSRAO na rezultatu modela primernosti prostora za povrsinski in
podzemni tip odlagali$ca.
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Obéina Sevnica - Lokacija Cago$/KS Studenec

ldejno zasnovo odlagaliséa NSRAO na lokaciji Cago$ v ob&ini Sevnica prikazuie slika 10.

Slika 10: Idejna resitev 1 odlagaliséa NSRAO na lokaciji Cago$ v obéini Sevnica in rezultati modela primernosti
prostora za povrSinski in podzemni tip odlagalis¢a.

Ceprav je ob&ina Sevnica izstopila iz postopka ume$&anja odlagali$éa NSRAO v prostor s pisnim
obvestilom Agencije ARAO z dne 21.3.2006, smo lokacijo in idejno zasnovo podzemnega odlagali$¢a
vseeno uporabili za preveritev rezultatov modeliranja.

Odlagalis¢e NSRAO je zasnovano v dveh delih (slika 10): v ozki soteski naj bi se nahajali povrSinski
tehnicni in servisni objekti, namenjeni sprejemu in manipulaciji NSRAO. Iz tega dela je dostop
podzemni odlagalni del, za katerega sta bili predvideni dve alternativni tehnicni resitvi: odlagalni rovi ali
silosi. Rezultat modela primernosti prostora za povrSinski in podzemni tip odlagalis¢a NSRAO v
generalnem potrjujejo pravilnost idejnih resitev. Dostop do tehniénega, povrsinskega dela odlagalisca je
v modelu ocenjen kot zelo in deloma kot srednje primeren za povrsinsko odlagali$¢e (zelena in modra
barva). Odlagalni — podzemni del odlagalis¢a lezi na obmocju, ki je tudi v modelu ocenjen kot bolj
primeren za podzemno odlagalis§¢e NSRAO.
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Obéina Brezice - Lokacija Globoko/KS Globoko

Idejno zasnovo odlagalis¢éa NSRAO na lokaciji Globoko v ob€ini BreZice prikazuje slika 11.

Slika 11: Idejna reSitev odlagaliS$éa NSRAO na lokaciji Globoko v obéini Brezice in rezultati modela primernosti
prostora za povrsinski in podzemni tip odlagaliséa.

Na lokaciji Globoko je predlagana povrsinska izgradnja odlagali$¢a NSRAO. Iz rezultatov modela je
razvidno, da je prostor na obmocju odlagalis¢a deloma primeren za povrsinsko izgradnjo odlagali$¢a
NSRAO, deloma pa narekuje izgradnjo podzemnega odlagali$¢a. Zato bi bilo v nadaljevanju
nacrtovalskega postopka odlagaliS§¢a NSRAO na tej lokaciji ustrezno vkljuciti ter primerjati tudi
podzemno alternativo odlagalnega dela odlagalisca.
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Ob¢ina Krsko - Lokacija Vrbina/KS Vrbina

Lokacijo Vrbina v obcini Krsko prikazuje slika 12.

Slika 12: Lokacija Vrbina v ob¢ini Krsko in rezultati modela primernosti prostora za povrsinski in podzemni tip
odlagalis¢a.

Na lokaciji Vrbina v neposredni blizini Nuklearne elektrarne Krsko je predlaganih 5 alternativnih reSitev
odlagalis¢a NSRAO (Dolenjski list). Obmocje teh alternativ je v modelu ocenjeno kot primerno za
povrsinsko odlagalis¢e NSRAO.

8.

Ugotovitve

MetodoloSke ugotovitve so:

Metoda je uporabna v zgodnjih fazah na¢rtovalskega procesa za identifikacijo primernosti povrsja za
poseg in smernic za nadaljnje nacrtovanje v smislu tehni¢nih resitev posega

Metoda omogoca identifikacijo in analizo medsebojnih konfliktov med znacilnostmi prostora in
posegom

Metoda omogoca strokovno utemeljeno umescanje posegov v podzemlje, zlasti glede na prostorske
Kriterije

Metoda zmanjSuje negotovosti nacrtovalskega procesa in potrebe po vraanju nacrtovalskega
postopka v zgodnejSe faze

Metoda reSuje problem pomanjkljivih in negotovih podatkov o podzemlju v zgodnjih fazah
nacrtovanja

Metoda omogoCa analizo negativnih vplivov podzemnih alternativ posega Ze v zgodnjih
nacrtovalskih fazah

Metoda omogoCa analizo rezultatov v smislu razli¢nih odlo¢evalskih kriterijev (varnost, vplivi na
prostor, itd.)
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9. Diskusija

1

ODLOCANJE IN IZBOR NAJPRIMERNEJSE TEHNICNE IN LOKACIJSKE ALTERNATIVE
POSEGA: Kako v nadaljnjih nacrtovalskih korakih primerjati primernost povrsinskih in podzemnih
alternativ posega s ciliem izbora najboljSe reSitve predlaganega posega v prostor?
GENERALIZACIJA PROSTORSKIH KRITERIJEV IN SMERNIC NACRTOVANJA: Kljub splognim in
ponovljivim glavnim korakom metode nacrtovalskega postopka, je treba prostorske kriterije analizirati
individualno za vsak poseg v prostor glede na njegov tip, tehni¢ne lastnosti in prostorske zahteve.
Predlagano je nadaljevanje te Studije z analizo prostorskih kriterijev in smernic za posamezne tipe
posegov v prostor.

POMEN POSAMEZNIH PROSTORSKIH KRITERIJEV: pomen posameznih prostorskih kriterijev v
prostorskih analizah za posamezne tipe posegov v prostor ni jasen. Ali se pomenske vrednosti
prostorskih kriterijev lahko doloCijo vnaprej za posamezne tipe posegov v prostor ali je treba za vsak
nacrtovalski postopek voditi razpravo do izvedbe posega v prostor?

Viri
1 Kontié B., Marusi¢ J., Ogrin D., Golobi¢ M., Ursej S., Jankovié L., Hudoklin J., Simi¢ S., Konti¢ D., Rakovec J., Polig M.,

Kos D.: Celovito presojanje vplivov na okolje: Rezultati CRP »konkurenénost Slovenije 2001-2006: Studija ranljivosti
prostora in celovita presoja vplivov na okolje za hitro Zeleznico v Sloveniji in regionalni razvojni program statisticne
regije Goriska 2002-2006«. Ljubljana: Institut Jozef Stefan, 2005

2 Veseli¢ M., Zeleznik N., Stanojevic L., Virek S.: Priprava DLN za odlagaliée NSRAQ: Predprimerjaina $tudija za izbor

treh potencialnih lokacij za odlagalis¢e NSRAO, Zakljuéno poro€ilo — mapa 1, Revizija 1, Ljubljana: Agencija ARAO,
2005

3 Spletna stran Agencije za radioaktivne odpadke (ARAQ), Kaj delamo, Lokalna partnerstva

(http://lwww.gov.si/arao/index.php?menu_id=612&lang=sl#) 4.5.2006
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5. Okoljske tehnologije

5.1. Odstranjevanje ostankov zdravilnih uc¢inkovin na pilotnih Cistilnih napravah
Tina Kosjek

Institutska mentorica: Ester Heath
Fakultetni mentor: Boris Kompare, Institut za zdravstveno hidrotehniko, Fakulteta za
gradbenistvo in geodezijo Univerze v Ljubljani

V zadnjem desetletju narasca Stevilo raziskav na podro¢ju dolo¢anja prisotnosti in
ucinkov ostankov zdravilnih uc¢inkovin v okolju. Prisotnost ostankov zdravilnih u¢inkovin v
okolju je posledica njihove obstojnosti v okolju, velike proizvodnje in razSirjene uporabe.
Podatki iz svetovne literature prikazujejo prisotnost zdravilnih u€inkovin v povrSinskih in
odpadnih vodah. Vstop zdravilnih ucinkovin v okolje lahko zmanjSamo s pravilnim
ravnanjem z zdravili. To vkljucuje tako pravilno obdelavo industrijskih, bolnisni¢nih in
komunalnih odpadnih vod, kakor tudi pravilno ravnanje posameznikov z neuporabljenimi
zdravili oziroma zdravili s preteCenim rokom uporabe. Po podatkih iz literature s klasi¢nimi
nacini ¢iS¢enja odpadnih vod zdravilnih u€inkovin ne odstranimo v zadovoljivi meri. Zato je
potrebno postopke ciSCenja izboljSati oziroma uporabiti dodatne metode odstranjevanja
zdravilnih u¢inkovin na €istilnih napravah.

Za preucCevanje obnasanja ostankov zdravilnih u¢inkovin na Cistilnih napravah sem v
sodelovanju z InStitutom za zdravstveno hidrotehniko na Fakulteti za gradbenis$tvo Univerze v
Ljubljani izdelala pilotno ¢&istilno napravo (PCN), ki posnema delovanje klasi¢ne komunalne
Cistilne naprave s pozivljenim blatom. Na PCN preu¢ujem eliminacijo izbranih nesteroidnih
protivnetnih u¢inkovin (NSAID). Predstavnike NSAID (ibuprofen, naproksen, diklofenak in
ketoprofen) sem izbrala na osnovi njihove obstojnosti in razsirjenosti v Sloveniji in po svetu.
Za njihovo kvalitativno in kvantitativno dolocCitev sem razvila analizni postopek, ki vkljucuje
predpripravo vzorca (nakisanje in filtriranje), ekstrakcijo na trdnem nosilcu (SPE),
derivatizacijo in analizo s plinsko kromatografijo z masno spektrometricno detekcijo (GC-
MSD).

Po Sestmeseénem neprekinjenem delovanju PCN sem dobila visoko in stabilno
odstranitev ibuprofena, ketoprofena in naproksena (> 90 %) iz umetno pripravljene odpadne
vode (primerjava koncentracij NSAID na vtoku in iztoku iz PCN). DeleZ odstranitve
mehanizem odstranitve izbranih NSAIDs na PCN (biorazgradnja, kemijska, toplotna,
fotorazgradnja ali adsorpcija na biomaso) ter v primeru razgradnje dolocila njihove razgradne
produkte. V S$tudijo bom vkljucila tudi druge zdravilne ucinkovine (karbamazepin,
klofibrinska kislina, protitumorne ucinkovine...), preucevala vpliv svetlobe (fotorazgradnja)
in vpeljala dodatne postopke ciSCenja (pritrjena biomasa, ozonizacija / H,O,, uporaba
nanomembran, vkljucitev anaerobnega prekata...). Konc¢ni cilj mojih raziskav je aplikacija
novorazvite tehnologije ¢iSCenja na pilotni Cistilni napravi v ve¢jem obsegu ter na »realnih«
(komunalnih, bolni$ni¢nih in/ali industrijskih) Cistilnih napravah.
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5. Environment-friendly technologies

5.1. Removal of Pharmaceutical Residues from Pilot Waste Water Treatment Plants
Tina Kosjek

Supervisor at the Jozef Stefan Institute: Ester Heath
Supervisor at the university: Boris Kompare, Institute of Sanitary Engineering, Faculty of
Civil and Geodetic Engineering, University of Ljubljana

In the last decade there has been increasing interest in determination of
pharmaceutical residues in the environment. Their presence there may be a consequence of
their environmental persistence, and/or high production and consumption. Literature data
show the presence of pharmaceutical residues in surface and waste waters. Their entry into
the environment can be reduced by adequate pharmaceutical waste management, which
includes effective treatment of industrial, hospital and municipal wastewaters, as well as
appropriate handling of unused or expired drugs. According to the literature, conventional
wastewater treatment does not efficiently remove pharmaceutical residues. Therefore,
improved or additional removal methods should be applied in wastewater treatment.

To study the fate of pharmaceutical residues in a wastewater treatment plant (WWTP),
we designed a small pilot-scale wastewater treatment plant (PWWTP) that mimics the
municipal wastewater treatment and uses active sludge obtained from a Slovenian municipal
WWTP. The model compounds involved in our study were selected according to their
widespread consumption in Slovenia and central Europe. The selected compounds are
common representatives of the nonsteroidal antiinflammatory drug: ibuprofen, naproxen,
diclofenac and ketoprofen. For their qualitative and quantitative determination, a novel
analytical procedure that included sample preparation and analysis by gas chromatography
coupled to mass spectrometric detection (GC-MSD) was developed. In the first stage the
samples were acidified, filtered and concentrated using solid phase extraction (SPE). In order
to achieve a satisfactory chromatographic separation, the compounds were derivatised into
more volatile and thermally stable trimethylsilyl esters and analyzed by GC-MSD.

Comparison of influent and effluent PWWTP samples after six months of continuous
operation showed a high (= 90%) and constant elimination of ibuprofen, naproxen and
ketoprofen. In contrast, only limited removal of diclofenac (= 60 %) was observed under
laboratory conditions at both operating concentrations of NSAIDs (0.05 and 0.005 mg/L) in
the artificial wastewater.

In the future more attention will be directed to the study of the removal mechanism of
NSAIDs in PWWTP (biodegradation, chemical, thermal, photodegradation or adsorption on
the biomass), and in the case of biotic or abiotic degradation, the degradation products formed
will be identified. To improve elimination in the PWWTP, additional treatment methods will
be integrated into the process (attached biomass, ozonization / H,O,, application of
nanomembranes, anaerobic conditions,...). Furthermore, the study will be extended to a
broader spectrum of pharmaceuticals, e.g. carbamazepine, clofibric acid, antitumour agents,
e.t.c.. The final goal of this research is application of newly developed treatment technology
to a large-scale pilot wastewater treatment plant and real (municipal, hospital and/or
industrial) treatment plants.



Transformations and effects of mercury (Hg) on terrestrial isopods (Isopoda, Crustacea)

Transformations of inorganic mercury (**Hg®") (reduction to “*Hg° and methylation to organic
Me?®Hg) in Porcellio scaber (Isopoda, Crustacea) and its environment were studied, using a purpose -
built experimental setup where Hg cycling was followed using ?**Hg®* tracer, including assimilation
and distribution of T**Hg and Me®®*Hg in the animals at low Hg concentrations (0,5 and 5 pg Hg/g).
In continuation, the effects of elevated concentrations of Hg? in the food (1) on feeding activity by
standard laboratory toxicity test protocols and (2) on lysosomal membrane stability (LMS) of P.
scaber digestive gland tubes (hepatopanceras) in toto, by lysosomal latency (LL) assay and the netural
red retention (NRR) assay were investigated. LMS was assessed on animals, laboratory exposed to
elevated Hg concentrations in the food, and animals collected at unpolluted (Maribor) and polluted
(Idrija, Velenje) locations in Slovenia. The formation of “*Hg° depended on the ?**Hg”* concentration
in the leaves, moisture and bacteria, which had important role in reduction of “®Hg?* to ?*Hg’
especially in the first day of the experiment. The contribution of the isopod’s digestive flora in
reduction was negligible compared to the reduction of **Hg® to “®Hg° in the environment.
Approximately 3% of T?®*Hg and only 2% of Me?*Hg consumed was assimilated by the animals. Low
Me?®Hg assimilation and a loss of Me?**Hg when comparing assimilated and excreted Me?*Hg versus
consumed Me®®®*Hg may be explained by the assumption that demethylation of MeHg prevailed over
methylation of Hg?'in the animal’s digestive system. Feeding activity of laboratory animals fed with
300 pg Hg?*/ g dry weight for five weeks was not significantly affected compared to control group of
animals. However, LMS decreased already after 3 days of exposure to 5 pug Hg/g dry weight. LMS in
the hepatopancreas of animals from a highly mercury polluted environment (260 pg Hg/g dry weight
of food, 1600 pg Hg/g dry weight of soil) was less affected than in laboratory animals fed with 5 and
50 ug Hg/g dry weight for three days. This probably indicates tolerance of P. scaber to mercury in the
mercury polluted environment and/ or lower bioavailability of environmental Hg. In animals from
Velenje (0,010-0,028 pg Ha/g dry weight of food, 1,17 pg Hg/g dry weight of soil) LMS was severely
affected, most probably due to synergistic effect of pollutants, originating from Sostanj thermal power
plant emissions.
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Prisotnost ostankov zdravilnih u¢inkovin v
okoljskih vodah

 Vstop v okolje (visoka poraba)

* R

A4

ucinkovina masa (t leto1)* Kje in kdaj? / MIO prebivalcev Masa v SL?; (tleto )=
(2 MIO prebivalcev; 1.2001)
Ibuprofen 48-96 Nemcija, 2001/ 82 MIO preb. 0,9
Naproksen 40 Kanada, 2001/ 33 MIO preb. 1,8
Ketoprofen ni podatkov 0,3
Diklofenak 48-72 Nemcija, 2001 0,6
Klofibrinska ksl. 15-21 Nemc¢ija, 2001
Sulphametoksazol 16,6-76 Nemcija, 2001
Trimetoprim 3,3-15 Nemcija, 2001
Ranitidin 10,67 Italija, 2001/58 MIO preb.
Karbamazepin 30 Kanada, 2001
Furosemid 5,76 Italija, 2001
Amoksicilin 125,75 Italija, 2001
Bisoprolol 112 Nemcija, 2001

* K. Kiimmerer: Pharmaceuticals in the Environment; 2nd Ed.; Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2004
** T. Kosjek: Diplomsko delo, Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, Marec 2004

° ObStOjl’lOSt A% okolju (diklofenak, klofibrinska, protitumorne uc¢inkovine, karbamazepin)

Dan MR; O2, april 2006 4



Po svetu (reke)...

Zdravilna u¢inkovina Kanada* Neméija* [ng L]
srednja kone, [ng L] maks. kone. [ng L] * (maks. konc.)
Klofibrinska ksl. 15 175 5-30
Diklofenak 26 194 5-49
Ibuprofen 64 790 50 — 280

Karbamazepin 20 650 11002
Ketoprofen 12 50 -
Naproksen 94 551 .
Atorvastatin 10 15 -
Pentoksifilin 8 9 -
Ciklofosfamid 5 5 -
Fluoksetin 13 46 -

Trimetoprim 43 134 200?

Sulfametoksazol - - 430?

* K. Kiimmerer: Pharmaceuticals in the Environment; 2nd Ed.; Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2004
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V Sloven

1...

koncentracija (ng L)

vzorec datum vzor€enja naproksen diklofenak | ketoprofen ibuprofen
jul.04 - 5 -
sep.04 - - -
KRKA 1 apr.05 - - -

jul.04 - - -

LJUBLJANICA 1 sep.04 - ; )
jul.04 70 - ]

LJUBLJANICA 2 sep.04 - ; )
jul.04 80 10 -

SAVA sep.04 - - )
MURA jul.04 50 40 -
jul.04 50 30 ]

DRAVA'1 sep.04 - - -
jul.04 20 30 ]

DRAVA 2 sep.04 40 - -
PSATA jul.04 20 - -

T. Kosjek, E. Heath, A. Krbav¢i¢; Environment International 31 (2005) 679-685.
Dan MR; O2, april 2006




ReSitev?

>

pravilno ravnanje z ostanki zdravilnih u¢inkovin

odstranitev ostankov zdravilnih u¢inkovin na glavnih virih

onesnazenja = preden vstopijo v okolje:

bolniSni¢ne Cistilne naprave
Cistilne naprave iztokov i1z farmacevtske industrije

komunalne Cistilne naprave

Dan MR; O2, april 2006



Delovna hipoteza:

Literatura: klasi¢no ¢i$¢enje odpadnih vod zdravilnih u¢inkovin ne
odstrani v zadostni meri,

anoksicni  ozracevalni
predhodni usedalnik bazen bazen naknadni usedalnik pesceni filter

ozr. peskolov
in mascobnik

povratni tok biomase

*A. Joss et al.: Water Research, Volume 39, Issue 14 , September 2005, Pages 3139-3152

« dolocitev ucinkovitosti obstojecih Cistilnith naprav v Sloveniji

e uporaba izboljSanih / dodatnih metod odstranjevanja zdravilnih
ucinkovin iz €istilnih naprav

ZATO:

... naCrtovanje in izdelava pilotne Cistilne naprave

Dan MR; O2, april 2006




Na osnovi:
1. letnih porab zdravilnih u¢inkovin v Sloveniji

2.  prisotnosti v povrSinskih vodah v Sloveniji

= izbrani predstavniki NSAIDs (arilalkanojske kisline):

CHj
OH
CHs 0 CHs
O OH
HsC
ibuprofen 0

ketoprofen

OH CHg

diklofenak OO \
H,C (0]
3 \O
naproksen
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-
Analizni postopek za dolo¢anje NSAIDs v vodni
vzorcih:
A./ Priprava vzorca
. Priprava vzorca za ekstrakcijo (nakisanje, filtriranje,...)

. Dodatek internega standarda (Mecoprop)
. Ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE): Strata™ X

. Derivatizacija: MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil trifluoracetamid)

Dan MR; O2, april 2006 10



B./ Analiza: plinska kromatografija z masno
spektrometri¢no detekcijo (GC-MSD)

» Separacija: plinska kromatografija (GC)
— Instrument: HP 6890 GC
— Kapilarna kolona Zebron ZB-5 (Phenomenex, 30m, 0,25mm, 0,25um)
— Nosilni plin: He; pretok 37 cm s-!
— Nacin injiciranja: injiciranje celotnega vzorca (“splitless™); T injektorja:

250°C; volumen inj.: 1uL

* Identifikacija: plinska kromatografija z masno spektrometri¢no detekcijo

— belezenje kromatograma izbranih ionov (SIM) = kvantitativno
doloc¢anje

— belezenje kromatograma vseh ionov (SCAN): v obmoc¢ju 50 do 550
masnih enot = identifikacija produktov (bio)razgradnje

Dan MR; O2, april 2006 11



C./ Analizni postopek

» vpeljan za povrsinske (rec¢ne in vodovodne vode ter vode 1z vodnjakov)

vode 1n vode 1z pilotnih Cistilnih naprav

e optimizacija postopka za analizo odpadnih vod (uc€inkovitost Cistilnih

naprav v Sloveniji)

Dan MR; O2, april 2006 12



Pilotna &istilna naprava (PCN)

«  PCN: podobna klasi¢nim KCN s
poZivljenim blatom

« zaCetna biomasa: aktivno blato iz CCN
Domzale-Kamnik

e zasnova: anaerobni, aecrobni in anoksi¢ni
pogoji

* dimenzija: najmanjSa moZna, ki Se
omogoca instalacijo opreme in vzdrZzevanje
2>40L

e dnevni pretok (pripravljenega) hranilnega
medija:
— 2,0 L = retencijski ¢as v PCN: 48 ur

Dan MR; O2, april 2006 13



Pilotna Cistilna naprava

. : . RO R1 R2
* trije paralelni reaktoryji

* enaki delovni pogoji
* dodatek NSAIDs (ibuprofen,
ketoprofen, naproksen, diklofenak) v

razli¢nih koncentracijah:

— RO: kontrolni poskus — brez uvajanja

NSAIDs
— R1:0,05 mg L' vsake u¢inkovine

— R2: 0,005 mg L' vsake u¢inkovine

Dan MR; O2, april 2006 14



REZULTATTI: :
Odstranjevanje NSAIDs v PCN

Delez odstranitve NSAIDs, izrazen kot srednja in povprecna vrednost:

9 ; srednja povprecna standardna
3 odstran.ltve vrednost vrednost deviacija
R1 98,9 94,6 9,2
IBUPROFEN
R2 90,2 89,3 5,5
R1 98,7 96,3 5,3
NAPROKSEN
R2 89,7 90,7 4.8
. R1 98,2 93,5 9,8
KETOPROFEN
R2 90,5 90,8 6,2
R1 60,4 62,6 27,7
DIKLOFENAK
R2 59,5 48,1 27,5

« odstranitev izbranih spojin iz reaktorja z vi§jo koncentracijo (R1) je
uspesnejsa

» nekonstantna odstranitev diklofenaka (visoka standardna deviacija)

Dan MR; O2, april 2006



Mehanizem odstranitve v PCN

* Vec potencialnih poti:
— razgradnja (fotodegradacija, kemi¢na razgradnja, toplotna razgradnja)
— biorazgradnja

— adsorpcija na biomaso ali stene reaktorske posode

> Nadaljevanje: preu¢evanje na¢ina odstranitve NSAIDs v PCN:

A./  dolocitev deleza NSAIDs, ki so se adsorbirali na biomaso ali stene reaktorjev

B./  dolocitev deleza spojin, ki se je odstranil kot posledica abiotske razgradnje, npr.

fotorazgradnje ter identifikacija njihovih razgradnih produktov

Dan MR; O2, april 2006 16



Nadaljevanje dela

Optimizacija postopka doloCanja NSAIDs v odpadnih vodah ter ocena
ucinkovitosti obstojecih Cistilnith naprav v Sloveniji

Doloc¢itev mehanizma odstranitve izbranih ostankov zdravilnih u¢inkovin na
PCN

Vpliv svetlobe (fotorazgradnja) na u¢inkovitost odstranitve
Identifikacija razgradnih produktov

Vkljucitev SirSega spektra zdravilnih u¢inkovin v studijo (bio)razgradnje, npr.
klofibrinska ksl., karbamazepin, estrogeni, protitumorne u¢inkovine,...

Vkljucitev dodatnih metod za razgradnjo obstojnejSih zdravilnih u¢inkovin, npr.
ozonizacija/H,0,, uporaba nanomembran, 1pd.

Aplikacija postopka €iS€enja na realni (industrijski, komunalni ali bolnisnicni)
Cistilni napravi

Dan MR; O2, april 2006 17



Zahvala

Ministrstvo za visoko Solstvo, znanost in tehnologijo

“Raziskave prisotnosti ostankov zdravilnih u¢inkovin v odpadnih in

povrsinskih vodah ter moZnosti njihovega ¢is€¢enja” (L1-6552)

Center odli¢nosti NCS

okoljske tehnologije odiénosts
Okoljske
tehnologije
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