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Kivonat:

Az édesvizek, mint a tavak és folyok, napjainkban ertteljes szennyez6 hatdsoknak vannak kitéve. A kémiailag rendkiviil stabil,
szterdnvazas, zsiroldékony molekuldk, a szteroid hormonok erételjes hatast gyakorolnak a vizi gerinctelen és gerinces szervezetek
endokrin szabalyozasara. A szteroidoknak ismert dsztrogenikus, androgenikus és progesztogenikus hatdsaik vannak, és ezek alap-
jan, képesek madositani a vizi szervezetek normal fiziologiai folyamatait az endogén szteroidok hatdsahoz hasonléan. Munkénk so-
rén a szintetikus progesztinekre koncentraltunk, mivel 6k a legelterjedtebb fogamzasgatlok f6 hatdanyagai. Az expozicié utin a
progestinek romboljék a halak, kétéltiiek, puhatestlick és izeltldbtuiak reprodukcios képességét mar alacsony ng/L koncentracio tar-
toméanyokban is. Méréseinkben olyan gyakori orélis fogamzasgatlokra koncentraltunk, mint a drospirenone (DRO), a levonorgest-
rel (LNG) és a progesteron (PRG). Ezekre a progestinekre optimaliziltunk egy gyors, érzékeny és relativ olcsé folyadék kromato-
grafids — tomeg spektrometriai mérési modszert (HPLC-MS/MS), melyben szilard fazist extrakciét (SPE) alkalmaztunk. Az érzeé-
keny madszeriinket (LOQ 0.03-0.11 ng/L) alkalmazva, mérni tudtuk a szintetikus progesztineket mar 0.1 és 1 ng/L koz6tti koncent-
racio tartomanyban is. A Balaton és a Zala vizgyiijttjének 53 gyiijtési pontjardl szarmazo, megfelelGen elokészitett és feldolgozott
vizmintakbol a progesztineket a kvetkez$ koncentraciokban tudtuk kimutatni: Az 53 mintavételezési pontbdl 21 vizfolyas tartal-
mazott mérheté mennyiségben szintetikus fogamzasgatlo hatéanyagot, amely egyrészt mutatja a kidolgozott mérési modszer haté-
konysagat, masrészt, eddig hidnyzo informaciokat szolgéltatott a Balaton és a Zala vizgyiijt6jének szennyezésérél. Adataink nem

reprezentativak, csupan egy aktualis allapotot mutatnak és nincsenek vizhozamra kalibralva.
Kulesszavak: progeszteron, levonorgestrel, drospirenone, Balaton és Zala vizgyiijt6, HPLC-MS/MS.

Bevezetés

Az ipar altal eldallitott mesterséges vegyi anyagokat
direkt kiszérjuk a természetbe (pl. peszticidek, miitra-
gyak), kiontjiik a lefolydba (pl. tisztitoszerek, haztartasi
fert6tlenittk), hasznaljuk, majd eldobjuk (pl. milanyagok)
megessziik és kivalasztjuk (pl. gyogyszerek, ételszinezé-
kek). Az Okoszisztémdba bekeriilt terhelések jelentds ré-
szét révidebb-hosszabb id6 alatt feldolgozza a természet
és elbomlanak. Azonban, vannak olyan vegyiiletek, ame-
lyek stabil kémiai szerkezettel rendelkeznek, mint a tdbb
gyliris szteramvaz is, amelyek bioldgiailag nem, vagy
csak igen nehezen bonthatok. A biologiai hatassal rendel-
kez6 szterdnvézas, szintetikus anyagok, a xenobiotiku-
mok, befolyasoljak az él6 szervezetek miikodését, és en-
nek kovetkeztében a normal fiziologiai folyamatoktol el-
térd molekuléris itvonalak aktivalodnak. A szterdnvizas
vegyiiletek dltaldban alacsony toxicitasu szintetikus anya-
gok, amelyek nem mutatnak akut toxicitast, azonban ho-
napokkal, évekkel, adott esetben tobb generacidval ké-
s6bb, jelentkezhet hatasuk. A zsiroldékony szteranvazas
vegyiiletek jellemzdje, hogy akkumulalédnak a vizekben,
azok liledékében, végsd soron az él6 szervezetekben. E-
zek a vegyiiletek, mint endokrin diszruptorok, a vizi
szervezetek (izeltldbuak, puhatestliek, kétéltiiek, halak)
hormonélis szabalyozasat mar 1-10 ng/L koncentracioban
befolyasoljak (Kah! és mtai, 1997; Jobling és mtai, 1998,
2003, Watts és mtai, 2003, Diniz és mtai, 2005; Liu és
mtai, 2011; Kroupova és mtai, 2014; Svensson és mtai,
2014). A kialakuld endokrin diszrupcio kdvetkezménye a
folyamatosan csikkend fajszam, illetve egyes fajok loka-
lis kipusztulasa, az ivari fejlodés rendellenessége, életkeé-
pességet csdkkentd vazszerkezeti eltérések ndvekedése, a
zsir-anyagesere felborulasa (Liu és mtai, 2011; Orlando
és mtai, 2014).

A szteroid hormonokat a természetes Jsztrogeének, a
progeszteron (PRG) és az androgének képviselik. A ki-
valasztds eredményeként a tisztitott szennyvizzel a termé-

szetbe kijutd bioldgiailag aktiv szteroid hormonok egy ré-
szét az emberi és allati endokrin folyamatok bomlaster-
mékei (Colborn és mtai, 1993; Toppari és mtai, 1996),
mig mas részét, az oralis fogamzasgatlok hatdanyaganak
bomlastermékei adjak (Liu és mtai, 2011; Baker és mtai,
2012; Tomsikova és mtai, 2012; Andrdsi és mtai, 2013;
Nie és mtai, 2014). Ismeretes, hogy t6bb mint 100 milli6
né hasznal szintetikus fogamzasgatld készitmeényeket é-
vente (Huezo és mtai, 1998). A legjelentdsebb és legin-
kéabb elterjedt fogamzasgitlok a progesztinek csoportja-
ba sorolhatdk. A progesztinek csoportjat a PRG és a szer-
kezetileg rokon szintetikus vegyiiletei, mint pl. a levo-
norgestrel (LNG) és a drospirenone (DRO) alkotjak.
Koz6s jellemz6jiik a progesztogenikus aktivitas, bar elté-
r6 bioldgiai hatasokkal rendelkeznek (Croxatto és mtai,
2002; Oelkers és mtai, 2000, Schindler és mtai, 2008).

A progesztineket az analitikai modszerek ng/L kon-
centracioban képesek detektalni, jellemzben a tisztitott
szennyvizelfolyokban. Az irodalmi adatok alapjan ismert,
hogy ezek a szennyvizelfolyok altalaban 10-50 ng/L kon-
centracio tartomanyban tartalmazzak a szteroidokat (Liu
és mtai, 2011; Orlando és mtai, 2014). Azonban, a proge-
sztin szennyezésrdl relativ kevés tanulmany késziilt a ter-
mészetes vizeket illetden, tovabba nem késziilt felmérés a
Balaton és a Zala vizgytijto teriiletén ez idaig. Ezért tliz-
titk ki célul, hogy egy egyszerti, gyors, érzékeny és relativ
olcsd analitikai médszert kidolgozva, meghatirozzuk a
DRO, LNG ¢és PRG min6ségi és mennyiségi viszonyait a
vizgylijtd tertiletén.

Anyagok és modszerek

Minta eldkészités

A vizmintdkat 8 dl-es ml-es zdld {ivegedényekbe
gyljtottiik a Balaton és a Zala vizgytijt6jén, 53 elore kije-
161t mintapontban (1. 4bra). A vizmintakat HCl-al sava-
nyitottuk (pH 4), majd 4 °C-on hiitében taroltuk nem hos-
szabban, mint 18 o6ra. A szilard fazisu extrakcid (SPE) e-
16tt a vizmintakat 0,45 pm-es Whatman {ivegszalas szi-



r6n (Maidstone, UK) mechanikailag tisztitottuk. A tiszti-
tott vizmintakbol a szteroidokat egy Strata C18-E SPE
oszlopon (1g/20 mL, 55 um, 70 A; GenLab, Budapest)
tomeényitettitk. A kalibralé oldathoz a gyari standardokat
(DRO [SMLO0147-10MG], LNG [L0551000] és PRG
[P0130-25G], Sigma-Aldrich) ismert koncentracioban 30
%-0s (v/v) acetonitrilben oldottuk fel.

SPE- toményités

A progesztineket Strata C18-E SPE oszlopon extra-
héltuk. Az SPE oszlopokat 15 mL metanollal aktivaltuk,
majd 20 mL LC-MS minéségli vizzel mostuk. Ezt kive-
téen vikuummal az oszlopokon a savanyitott vizmintakat
atszivtuk, majd ismételten mostuk azokat 20 mL LC-MS
mindségii vizzel. Az SPE oszloprdl a megkotdtt szteroi-
dokat 15 mL metanollal elualtuk. A 15 mL szteroid olda-
tokat beparoltuk rotacids beparloval 40 °C-on, majd oldo-
szer-mentesre koncentrdltuk azokat (Eppendorf Concent-
rator Plus, 30°C, V-AL mdd). Végiil 50 pL metanolban
visszaoldottuk a mintékat.

HPLC-MS/MS analizis

Az 50 uL mintdkbol 5-5 pL-t injektaltunk a HPLC-
MS rendszerbe (Dionex Ultimate 3000 UHPLC, Q-Exac-
tive IRMS, Thermo Fisher Scientific). A folyadékkro-
matografids elvalasztas egy 2,6 pm szemcseméretii, 100A
szemcse-atmérdji 150*2,1 mm-es Kinetex C18 oszlopon
tortént, gy, hogy az oszlop htmérsékletét a mérés alatt
40 °C-on tartottuk. A mozgofazis A (0,01 v/v% hangya-
sav vizben) és B (0,01 % v/v % hangyasav acetonitrilbe)
oldoszerekbdl 4llt. Az 4ramlasi sebesség 300 pL/perc
volt. A mozgofazis az elvilasztas elsd harom percében 38
% B olddszert tartalmazott. A harmadik és a tizenkettedik
perc kozott egyenletesen felemeltitk 55%-ra a B olddszer
ardnyat majd 0,2 perc alatt visszadllitottuk a kezdeti
Osszetételt, ezutan ezzel a 38% B olddszert tartalmazo
mozgbdfazissal mostuk az oszlopot 12,8 percig.

Az MS fiithetd electrospray ionforrassal rendelkezett
¢€s a mérés sordn pozitiv médban haszndltuk. A spray fe-
sziiltségét 4.0kV-ra, az ionforrds flitési hémérsékletét 50
°C-ra, a transzferkapillaris homérsékletét 300 °C-ra, mig
az S-lencsék frekvencigjat 70-re allitottuk be. A fragmen-
tacidk soran a kovetkez6 HCD (Higher-Energy Collisio-
nal Induced Dissociation) cella energiat alkalmaztuk: 55
% a DRO, 45 % a PRG és 45 % a LNG esetében. Az ada-
tok elemzését Thermo Xcalibur szoftverrel végeztiik (2.2
SP1.48-es verzio).

A mennyiségi kiértékeléshez kalibracios gorbéket vet-
tiink fel a 0,1 - 20 ng/L-ig terjed6 koncentracid tarto-
manyban. Ezek jo linearitast mutattak, a korrelacios e-
gyiitthatoik (R”) 0,95 felett voltak. A mérés kimutatasi
hatara (level of detection, LOD) 0,01 (DRO), 0,01 (LNG)
és 0,003 (PRG) ng/L volt, mig a mennyiségi kiértékelés
alsé hatara (level of quantification, LOQ) 0,11, 0,09 és
0,03 ng/LL volt. Visszanyerési vizsgalatot is végeztiink,
melynek soran 100-100 pg standardbdl az extrakeidt és a
folyadékkromatografias elvalasztist a mintdkkal minden-
ben egyezd mddon elvégezve 76 % (DRO), 81 % (LNG)
és 95 % (PRG) hormont mértiink vissza.

1. abra — A kijeldlt 53 mintagy(ijtési pont a Balaton és a
Zala vizgytijto teriiletén.
Eredmények és értékelésiik
Analitikai modszeriink segitségével kimutattuk és
mennyiségileg meghataroztuk a DRO, LNG és PRG hor-
monokat a vizgylijtérol szdrmazd nyers mintdkban. A
progestinek kimutatdsa harom alapvetd analitikai paramé-
teriik alapjan tortént: a) az adott hormon retencios ideje,
b) az adott hormonra jellemzd prekurzor ion ([M+H]")
egzakt molekula tdmege €s c¢) az adott hormonra jellemz6
bomlastermék (fragmensek, [F+H]") profilja. Mindhdrom
paraméter egyiittesen volt feltétele annak, hogy az egyes
hormonok létét elfogadjuk a nyers vizmintadkban. A DRO
retencios ideje 5,2 percnél, a LNG-€ 5,7 percnél, mig a P-
RG retencios ideje 9,8 percnél volt mérhetd, mind a stan-
dard, mind pedig a nyers mintak esetében (2. abra).
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2. abra — A DRO, LNG és PRO prekurzor ionjainak egy-
masra masolt kromatogramja un. “single ion monitor”
(SIM) modban mérve. A fliggtleges tengelyen a relativ
intenzitas %-ban, mig a vizszintes tengelyen a retencids
iddk lathatdk percben.

Analitikai méréseink soran az azonositashoz a kovet-
kezd prekurzor ion — fragmens atmeneteket ([M+H]™
—[F+H]") monitoroztuk t6ltés/tomeg (m/z) mértékegy-
ségben: DRO 367.23—97.07 (3. dbra A, B), LNG
313.21—109.06 és 245.19 (3. abra C, D), valamint PRG
315.23—97.07 és 109.06 (3. dbra E, F).
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3. Abra — A prekurzor ionok MS, valamint a fragmensek
MSMS spektruma a standardok és a vizmintdk esetében.
A-B: DRO MS és MSMS spektruma, C-D: LNG MS és

MSMS spektruma, valamint E-F: PRG MS és MSMS

spektruma.

Az adott prekurzor ionra jellemzd fragmensek kapott
molekula témegeit (97,07; 109,06 és 245,19; 97,07 és
109,09 m/z; MSMS spektrum) irodalmi adatokkal vetet-
tiik dssze (Williams és mtai, 1999) és csak azonossag ese-
tén fogadtuk el az adott hormonra jellemz6 prekurzor ion
bomlastermékének (4. abra).

Az egyes hormonok mennyiségi analizise a prekurzor
ion csucsok teriiletének integralja alapjan volt meghata-
rozva, SIM moddban. A progestinek megjelenése és kon-
centricioja igen varidbilis volt az 53 mintagytijtési pont-
ban a Balaton és a Zala vizgyiijtdjén. 23 mintagyiijtési
pontrol szarmazé eldkészitett vizminta nem tartalmazott
kimutathatd mennyiségben hormonokat (<LOD; nincs
mutatva), azonban 21 mintahelyen gyiijtott vizbol kimu-
tathatoak voltak a vizsgalt progesztinek (1. tablazat). A
progesztin pozitiv 21 vizmintabdl, 20 tartalmazott PRG-t,
mig LNG-t 6 db (1, 7, 20, 21, 22, 43-as), tovibba 5 min-
tahelyen talaltunk DRO-t (1, 7, 21, 42, 43-as). Négy o-
lyan mintahelyet tiintet fel az 1. tablazat, melyek mind a
harom vizsgalt szteroid hormont tartalmaztak. Ezek az 1,
7, 21 és 43-as mintahelyek. A vizsgdlataink alapjan a pro-
gestinek a kivetkezd koncentracié tartomanyba voltak
mérhetok a vizgylijto tertileten [ng/L-ben]: 0,26-4,30 (D-
RO), 0,85-3,40 (LNG) és 0,23-13,67 (PRG). Adataink a-
zonban nem reprezentativak, csupan egy aktualis allapo-
tot mutatnak. A koncentraciok nem normalizéltak az a-
dott viztest vizhozamara.

Méréseink, mas kutatdcsoportok eredményeihez ha-
sonlo6an, ravilagitanak arra a tényre, hogy az alkalmazott,
egyébként modern, harom lépcsds szennyviztisztitdsi el-
jarasok nem eliminaljak hatékonyan a kiilonbdzd eredetii
szteroid hormonszennyezéseket. Ezért, a leggyakoribb

szintetikus oralis fogamzasgatlok koziil az altalunk is
vizsgalt progestinek tisztitott szennyvizbdl tirténd kimu-
tatdsa nem meglepd. Irodalmi adatok alapjan ismeretes,
hogy a tisztitott szennyviz elfolydkban atlagosan 40 és
375 ng/L. koncentracidban mérhetdk a progestinek (Baker
és mtai, 2012; Andrasi és mtai, 2013; Orlando és miai,
2014). Ezzel szemben, nem a tisztitott szennyviz elfo-
lyokban mérve, hianyt potld munkakeént, adatokat kozol-
tink a Balaton és Zala vizgy(ijto teriiletének szteroid
szennyezettségérdl. Ezt tesz lehetdveé az altalunk kifej-
lesztett gyors, érzékeny és relativ olcsd analitikai mod-
szer alkalmazdsa.
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4, Abra — A vizsgalt szteroidok fragmentacios profiljai. A

tokéletes fragmentacio eléréséhez eltérd gerjesztési ener-

gidkat hasznaltunk fel, 55 %-o0s a DRO és 45 %-o0s a PRG
és LNG esetében.

A korabbi analitikai médszerekben a LOD hatérértéke
0,29 ng/L. a DRO, 0,28 ng/L a LNG és 0,41 ng/L volt a
PRG esetében (Liu és mtai, 2011). Ezek a LOD hatarérté-
kek a LOQ als6 hatarat koriilbeliil 1 ng/L értékben korla-
toztadk. Ez az érzékenység a tisztitott szennyviz elfolyok
analitikai vizsgalatara nyilvin elegendd a hormonok ese-
tében, azonban a nyers vizmintdk vizsgalatdra mar nem
feltétleniil. Ezért is volt célunk az eddigieknél egy érzéke-
nyebb mérési modszer kifejlesztése. Az altalunk hasznalt
maodszer kalibralt LOQ értékei (0,11 [DRO], 0,09 [LNG]
and 0,03 ng/L [PRG]) lehet6vé tették, hogy vizsgalt min-
tdinkban 0,1 és 1 ng/L koncentracio tartomanyban is tud-
junk mérni hormonokat biztonsagosan a korabbi modsze-
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rekkel szemben. Ez az alacsonyabb ng/L koncentracio
tartomdny még mindig a biologiai kockadzat mennyiségi
értékének tartomanyaban van és ezek a mennyiségi érté-
kek mutathatok ki a Balaton és a Zala vizgyiijt6jén is
(0,23-13,67 ng/L). A toxikologiai vizsgalatok szerint,
mind a LNG (0,80 ng/L), mind a DRO (0,66 ng/L) mar 1
ng/L alatti koncentracioban cstkkenti a fertilitast a felnott
firge csele esetében (Pimephales promelas), tovabba 3,3
ng/L LNG a nostény karmosbékaban (Xenopus laevis) a
himekre jellemz6 nemi jellegek megerdstdését eredmé-
nyezi (Liu és mtai, 2011). Ismeretes, hogy 31 ng/L LNG
terhelés a még nem ivarérett bodorkak (Rutilus rutilus)
reproduktiv rendszerének kifejlodését az agyalapi mirigy
gonadotropin (n6vekedési hormon) expresszidjan, vala-
mint a nemi hormonok szintjének modulalasan keresztiil
befolyasolja (Kroupova és mtai, 2014). Mas adatok sze-
rint, mar a 6,5 ng/LL. LNG rombolja a him tiiskés pikd
(Gasterosteus aculeatus) androgén-fliggd reproduktiv
ciklusat (Svensson és miai, 2014). Megfigyelték tovabba,
hogy a zebrakagyld (Dreissena polymorpha), valamint a
szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) ezeket a
progestineket szignifikdnsan bioakkumulalja (Liu és mtai,
2011). Mindezek alapjan lathato, hogy a kimutatott hor-
mon szennyezések koncentricidja a Balaton és a Zala
vizgy(ijtéjén is biologiai rizikofaktor az Gkoszisztéma
szempontjabol.

A kézirat anyaga a Drog Testing and Analysis angol
nyelvil folyoiratban jelenleg biralat alatt all.
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No Vizialyas Mintahely GPS koordindta | DRO LNG PRG
megnevezese

1. Zala folyd ériszentpéter N46.83666, E16.43392| 1.85 (0.04)| 3.40(0.45)| 3.25(0.59)
2. Zala folyo Zalalsvd N46.85013, E16.62666 <LOQ <LOQ 2.74 (0.12)
4. Zala folyo Petdhenye N46.88008, E16.92030 <LOQ <LOQ 2.92 (0.33)
5 Zala folyé Zalabér N46.97823, E17.02623 <LOQ <LOQ 2.81 (0.25)
7 Zala folyo Balatonhidvég N46.63705, E17.18369| 1.54(0.03)| 1.29(0.09)| 10.17 (1.17)
0. Denke patak Pankasz N46.83737, E16.49827 <LOQ <LOQ 1.47 (0.16)
10. | Szentjakabi csatorna  |[Fels6janosfa N46.84740, E16.55136| <LOQ <L.OQ 0.52 (0.04)
12. | Szélviz Zalaszentgyorgy | N46.86587, E16.69467| <LOQ <LOQ 0.73 (0.14)
14. Felst-Valicka Zalaegerszeg N46.84334, E16.86976 <LOQ <LOQ 491 (0.24)
15. Sarviz IZalaszentivan N46.89049, E16.89153 <LOQ <LOQ 4.41(1.31)
21. | Héviz-pahoki csatorna |Alsopahok N46.76038, E17.20494| 1.62 (0.05)| 1.26(0.01)| 2.28 (0.34)
20. | Sari csatorna Marcali N46.58546, E17.44281 <LOQ 2.14(0.04)| 1.38(0.03)
22. | Edericsi patak IBalatonederics N46.80127, E17.38797 <LOQ 0.85 (0.07) <LOQ

27. | Egerviz Szigliget N46.80661, E17.45916 <LOQ <LOQ 1.81 (0.03)
28. Egerviz IHegyesd N46.91531, E17.52500 <LOQ <LOQ 1.88 (0.07)
29. | Bgerviz IMonostorapéti N46.92733, E17.55878 <LOQ <LOQ 2.37 (0.03)
31. (jrvényesi_séd fjrvényes N46.91394, E17.81708 <LOQ <LOQ 0.23 (0.02)
32. | Aszof6i-séd IBalatonfiired N46.93233, E17.85875 <LOQ <LOQ 1.00 (0.01)
37. | Kéki patak Balatonalmadi N47.04098, E18.02046 <LOQ <LOQ 2.27(0.10)
42. Boronkai patak Marcali-Boronka | N46.58641, E17.44498| 0.26 (0.01) <LOQ 2.07 (0.01)
43. | Imremajori csatorna  |Balatonfenyves N46.70956, E17.47938| 4.30(0.30)| 2.45(0.01)| 13.67(0.31)

1. tablazat — Progestin pozitiv mintahelyek a Balaton és a Zala vizgytijton. A tabldzat elsdé négy oszlopa mutatja a
mintahely szamat (No), a vizfolyas €s a mintahely megnevezését a GPS koordinataikkal egyiitt. Az utolsd harom
oszlop az atlagos progestin koncentraciokat mutatja ng/L-ben. Zardjelben a S.E.M. értékek vannak feltiintetve.
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Abstract:

Keywords:

Freshwaters, such as lakes and rivers, today are subject to controlled pollution. Steroid hormones are chemically very
stable, highly lipophilic molecules and their biological properties have a strong impact on the endocrine regulation of
invertebrate and vertebrate species. Steroids have estrogenic, androgenic and progestogenic influence and based on it, they
could modify the normal physiological mechanisms of freshwater species by mimicking the effect of endogen steroids. In
this study, we focused on synthetic progestins as they are the main active ingredients of contraceptive pharmaceuticals.
Progestins have been shown to impair reproduction in fish, amphibians and mollusks at low ng/L concentrations. In our
measurements, we focused the most frequent oral contraceptive substances, such as levonorgestrel (LNG), drospirenone
(DRO) and progesterone (PRG). We developed and optimized a quick, sensitive and relative cheap liquid chromatographic
- mass spectrometric method with solid phase extraction to measure the hormone levels. Using our sensitive method (LOQ
0.03-0.11 ng/L) we could also detect progestins even between 0.1 and 1 ng/L concentrations. Analyzing freshwater
samples from Lake Balaton catchment area we found influents where the concentration of these hormones were 0.26-4.30
(DRO), 0.85-3.40 (LNG) and 0.23-13.67 (PRG) in ng/L. Out of 53 collecting places 21 contained measurable progestin
levels, which clearly demonstrates the applicability of our method, legitimates toxicology experiments on effected species
and indicates monitoring efforts.

levonorgestrel, drospirenone, progesterone, catchment area of Lake Balaton and Zala River, HPLC-MS/MS.



