MERJENJE KONCENTRACIJ NEKATERIH ZDRAVILNIH
UCINKOVIN V ODPADNI VODI IN TKIVIH RIB Z LC-MS/MS
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UVOD

Zdravilne ucinkovine spadajo v razred , novih okoljskih onesnazil“. Stalno sproscanje ucinkovin v okolje in
nepopolna razgradnja na cistilnih napravah poraja skrbi o moznih negativnih ucinkih ucinkovin, predvsem na
vodne ekosisteme [1]. NajvecC objavljenih studij v povezavi s prisotnostjo ucinkovin v organizmih se je
osredotocCilo na vodne vretencarje, predvsem ribe. V magistrski nalogi smo ugotavljali prisotnost izbranih
ucinkovin na vtoku in iztoku Centralne cistilne naprave Sevnica v treh casovnih tockah vzorcenja: marca, junija
in decembra 2015. Osrednji cilj magistrske naloge je bil razviti enostavho metodo za ekstrakcijo ZU iz rib.

METODE REZULTATI

1) ODPADNA VODA
Za dologanje 111 uginkovin smo uporabili predhodno razvito in optimizirano metodo, 1) ODPADNA VODA S o o |
ki so jo razvili na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na Fakulteti za farmacijo  VeC kot 30% v analizo vkljuCenih ucinkovin je bilo prisotnih na vtoku pri

[2]. Metoda temelji na polavtomatskem SPE (SPE-DEX®), kateremu sledi| Vvseh vzorcenjih. V koncentraciji na 1 pg/L je bilo priosotnih 6 ucCinkovin.
Instrumentalna analiza z C-ESI-MS/MS.

e

=
N
O
Z
L
=
)
o
=
[2a]
(©)
o
x
(%]
=
2
-
z
L
(o)
z
o
x

Koncentracija u&inkovin na iztoku CEN Sevnica (marec |zbrane ucinkovine za razvoj
o metode za ekstrakcijo
ucinkovin iz ribjega tkiva (11):
tramadol (TRM), risperidon
(RIS), dezipramin (DES),
karbamazepin(KB2),
| I I naproksen (NAP), valsartan
--------- e (VAL), atorvastatin (ATS),
S Rl (riklosan (TCS), simvastatin
5 (SIS), diklofenak(DKF)
Slika 3: Koncentracijsko obmogje izbranih uginkovin na iztoku CCN Sevnica(Mar 2015).
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Slika 1: Horizon Technology SPE-DEX® 4790.

2) RIBE
Rezultati margevskega vzoréenja odpadne vode skupaj s fizikalno-kemijskimi o Sevnica. (unj 2015)

lastnostmi In zmoznostjo biokopicenja ucinkovin so bili kriterj za izbor tarCnih

ucinkovi. Razvili smo preprosto metodo za doloCanje ucinkovin v tkivih rib. '
- ' '

Koncentracija uéinkovin na vtoku in iztoku CCN

Sevnica (december 2015)
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BulletBlender (1,4 pm kroglice iz

Homogenizaci)a
J I nerjavecega jekla, 5 min, hitrost 4)

¥

Dodatek 1 mL
acetonitnla 10,00

enalapril  valsartan diklofenak teofilin  paracetamol tramadol kofein
¥

Homogenizacia
'
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BulletBlender (1.4 pm kroglice iz = Viok CCN Sevnica = Iztok CEN Sevni
nerjavecega jekla, 5 min, hitrost 4)

»

Centrifugiranje Eppendorf 5415R (5 min, 4 °C, Sliki 4 in 5: Grafiéni prikaz koncentracij uginkovin, ki so bile na vtoku CCN Sevnica prisotne v
15000 x g) koncentraciji nad 100 ng/L (levo junij 2015, desno december 2015)
¥

Redéenje sugernatantaﬂﬁﬂdﬁe”ie 00 plL supernatanta do 2) RIBE
, 25 mL s 50 mM fosfatnega pufra

| Tabela 1. Validacijski parametri analizne metode za ekstrakcijo uCinkovin iz ribjega tkiva
SPE Kartuse: StrataX
. I{I:-nu:li::inniranie: 10 mL Mﬂ: 3 Izkoristek [%] @ Ponovljivost RSD R? toc¢nost na LOQ LOQ[ng/g] Linearnost
¥ mL milliQ [%] [%] obmocja [ng/g]
susenje z N Manos vzorca: 25 mL; TRM 24,0 3,2 0,9945 13,8 1 1-10
l E;’E?,“leé”at'ﬁ‘gﬁ :-:1] EIIEII 80190 A 56,2 4,2 0,9993 17,9 0,2 0,2-5
- i LIEI!E: I e —
Raziphanie zaostanka v s DEZ 31,8 4,7 0,9961 - 19,5 0,5 0,5-5
250 pL ACN:MeOH = A 90,2 5,4 0,9989 - 8,1 0,4 0,4- 4
50/50 IRB
88,9 4,0 0,9992 15,0 0,1 0,1-5
| C_MS/IMS NAP 69,5 5,4 0,9931 8,0 50 50 - 1000
VAL 42,7 6,6 0,9990 17,5 2 2 - 100
Slika 2: Shema pogojev konéne metode za ektrakcijo ZU iz tkiv ATS 47,7 6,3 0,9981 0,6 2,5 2,5 - 25
rib. UL 57,9 7,5 0,9994 -1,8 10 10 - 150
SIS 69,4 7.0 0,9724 - 19,4 1 2-15

D I S K U S IJ A DKF 108,5 4,1 0,9994 12,4 4 4 -100

Razvita metoda je bila uporabljena na vzorcih iz razlicnih okolij (reka Sava,
trgovina, ribogojnica)

prisotni tramadol (1,5 ug/L), diklofenak (556,2 ng/L) in metformin (268,9 ng/L).
Od 111 uginkovin, ki smo jih preverjali v vzorcih CCN Sevnica decembra 2015, je bilo na KBZ je bil prisoten pri vseh ribah v vseh
vtoku prisotnih 49 (44%), na iztoku pa 38 udinkovin (34%). Tako na vtoku kot tudi na analiziranih tkivin. TRM je bil prisoten v ribi
iztoku je bilo najve¢ ucinkovin prisotnih v koncentracijskem obmoc¢ju 10 — 100 ng/. > 1Z ribogojnice In iz reke Save v skrgah iIn

jetrih. Vse koncentracije so bile nizje od
LOQ, zato toCne koncentracije nismo

Analizirano tkivo:
misice, jetra, ledvice,
koza, Skrge

Decembra 2015 so bile v odpadni vodi tudi ucCinkovine v koncentraciji nad 10 ug/L.
V sklopu razvijanja metode za ekstrakcijo uCinkovin iz ribjega tkiva smo preverjali, kako
razlicna ekstrakcijska topila, volumen redCenja supernatanta, medij za redcCenje uspeli kvantitativno ovrednotiti.

supernatanta in masa tkiva vpliva na izkoristek ekstrakcije.

Metodo smo validirali in dolocCili obmocje linearnosti, ki je v razponu od 0,1 — 1000 ng/g
tkiva, odvisno od posamezne ucinkovine. Meje dolocitve so v razponu od 0,1 — 10 ng/g
tkiva, le za naproksen je ta meja visja. Ponovljivost metode je dobra, saj so bili relativni
standardni odkloni pri vseh ucinkovinah nizji od 7,5%. Izkoristki ekstrakcije so v obmocju
med 24,0 in 108,5%.

ZAKLJUCEK

»Junija 2015 je bilo na vtoku prisotnih 32%, decembra 2015 pa 43% od 111
analiziraninh ucCinkovin v razlichem koncentracijskem obmocju. Na iztoku so bile
koncentracije ucinkovin praviloma nizje.

Reference: >V primerjavi z junijem 2015, je bilo decembra 2015 v odpadni vodi CCN Sevnica

[1] Zenker A, Cicero MR, Prestinaci F et al. Bioaccumulation and biomagnification potential of pharmaceuticals with a focus to mocC opaziti vec ucinkovin v visjinh koncentracijah.

the aquatic environment. J. Environ. Manage. 2014; 133:378-387. | S > Rezultati so pokazali, da sta v vzorcih rib prisotna KBZ in TRM, vendar sta oba pod
[2] Trontelj J, KlanCar A, Roskar R. Book of abstracts / 21st International Symposium on Separation Sciences, June 30 - July 3,

2015, Ljubljana, Slovenia. mejo dolocCitve. Ocenjena najvisja koncentracija obeh ucinkovin je 0,02 ng/g tkiva.

Zahvala: Delo je bilo opravljenjo v sklopu magistrske naloge in podprto s strani Fakultete za farmacijo, Katedre za Biofarmacijo in farmakokinetiko (Univerza v Ljubljani, Slovenija)



